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■ Os autores deste livro e a EDITORA GUANABARA KOOGAN LTDA. empenharam seus melhores esfor90S para assegurar que as 
informagbes e os procedimentos apresentados no texto estejam em acordo com os pad rocs aceitos a epoca da publicagao, e 
todos os dados foram atualizados pelos autores ate a data da entrega dos originais a editora. Entretanto, tendo em conta a 
evolugao das ciencias da saude, as mudangas regulamentares governamentais e o constante fluxo de novas informagbes sobre 
terapeutica medicamentosa e reagocs adversas a farmacos, recomendamos enfaticamente que os leitores consultem sempre 
outras fontes fidedignas, de modo a se certificarem de que as informagbes contidas neste livro estao corretas e de que nao 
houve alteragoes nas dosagens recomendadas ou na legislagao regulamentadora. 

■ Os autores e a editora envidaram todos os esforgos no sentido de se certificarem de que a escolha e a posologia dos 
medicamentos apresentados neste compendio estivessem em conformidade com as recomendagoes atuais e com a pratica em 
vigor na epoca da publicagao. Entretanto, em vista da pesquisa constante, das modificagoes nas normas governamentais e do 
fluxo continuo de informagbes em relagao a terapia e as reagoes medicamentosas, o leitor e aconselhado a checar a bula de 
cada farmaco para qualquer alteragao nas indicagoes e posologias, assim como para maiores cuidados e precaugoes. Isso e 
particularmente importante quando o agente recomendado e novo ou utilizado com pouca frequencia. 

■ Os autores e a editora se empenharam para citar adequadamente e dar o devido credito a todos os detentores de direitos 
autorais de qualquer material utilizado neste livro, dispondo-se a possiveis acertos posteriores caso, inadvertida e 
involuntariamente, a identificagao de algum deles tenha sido omitida. 
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Apresentagao 


O processo para diagnostico de doengas infecciosas e complexo. Um medico inteligente pode ser capaz de 
realizar diagnosticos com base na historia, no quadro clinico, no exame fisico e nas exposigoes epidemiologicas do 
paciente, inclusive viagens relevantes. Por exemplo, a pneumonia e um diagnostico clinico, ainda que com 
confirmagao radiografica. Estabelecer um diagnostico etiologico pode ser muito mais dificil e depende da obtengao 
de amostras relevantes de qualidade interpretavel, bem como de um transporte veloz de confianga e da 
disponibilidade de testes do laboratorio de analises microbiologicas de suporte. Alem disso, com frequencia, as 
manifestagoes iniciais de diferentes agentes causadores se superpoem, e um processo infeccioso pode envolver 
diversos sistemas de orgaos, aumentando assim a complexidade da tarefa de estabelecer um diagnostico etiologico 
do qual a terapia antimicrobiana dependa. De fato, sem um diagnostico etiologico acurado e oportuno, o tratamento 
empirico e iniciado ou mantido, podendo consistir de muitos agentes antimicrobianos, de agentes com atividade 
desnecessariamente ampla ou de ambos. Isso aumenta o risco de reagoes medicamentosas adversas, altera o 
microbioma do paciente e promove a selegao de mutantes resistentes que indiretamente colocam em risco outros 
pacientes. Tais danos colaterais apenas acentuam a necessidade de testes rapidos, acurados e bem-implementados 
para o desfecho otimo do tratamento do paciente. 

Assim, o principal objetivo de Diagnostico Microbioldgico | Texlo e Atlas foi oferecer uma exposigao clara dos 
procedimentos empregados rotineiramente na identificagao laboratorial de agentes microbianos causadores de 
doengas infecciosas. Desde sua primeira edigao em 1979, o reconhecimento e o aparecimento de novos agentes 
infecciosos; as ferramentas melhores para o diagnostico microbioldgico de tais agentes; o maior niimero de 
pacientes imunocomprometidos devido a transplantes de orgaos e celulas-tronco, quimioterapia de malignidades e 
agentes imunomodulantes; e um ambiente em constante mudanga, tanto de cuidados quanto de exposigao, vem 
complicando a procura por um diagnostico etiologico. Esses avangos transformadores tern se acelerado desde a 
sexta edigao, em 2006. 

Felizmente, as ferramentas disponiveis para lidar com os desafios tambem se expandiram e aprimoraram. 
Determinagoes da carga viral quantitativa se tomaram essenciais para o cuidado de pacientes infectados com HIV e 
virus da hepatite C. Muitos outros procedimentos de teste molecular sao atualmente habituais nos laboratories 
microbiologicos de pequeno e grande porte. A identificagao dos microrganismos foi transformada pela introdugao 
da espectrometria de massa por ionizagao/dessorgao a laser assistida por matriz em tempo de voo (MALDI-TOF). 
Avangos progressives nas estrategias de sequenciamento de nova geragao estao sendo implementados para agentes 
microbianos de dificil diagnostico no passado ou que ainda permanegam de dificil identificagao. Ao mesmo tempo, 
as tecnicas de isolamento e crescimento continuam sendo importantes para muitos agentes bacterianos, fungicos e 
micobacterianos, se nao para a maioria, e sao requeridas para testes confiaveis de suscetibilidade aos 
antimicrobianos, gragas a ameaga crescente de microrganismos multidrogarresistentes. Coleta e testagem sao 
tambem cruciais para medidas de controle da infeegao e para a vigilancia da saude publica. Como resultado, agora, 
mais do que nunca, a microbiologia medica e crucial no sentido de oferecer, nutrir e promover um equilibrio 
adequado entre a ciencia do possivel e a arte do apropriado. Esse e um trabalho de equipe atribuido a todos aqueles 
a quern foi confiada a administragao de recursos finitos. 

Desse modo, e uma sorte que o Dr. Gary W. Procop tenha assumido o papel de editor-chefe da setima edigao de 
Diagnostico Microbioldgico \ Texto e Atlas, dadas suas muitas contribuigoes para o campo da microbiologia 
molecular, da micologia medica e da histopatologia das doengas infecciosas, alem de sua lideranga no avango das 
estrategias de testagem apropriadas para melhorar o desfecho do paciente, que e o que realmente importa. Ele e seu 
quadro de colegas colaboradores sao admiraveis por seus conhecimentos, seu treinamento e sua experiencia na area, 
de modo a nao apenas manter, mas tambem aumentar a utilidade desta obra para todos aqueles que possam se 
beneficiar de seu conteudo: microbiologistas, especialistas em infectologia, patologistas e cientistas laboratoriais 
clinicos. 


L. Barth Reller, MD, DTM&H 
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Glenn D. Roberts, PhD 
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Prefacio 


A setima edigao deste livro representa, para nosso publico, uma atualizagao abrangente do domlnio cada vez 
mais complexo e desafiador que e o diagnostico microbiologico. Diagnostico Microbioldgico \ Texto e Atlas e um 
reconhecimento do trabalho de Elmer W. Koneman como um dos autores responsaveis por esta obra classica e como 
forga motriz para a publicagao das seis primeiras edigoes. O Dr. Koneman continuou oferecendo orientagoes e apoio 
editorial, pelo que seu conhecimento ainda e importante nesta setima edigao. 

Nesta edigao, retomam os autores de longa data, Drs. Paul C. Schreckenberger e William (Bill) M. Janda, que 
compartilham seus profundos conhecimentos sobre bacteriologia. A Dra. Gail Woods tambem retoma para dividir 
com o leitor sua experiencia com micobacteriologia. Esta edigao da as boas-vindas a Dra. Deirdre Church, 
microbiologista clinica e medica infectologista de primeira linha, e a Dra. Gerri Hall, que compartilha seu 
conhecimento sobre bacteriologia anaerobia, micoplasmas e actinomicetos aerobios. E um prazer reunir esses nomes 
nesta edigao de Diagnostico Microbioldgico \ Texto e Atlas. 

Houve avangos substanciais na microbiologia clinica desde a ultima edigao deste livro, os quais os autores 
lutaram para incorporar na obra de maneira clinicamente significativa. A espectrometria de massa, ensaios de PCR 
altamente multiplexados com base em sindromes e o sequenciamento de nova geragao eram as melhores 
ferramentas de pesquisa quando a ultima edigao desta obra foi publicada. Algumas dessas ferramentas, como a 
espectrometria de massa MALDI-TOF e os testes de amplificagao do acido nucleico de facil realizagao, estao se 
tornando lugar comum mesmo nos menores laboratorios de analises clinicas. Esta claro, porem, que nem todos os 
laboratories adotaram tais tecnologias e, ainda que desejem faze-lo, a implementagao ocorre de maneira nao 
uniforme. Assim, somos tambem desafiados a manter na obra os metodos tradicionais de detecgao e identificagao de 
microrganismos ainda usados em muitos laboratorios, ao mesmo tempo que incluimos metodos novos e avangados. 
Esta edigao visa construir uma ponte sobre o abismo entre os metodos tradicionais e os novos e avangados metodos 
empregados. Por isso, alguns dos testes tradicionais que provavelmente serao substituidos por complete por 
metodos novos foram mantidos em parte neste livro. Recomendamos as edigoes anteriores para a pesquisa sobre 
esses ensaios e metodos considerados mais universalmente antiquados. 

A organizagao geral do texto permanece semelhante a da edigao anterior, mas todas as segoes foram atualizadas 
significativamente. Os primeiros dois capitulos sao uma introdugao a microbiologia clinica. As pranchas coloridas 
relacionadas a esses capitulos incluem artefatos em esfregagos corados pelo metodo de Gram, que destacam a 
importancia de conhecer o que nao e real, bem como de conhecer a morfologia dos microrganismos. A discussao 
sobre questoes de manejo, qualidade, conformidade e regulagao nos diagnostics microbiologies e estendida de 
modo a propiciar o conhecimento necessario para aqueles que atuam na pratica clinica modema. Alem disso, 
tentamos oferecer orientagao sobre questoes que microbiologistas clinicos enfrentam diariamente, como o que 
investigar, quando investigar, quanto investigar. Esses desafios se tomaram tao importantes quanto as questoes 
cientificas tradicionais confrontadas no laboratorio de analises clinicas, dados recursos fmanceiros e de pessoal cada 
vez menores. 

As tecnicas tradicionais ainda importantes para os laboratorios clinicos recebem atengao apropriada nesta 
edigao, mas a importancia crescente dos metodos imunologicos (Capitulo 3) e das tecnicas moleculares (Capitulo 4) 
justifica a discussao explicita sobre principios, bem como a cobertura expandida em capitulos individuais, quando 
adequado. Nos pontos em que as abordagens imunologica e/ou molecular se tornaram a norma nos laboratorios 
diagnostics, o texto foi atualizado a fim de refletir tais mudangas. As discussoes sobre metodos obsoletos ou que 
estao rapidamente se tornando arcaicos foram eliminadas ou resumidas. 

A introdugao a bacteriologia, ainda essencial para os laboratorios de analises clinicas, continua no Capitulo 5 e 
alicerga o terreno para os capitulos posteriores sobre este vasto campo. Esses capitulos sao seguidos pelos que 
tratam de fungos, parasitas e virus micobacterianos, alem de outros patogenos intracelulares. A frequencia crescente 
com que ectoparasitas sao submetidos aos laboratorios diagnostics para identificagao foi tratada por meio de uma 


discussao expandida no Apendice sobre a identificagao de carrapatos, incluindo diversas Pranchas coloridas que 
auxiliam na identificagao adequada desses microrganismos. 

Em uma era de mudangas rapidas nos metodos diagnosticos, o objetivo do texto continua o mesmo: oferecer 
uma discussao extensa, mas pratica, sobre a ciencia e a arte do diagnostico microbiologico. Acreditamos fortemente 
que e essencial integrar as questoes clinicas com a pratica laboratorial, a fim de passar a nossos colegas clinicos as 
informagoes de que necessitam para servirem melhor os pacientes. Essa integragao expande o papel dos 
microbiologistas. Embora nossas habilidades como microbiologistas especialistas precisem ser mantidas e 
aprimoradas, agrega-se valor ao sistema de saude quando microbiologistas e outros profissionais laboratoristas 
participam dos comites de pratica clinica e ajudam a determinar o uso otimo dos recursos de laboratorio. Somos de 
imenso valor para nossas instituigoes, mas, com muita frequencia, nao somos reconhecidos e permanecemos como 
um recurso inexplorado para a equipe de profissionais de saude. Saia do laboratorio e deixe seu valor ser conhecido, 
lembrando que o foco desses esforgos e o servigo a ser prestado ao paciente. 

Desejamos alcangar dois publicos com esta obra. O primeiro grupo consiste em alunos e professores de 
microbiologia e medicina, em particular os interessados em infectologia. O livro oferece uma revisao abrangente 
para alunos da graduagao, residentes de patologia e colegas que trabalham com microbiologia medica e doengas 
infecciosas. Para os alunos do ciclo basico, o volume de material pode parecer esmagador, mas isso denota a 
profimdidade e a complexidade de nossa area. Esperamos que essa profimdidade e essa complexidade inspirem, em 
vez de intimidar, proporcionando uma opgao de carreira em etema evolugao, sempre desafiadora e interessante. 
Esperamos que os professores dedicados de nossa profissao encontrem nesta obra um material amplo e atualizado 
para orientarem o aluno iniciante, o qual, por sua vez, tera um recurso a levar para o ambiente de pos-graduagao ou 
de trabalho, em vez de uma introdugao superficial ou ultrapassada. O segundo publico, igualmente importante, 
consiste em profissionais de laboratorio, para quern o texto representa um recurso inicial de atualizagao das 
competencias ou de resolugao de problemas na pratica clinica. A fim de facilitar a compreensao dos assuntos, 
continuamos a empregar tabelas, quadros detalhados, boxes de resumo e ilustragoes. Cada capitulo comega com um 
quadro de destaques detalhado, que representa o resumo do capitulo. Os Quadros com informagoes para o preparo 
de testes microbiologicos podem ser encontrados online, como material suplementar desta obra. 

Somos muito gratos a diversos mentores, colegas e alunos, que nos desafiaram e inspiraram. Em particular aos 
Drs. L. Barth Reller e Glenn D. Roberts, que colaboraram generosamente com a Apresentagao desta edigao. 
Tambem agradecemos ao Dr. Glenn D. Roberts por contribuir com muitas imagens para o capitulo sobre micologia. 
Dois de nossos antigos coautores, os falecidos Drs. Washington C. Winn Jr. e Stephen D. Allen, e uma de nossas 
atuais coautoras, a falecida Dra. Gerri Hall, permanecem em nossa memoria ao carregarmos a tocha por eles acesa. 
Nao poderiamos ter escrito este livro sem as contribuigoes da Dra. Hall para esta edigao e o trabalho fundamental 
dos Drs. Winn e Allen nas anteriores. Em reconhecimento de suas contribuigoes, dedicamos a eles esta edigao. 
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Antes de tudo, devemos muito a nossos colegas dos laboratories de microbiologia das instituigoes onde trabalhamos 
pelos importantes papeis que desempenham em nossa vida profissional. Eles nos desafiam, inspiram e educam. 
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Introdugao 

Delineamento geral do livro 

As abordagens no campo das doengas infecciosas sao quase tao diversificadas quanto os agentes infecciosos. Neste 
livro, concentramos nossa atengao na detecgao e na identificagao dos agentes infecciosos no laboratorio clinico, 
seguidas da avaliagao da sensibilidade aos agentes antimicrobianos, quando for o caso. Conceitualmente, o livro 
esta dividido em tres segoes. A primeira segao, que consiste em dois capitulos, descreve os principios gerais das 
doengas infecciosas e do diagnostico laboratorial. Na segunda segao, estao descritas as tecnicas imunologicas e 
moleculares, que tern aplicabilidade quase universal. Por fun, a terceira e maior das segoes consiste em descrigoes 
detalhadas dos grupos de agentes patogenicos e das doengas infecciosas que eles causam. Os principios gerais da 
bacteriologia estao ressaltados em um capitulo especial, em razao da diversidade de microrganismos desse grande 
grupo de patogenos humanos. 


O mundo das doengas infecciosas 



Ao longo de toda a existencia humana, as doengas infecciosas tem sido a causa predominante de adoecimento e 
morte, nao apenas limitando nosso conforto pessoal, como tambem impedindo o desenvolvimento social. As 
melhorias das condigoes de vida, saneamento e intervengao medica ao longo do seculo 20 dimimn'ram 
expressivamente as doengas infecciosas. Infelizmente, esses desafios persistem nos paises que dispdem de menos 
recursos em todo o mundo. A comunidade mundial ainda deve encarar o desafio de estender essas conquistas a todo 
o planeta. 

Em tomo da decada de 1950, os sucessos alcangados pela medicina e pela saude piiblica modemas pareciam tao 
impressionantes que alguns cientistas proeminentes se sentiram motivados a prever que as doengas infecciosas 
seriam vencidas e as epidemias seriam erradicadas, acabando, consequentemente, com a miseria no planeta. William 
H. Stewart, naquela ocasiao ocupando o cargo de Cirurgiao-Geral dos EUA, proferiu esta famosa frase em 1969: “E 
tempo de fechar o livro sobre doengas infecciosas.” Infelizmente para todos nos, essas pessoas subestimaram 
acentuadamente a adaptabilidade das incontaveis formas de vida que dividem a Terra conosco - tanto agentes 
infecciosos quanto ectoparasitas predatorios, inclusive artropodes. Do mesmo modo, eles nao poderiam prever as 
consequencias inesperadas dos avangos medicos que prolongaram significativamente a vida humana, inclusive seus 
efeitos nos mecanismos de defesa dos hospedeiros. Nem eles poderiam apreciar os efeitos da incursao extensa dos 
seres humanos em seu ambiente, ou as consequencias da livre circulagao de plantas e animais (inclusive seres 
humanos) por todo o planeta. Consequentemente, a lista de doengas infecciosas novas, emergentes ou reemergentes 
que nos acometeram desde aquelas previsoes equivocadas e longa e tem aumentado. A Tabela 1.1 apresenta uma 
relagao parcial. 

Tri'ade das doengas infecciosas 

Para entender as doengas infecciosas, o estudante precisa considerar as interagoes de tres fatores: 

• O hospedeiro afetado. Com base em nossa perspectiva antropomorfica, esse hospedeiro geralmente e um ser 
humano. O veterinario ocupa-se de hospedeiros animais, enquanto um botanico enfatiza as plantas. O 
hospedeiro afetado pode ate mesmo ser um agente infeccioso, por exemplo, quando uma bacteria e infectada por 
um bacteriofago 

• O agente infeccioso. Esse termo e a designagao mais ampla de varias formas de vida, que interagem 
diretamente com o hospedeiro (z. e., outra forma de vida), geralmente em detrimento desse ultimo. Os agentes 
infecciosos frequentemente entram (z. e., infectam) no hospedeiro de alguma forma 

• O ambiente. O meio ambiente, tanto animado quanto inanimado, e essencial a manutengao da maioria dos 
agentes infecciosos e e importante para sua transmissao de um hospedeiro para outro. 

Uma visao divertida e facil de ler, embora altamente instrutiva, dessas relagoes foi apresentada na forma de uma 
reuniao ficticia de bacterias, que se encontraram para expressar suas queixas acerca da “reviravolta” que os seres 
humanos provocaram em suas relagoes. O livro The other end of the microscope: The bacterial tell their story (O 
outro lado do microscopio: as bacterias contam sua historia, sem tradugao para o portugues), de E. W. Koneman, 
traga uma visao nao tradicional das interagoes de seres humanos, seu microbioma e agentes infecciosos. 68 

Uma descrigao mais tradicional, mas tambem extremamente facil de ler, das interconexoes complexas entre os 
seres humanos e os agentes infecciosos foi elaborada por Cedric Mims, o renomado microbiologista ingles. Essa 
visao tem sido sustentada por seus colegas e e uma forma excelente de explorar mais profundamente o tema 
fascinante da patogenia. 83 

Agente infeccioso 

Classes de agentes infecciosos. Os agentes infecciosos podem ser divididos em um numero fmito de tipos. A 
maioria tem vida livre e contem todos os componentes necessarios a manutengao e a replicagao da sua especie; em 
geral, esses agentes infecciosos sao conhecidos como microbios. Bacterias, fungos, parasitas e virus sao os grupos 
tradicionais de agentes infecciosos. 

Tabela 1.1 Doengas infecciosas recem-descritas e patogenos recem-identificados desde a “conquistadas 
doengas infecciosas”. 



Ano 

Agente infeccioso 

Doenga(s) 

1977 

Virus Ebola 

Febre hemorragica do Ebola 


Legionella spp. 

Doen^a dos legionarios 


Hantavirus 

Febre hemorragica com sintomas renais 


Campylobacter jejuni 

Gastrenterite 

1982 

Escherichia co//0157 (produtora de verotoxina) 

Colite hemorragica; sindrome hemolitico-uremica 


Borrelia burgdorferi 

Doen^a de Lyme 

1983 

Helicobacter pylori 

Ulcera gastrica/duodenal 


Virus da imunodeficienda humana 

Sindrome da imunodeficienda adguirida 

1989 

Virus da hepatite C 

Hepatite nao A e nao B 

1991 

Ehrlichia chaffeensis 

Erliquiose monocitica humana 


Virus Guanarito 

Febre hemorragica venezuelana 

1991 

Cryptococcus gattii 

Meningite e infeqao pulmonar 

1993 

Virus sin nombre 

Sindrome pulmonar do hantavirus 


Bartonella henselae 

Doen^a da arranhadura de gato; angiomatose bacilar 

1994 

Herpes-virus humano 8 

Sarcoma de Kaposi 


Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophilum 

Anaplasmose (ehrliguiose) granulocitica humana 

1995 

Virus Hendra 

Doen^a respiratoria; meningoencefalite 

1996 

Lissavirus australiano 

Raiva humana 

1997 

Virus influenza H5N1 

Influenza aviaria humana 

1999 

Virus Nipah 

Doen^a respiratoria; meningoencefalite 


Virus influenza H9N2 

Variante nova da influenza aviaria humana 

2001 

Metapneumovirus humano 

Doen^a respiratoria 

2003 

Coronavirus associado a SRAG 

Sindrome respiratoria aguda grave 

2009 

Virus influenza A H1N1 

Influenza humana 

2012 

Coronavirus MERS 

Doen^a respiratoria 

2013 

Virus chikungunya 

Febre, dores articulares e musculares, cefaleia 


MERS = sindrome respiratoria do Oriente Medio (do ingles, Middle East Respiratory Syndrome). 


• As bacterias abrangem o maior numero de especies patogenicas para os seres humanos. Elas sao unicelulares e 
contem DNA e RNA. Contudo, seu DNA nao esta contido dentro do nucleo e, por isso, sao procariotos. As 
bacterias reproduzem-se por fissao binaria. Embora a maioria seja autonoma e tenha vida livre, existem algumas 
familias de bacterias - especialmente Rickettsiaceae, Anaplasmataceae e Chlamydiaceae - que nao dispoem de 
todos os processos bioquimicos necessarios a replicagao e precisam interagir com a celula de um hospedeiro 
para que sejam reproduzidas 



• Os fungos sao microrganismos unicelulares e pluricelulares, que contem um nucleo e um citoplasma bem- 
defmidos; esses sao microrganismos eucariotos. As leveduras sao fungos unicelulares, dentre os quais a maioria 
se reproduz por germinagao, embora alguns fag am tambem fissao binaria. Os fungos filamentosos (forma 
miceliar), ou bolores, sao microrganismos pluricelulares mais complexos, que se reproduzem por metodos 
sexuados e assexuados. Alguns fungos incluem fases de levedura e miceliar; esses sao conhecidos como fungos 
dimorficos. Os microsporidios constituem um grupo singular de fungos, que sao patogenos intracelulares e 
foram considerados inicialmente como parasitas 

• Os parasitas constituem um grupo numeroso e muito complexo de microrganismos. Eles incluem animais 
unicelulares como os protozoarios e microrganismos pluricelulares muito complexos, que tern orgaos e tecidos 
bem-defmidos, inclusive tratos gastrintestinais e sistemas genitais. Esses organismos, sejam macroscopicos ou 
microscopicos, auferem algum beneficio do estado infeccioso (em geral, nutricional) a custa do hospedeiro 

• Os virus constituem um grupo numeroso de agentes infecciosos que nao tern todas as organelas ou os processos 
bioquimicos necessarios a manutengao da propria propagagao. Por isso, infectam outras formas de vida, 
inclusive seres humanos, animais, plantas, bacterias e ate outros virus. Eles representam a forma mais simples de 
agentes infecciosos. Com excegoes raras, os virus contem DNA ou RNA, mas nao os dois. Em contraste com 
outros microbios, que se reproduzem por replicagao e divisao subsequente do seu material genetico, os virus 
reproduzem-se por replicagao extensiva do seu material genetico, que e acondicionado separadamente em novos 
virions, todos dentro dos limites de uma celula infectada. 

Alem dos agentes infecciosos mais tradicionais, os membros mais evoluidos do reino animal, inclusive insetos, 
podem ser considerados um tipo de agente parasitario (/. e., um ectoparasita), quando sua existencia esta 
diretamente relacionada com um hospedeiro. No outro extremo, os prions absolutamente inovadores nao contem 
acido nucleico e, por isso, nao conseguem replicar-se no sentido convencional. Apesar disso, sua estrutura proteica 
anormal resulta em um processo, que inicia um ciclo de replicagao. 

Interagoes de hospedeiros e agentes infecciosos. Se dois ou mais organismos coexistem e nenhum dos 
dois e recompensado ou prejudicado, o processo e conhecido como comensalismo e esses agentes sao referidos 
como comensais. 

Quando o agente infeccioso aufere algum beneficio do hospedeiro, mas nao lhe causa danos, o microbio e 
descrito como saprofito. Quando os dois organismos sao saprofitos e beneficiam-se mutuamente, nesse caso o 
processo e conhecido como simbiose ou mutualismo. 

Por outro lado, quando o hospedeiro e prejudicado pelo agente infeccioso, com ou sem beneficios auferidos por 
esse ultimo, o processo e descrito como parasitismo e o agente infeccioso e designado como parasita (um uso mais 
geral do termo, do que a classe de agentes infecciosos conhecidos como parasitas). Todos os tipos de agentes 
infecciosos podem ser parasitas. 

Quando os microbios vivem apenas nas superficies do corpo, sejam extemas (pele ou pelos e cabelos) ou 
intemas (tratos respiratorio superior e gastrintestinal), sao referidos como microbiota ou flora colonizadora. A 
relagao entre a microbiota e o hospedeiro pode ser comensal, saprofita ou parasitaria. Essas relagoes podem mudar 
com o transcorrer do tempo, quando ha uma alteragao da virulencia do microbio ou diminuigao da resistencia do 
hospedeiro a infecgao. 

Os microrganismos que demonstraram capacidade de causar infecgoes periodicamente sao conhecidos como 
patogenos. Quando um microbio causa doenga de vez em quando, e descrito comumente como patogeno potencial. 
O patogeno potencial e classificado como agente oportunista quando causa infecgoes apenas nos individuos que 
apresentam disfungao dos mecanismos de defesa. 

Os agentes infecciosos tambem estabelecem varios tipos de relagoes com seus hospedeiros no nivel celular. Os 
microbios de vida livre (algumas bacterias, fungos e parasitas) existem no meio extracelular e podem proliferar in 
vitro, mesmo sem celulas do hospedeiro. Os microbios intracelulares facultativos podem proliferar na ausencia de 
celulas in vitro, mas in vivo eles proliferam no meio extracelular ou intracelular. Os agentes infecciosos 
intracelulares obrigatorios nao dispoem de um ou mais dos processos bioquimicos necessarios a existencia 
extracelular; por isso, eles utilizam uma celula do hospedeiro para suprir o processo ou a(s) substancia(s) 
necessaria(s). A Tabela 1.2 resume essas relagoes. 


Virulencia. Virulencia e a soma das caracteristicas de um microrganismo, que aumentam as chances de que ele 
cause doenga. Isso nao corresponde a um fenomeno de “tudo ou nada”, porque existem graus muito variados de 
virulencia. A maioria das discussoes sobre virulencia enfatiza os fatores microbianos, mas, na verdade, o mais 
importante e o equilibrio entre todos os tres fatores da triade descrita antes. 12 

O microrganismo mais virulento nao causa doenga quando ele nao tern acesso a um hospedeiro suscetivel, por 
uma das duas razoes seguintes: 

• O microrganismo vive em um compartimento ambiental diferente dos seus hospedeiros em potencial. Por 
exemplo, depois que o ciclo do virus da febre amarela nos mosquitos urbanos foi interrompido, a transmissao da 
doenga foi controlada, ate que os seres humanos entraram em um novo ciclo, antes desconhecido, da febre 
amarela transmitida por mosquitos que existiam nas florestas 

• Todos os hospedeiros disponiveis desenvolveram imunidade protetora. Por exemplo, algumas infecgoes virais 
que conferem imunidade protetora (p. ex., sarampo) “esgotam” todos os individuos suscetiveis que poderiam ser 
infectados. Outra epidemia pode ocorrer apenas depois que nascer uma geragao nova de individuos, que antes 
nao foram infectados e sao, portanto, suscetiveis. 


Tabela 1.2 Relagoes entre os agentes infecciosos e seus hospedeiros no nivel celular. 


Relagao 

Agentes infecciosos 

Exemplos 

Vida livre 

A maioria das bacterias, dos fungos e dos parasitas 

Staphylococcus, Enterobacteriacea, Candida, Aspergillus, 

protozoarios e helmintos 

Intracelular facultativa 

Algumas bacterias, micobacterias e determinados fungos 

Legionella, Brucella, Mycobacterium tuberculosis, fungos 

dimorficos 

Intracelular obrigatoria 

Algumas bacterias, fungos, protozoarios e virus 

Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma, Toxoplasma gondii, virus 

influenza 


Por outro lado, um microrganismo que causa doenga branda ou e inofensivo para os individuos 
imunocompetentes (/. e., um microrganismo com virulencia intrinsecamente baixa) pode causar doenga devastadora 
nos pacientes que tern seu sistema imune deprimido. Por exemplo, os esporos das especies de Aspergillus sao 
encontrados diariamente e os individuos imunocompetentes - que representam a maioria da populagao - nao sao 
infectados. Contudo, os pacientes com supressao grave do seu sistema imune podem desenvolver doenga grave ou 
potencialmente fatal (z. e., aspergilose invasiva). 

Os agentes infecciosos mais bem-sucedidos sao os que se adaptaram completamente aos seus hospedeiros e 
causam apenas prejuizos minimos. Por exemplo, existe a hipotese de que o virus Epstein-Barr, que infecta os 
linfocitos de memoria de vida longa, tenha desenvolvido uma estrategia para atenuar os efeitos negativos em seu 
hospedeiro. 113 

Fatores relacionados com o hospedeiro tambem desempenham um papel importante. Um microrganismo pode 
ser especialmente virulento em um hospedeiro humano, mas continua a existir na natureza porque desenvolveu uma 
relagao permissiva com outros hospedeiros. Por exemplo, os seres humanos podem ser fatalmente infectados por 
Trypanosoma brucei, enquanto uma forma mais branda da doenga ocorre em outros hospedeiros vertebrados. 

A virulencia pode ser resultado de fatores atuantes em quase todos os estagios do processo infeccioso. A Tabela 
1.3 resume alguns exemplos. Existem algumas references excelentes disponiveis aos leitores que desejem 
informagoes mais detalhadas sobre o assunto. 50 ’ 55,67 ’ 69,76 ’ 100 ’ 101 

Ambiente 

O alcance de alguns agentes infecciosos limita-se aos seres humanos. A preservagao desses microrganismos 
depende do acesso a um novo hospedeiro suscetivel e da capacidade de sobreviver aos fatores ambientais durante a 
transference. Em alguns casos, a transmissao e efetuada rapidamente, inclusive por meio da tosse ou de espirros, 
quando entao os fatores ambientais tem menos importance. Contudo, em outros casos, os agentes infecciosos 
limitados aos seres humanos (p. ex., bacterias responsaveis pela febre tifoide ou febre enterica) podem passar um 



periodo longo no ambiente. Nesses casos, a transmissao pode ser interrompida. Isso explica por que os avangos no 
tratamento dos esgotos e da agua potavel causaram redugao expressiva das doengas diarreicas infecciosas nos palses 
mais desenvolvidos. O componente ambiental do ciclo foi interrompido. 

Tabela 1.3 Alguns fatores de virulencia. 


Categoria 

Fator de virulencia 

Exemplo 

Sobrevivencia no ambiente 

Replicagao intracelular nas amebas de vida livre 

Legionella spp. 


Resistencia a dissecagao 

Virus da variola 

Transferenda/transmissao eficaz 

Formas moveis capazes de buscar um hospedeiro susceti'vel 

Cercarias dos esquistossomos 


Adaptagao a um vetor capaz de transmitir a infecgao 

Rickettsia ricketsii nos carrapatos 

Evasao das defesas do hospedeiro 

Lise das celulas inflamatorias polimorfonudeares 

Leucocidinas de Streptococcus pyogenes 


Destruigao dos tecidos 

Proteases de Pseudomonas aeruginosa 


Destruigao dos tecidos 

Invasao dos vasos sanguineos pot Aspergillus 

fumigatus 


Destruigao dos linfocitos imunes 

Virus da imunodeficiencia humana 


Modulagio antigenica para subverter a imunidade 

Alteragao e desvio antigenicos do virus influenza; 


humoral (anticorpos) 

variagao antigenica de Borrelia recurrentis ou 

de Trypanosoma brucei 

Permanenda em local inacessivel 

Localizagao intracelular nos macrofagos 

Mycobacterium tuberculosis 


Localizagao intracelular nos neuronios dos ganglios 

espinais 

Virus varicela-zoster ou herpes-virus simples 

Resistencia aos antimicrobianos 

Resistencia aos desinfetantes 

Pseudomonas aeruginosa e antissepticos 


Resistencia aos fixadores 

Prions e forma Idei'do 


Resistencia aos agentes antimicrobianos 

Staphylococcus aureus e meticilina 


Resistencia aos agentes antivirais 

Virus da imunodeficiencia humana; 

citomegalovirus 


Entretanto, alguns agentes infecciosos passam por uma fase, durante a qual vivem livremente no ambiente; 
atuam como comensais ou agentes infecciosos de hospedeiros nao humanos; e/ou passam por um vetor (em geral, 
um artropode) e circulam entre varios hospedeiros vertebrados. Algumas dessas interagoes podem tornar-se 
extremamente complexas; por exemplo, os estagios de desenvolvimento de varios parasitas incluem uma serie de 
hospedeiros animais. 

A ligagao entre o agente infeccioso e seu hospedeiro final e o ambiente. A transference a um novo hospedeiro 
depende de uma porta de entrada. A Tabela 1.4 resume as vias de transmissao e as portas de entrada mais comuns. O 
Boxe 1.1 define alguns dos termos usados para descrever as doengas infecciosas nas populagoes. 

Hospedeiro infectado 

O hospedeiro e o organismo que abriga a infecgao. Pode ser um ser humano, um animal ou ate outro microbio, mas 
aqui nos concentraremos nos hospedeiros humanos. Quando um individuo e infectado, geralmente sao 
desencadeadas varias respostas no hospedeiro. A reagao pode ficar limitada ao foco da infecgao, ou pode ser 
generalizada (sistemica). A reagao local a infecgao evidencia-se por inflamagao. Inflamaqao e um termo generico, 



que se refere a reagao do organismo a lesao dos tecidos, e pode ser secundaria a infecgao ou ter outras causas (p. ex., 
traumatismo). A inflamagao tem componentes imunologicos e nao imunes. Em todos os casos, as defesas podem ser 
celulares ou acelulares (humorais). O sufixo “-ite” e usado para indicar inflamagao; quando ele esta ligado a uma 
estrutura anatomica, este termo descreve um processo patologico. Por exemplo, apendicite e um processo 
inflamatorio que acomete o apendice, enquanto hepatite e a inflamagao do figado ( hepar , em latim) e endocardite e 
uma inflamagao do endocardio (membrana que reveste as camaras cardiacas). 


Boxel.1 


Tipos de doengas infecciosas 

Doenga transmissivel: uma doenga que pode ser transmitida a partir de uma fonte externa (animada ou inanimada) para uma pessoa. 

Doenga contagiosa: uma doenga que pode ser transmitida de uma pessoa para outra. 

Infecgao iatrogenica: uma infecgao causada por intervengoes medicas. 

Doenga infecciosa: uma doenga causada pela replicagao ou multiplicagao de um agente infeccioso externo. Infecgao nosocomial (hospitalar): 
uma infecgao adquirida em um servigo de saude. 

Infecgao oportunista: uma infecgao de um paciente com disfungao das defesas imunes por um agente de baixa virulencia, que nao causaria 
infecgao em outro individuo com sistema imune normal. 

Infecgao subch'nica: uma infecgao que estimula uma reagao imune, mas causa sintomas clinicos minimos ou e assintomatica. 


Tabela 1.4 Vias de transmissao e portas de entrada comuns para os agentes infecciosos. 


Origem do agente 

Mecanismo de transmissao 

Porta de entrada 

Exemplo 

Serhumanoinfectado 

Aerossol 

Trato respiratorio 

Virus influenza 

Ser humano infectado 

Contato direto 

Pele 

Herpes simples entre lutadores 

Serhumanoinfectado 

Re la gao sexual 

Trato genital 

Si'filis, gonorreia 

Ser humano ou paciente infectado 

Secregoes orais ou nasofaringeas 

transmitidasaosolhos 

Olhos 

Conjuntivites bacterianas ou virais 

Serhumanoinfectado 

Transfusao de produtos sanguineos 

Intravascular 

Virus da hepatite 

Ambiente contaminado 

Aguaoualimento 

Trato gastrintestinal 

Patogenos entericos bacterianos ou 

virais 

Ambiente contaminado 

Correntes de ar dos sistemas de 

refrigeragao do ambiente 

Trato respiratorio 

Doenga dos legionarios 

Animal infectado 

Mordida do animal 

Pele 

Raiva 

Carrapato infectado 

Picada do carrapato 

Pele 

Doenga de Lyme 

Paciente 

Aspiragao da flora endogena 

Trato respiratorio 

Pneumonia bacteriana 

Paciente 

Derramamento da flora intestinal 

por uma lesao da parede 

intestinal 

Trato gastrintestinal 

Peritonite bacteriana 

Paciente 

Migragao das bacterias da 

orofaringe para a orelha media 

pormeioda tubaauditiva 

Orelha 

Otite media bacteriana 




As imunidades inata e adquirida sao os dois principais componentes da resposta imune. 42 ’" ,l114 A resposta imune 
inata e a mais primitiva delas e permite uma reagao imediata aos microbios invasores, independentemente da 
natureza deles. Algumas das moleculas (/. e., receptores) que estabelecem contato entre o microrganismo e o 
mecanismo de defesa celular sao compostos conhecidos como lectinas, que estao amplamente distribuidas na 
natureza. A resposta inata e limitada e nao resulta diretamente na produgao de defesas especificas para o 
microrganismo invasor. Em vez disso, os elementos da resposta imune inata enviam sinais, que ativam o segundo 
componente conhecido como imunidade adaptativa. 

A resposta imune adquirida e imunologicamente especifica para o patogeno invasor. Quando uma proteina dos 
microrganismos invasores e “processada” por algumas celulas e “apresentada” a outras celulas do sistema imune, 
entao tern inicio uma reagao imune especifica para essa proteina do microrganismo. Esse e o fundamento da 
imunizagao. 

Defesas inatas nao celulares. Em uma analise superficial, as barreiras fisicas, como a pele e o epitelio que 
reveste os tratos respiratorio, gastrintestinal e geniturinario, podem nao ser consideradas parte do sistema de defesa 
imune, mas sao extremamente eficazes no sentido de manter os microrganismos fora do nosso corpo. As 
consequencias infecciosas devastadoras das queimaduras comprovam a eficacia da pele. Alem disso, os pacientes 
submetidos a quimioterapia perdem partes do epitelio que reveste sua boca e outras mucosas. Esses pacientes podem 
desenvolver mucosite e bacteriemia causadas por bacterias comuns na microbiota oral. 

A defesa mais basica desse tipo e o muco que recobre todas as superficies mucosas do corpo. O “elevador 
mucociliar” dos pulmoes e um mecanismo de defesa inato. O muco produzido pelas celulas caliciais da arvore 
traqueobronquica e propelido para cima pelos batimentos regulares dos cilios das celulas epiteliais. Os 
microrganismos ficam retidos no muco e, assim, sao impedidos de alcangar estruturas distais criticas dos pulmoes. 
O acido cloridrico do estomago tambem e um mecanismo de defesa inato e funciona como uma barreira contra os 
microrganismos, impedindo que alguns patogenos potenciais alcancem o intestino delgado. Alem disso, alguns 
compostos antibacterianos (p. ex., lisozima) estao presentes nos liquidos extracelulares e ajudam a reduzir a 
quantidade de bacterias. Por fim, algumas defesas humorais “primitivas” ou “pre-imunes” desempenham fungoes 
importantes na defesa do hospedeiro. Como grupo, esses compostos sao referidos como reagentes da fase aguda. 50 O 
primeiro identificado em 1930 foi a proteina C reativa, que reagia ao polissacaridio C dos pneumococos. Os 
componentes do sistema da coagulagao ou hemostasia tambem estao incluidos nesse grupo. E importante salientar 
que a via altemativa do sistema de complemento e uma defesa inicial contra algumas infecgoes bacterianas, antes 
que o hospedeiro desenvolva anticorpos especificos (ver adiante). Por fim, as defesas celulares inatas produzem 
varios moduladores inflamatorios, inclusive compostos quimiotaticos para outras celulas inflamatorias. Esses 
compostos sao estimulos pelos quais as celulas inflamatorias sao ativadas e recrutadas para o foco infeccioso e sao 
conhecidos como citocinas (algumas vezes, tambem sao referidos como quimiocinas ou linfocinas). 40 A primeira 
citocina reconhecida (interleucina 1 ou IL-1), principal mediador responsavel pela reagao febril, e produzida pelos 
monocitos e macrofagos. 44 Como descrito adiante, as citocinas tambem desempenham um papel importante na 
reagao imune adaptativa. 

Defesas inatas celulares. As celulas inflamatorias primarias, que nao fazem parte da resposta imune adaptativa 
ou especifica, sao os macrofagos teciduais fixos (histiocitos), seus correspondentes circulantes (monocitos) e os 
neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Os macrofagos teciduais sao as defesas primarias contra alguns agentes 
infecciosos. Por exemplo, os macrofagos alveolares sao muito eficazes na fagocitose e destruigao de determinadas 
bacterias e fungos. Entretanto, existem alguns microrganismos capazes de sobreviver ao ataque dos macrofagos (p. 
ex., micobacterias ou Legionella spp.) e que podem superar essa reagao imune e causar infecgao. Os macrofagos 
teciduais estao presentes em contagens altas no figado, bago e linfonodos que, em conjunto, constituem o sistema 
reticuloendotelial; esse sistema e fundamental ao monitoramento e a remogao de particulas circulantes (inclusive 
agentes infecciosos) do sangue e da linfa. Os pacientes que tiveram seu bago removido ou seu figado danificado sao 
mais suscetiveis a algumas infecgoes bacterianas graves. 

O leucocito PMN e uma das celulas inflamatorias agudas mais importantes (ver adiante). Essa celula tern nucleo 
segmentado e, em geral, e a primeira a responder aos mediadores inflamatorios e chegar ao foco infeccioso. O 
leucocito PMN consegue fagocitar e destruir varios microrganismos por meio de algumas reagoes bioquimicas, 


inclusive a produce) de moleculas pequenas (p. ex., defensinas) e moleculas reativas do oxigenio, entre outros 
mecanismos que colaboram para a erradicagao do microbio invasor. 

Tipos de inflamagao 121 

Inflamagao supurativa (ou purulenta) aguda. Infeegao supurativa aguda e uma reagao inflamatoria na qual ha 
formagao de pus, um material liquido que contem grandes quantidades de celulas inflamatorias e densidade acima 
de 1.013. Os leucocitos PMN sao as celulas inflamatorias iniciais e predominantes no pus. Apos os neutrofilos 
erradicarem o microrganismo invasor, os macrofagos entram no foco infeccioso inicial para fagocitar, digerir e 
remover os restos da infeegao. Esse processo e seguido pela proliferagao dos fibroblastos e de um novo epitelio 
como etapas fmais do processo de cura, que pode incluir a formagao de cicatrizes. 

Celulite e o termo utilizado comumente para descrever uma infeegao que afeta os tecidos conjuntivos 
subcutaneos frouxos. Os microrganismos e o exsudato purulento espalham-se entre as camadas dos tecidos afetados. 
O termo necrose refere-se a morte celular ou a dissolugao dos tecidos, que pode ser causada por enzimas destrutivas 
ou pela escassez de nutrientes no local, geralmente como consequencia da obstrugao do fluxo sanguineo. Abscesso 
e o termo utilizado quando os neutrofilos segmentados estao localizados em uma area de inflamagao supurativa 
circundada por paredes, com destruigao subsequente dos tecidos. 

A inflamagao purulenta e marca caracteristica das infeegoes causadas por determinadas bacterias e alguns 
fungos. Por exemplo, Staphylococcus e Streptococcus sao descritos algumas vezes como bacterias supurativas, 
porque desencadeiam uma reagao neutrofilica. Na verdade, a maioria das bacterias encontradas no laboratorio de 
microbiologia clinica ativa uma reagao neutrofilica se for a causa da infeegao. Fungos, como Candida spp. e 
Aspergillus spp., estao envolvidos mais comumente em uma resposta neutrofilica, embora existam excegoes. 

Inflamagao granulomatosa. Infeegao granulomatosa e um subtipo de infeegao cronica, na qual sao produzidos 
granulomas. O granuloma pode ser defmido mais simplificadamente como colegoes focais de macrofagos ativados 
ou histiocitos, que demonstram mais capacidade de fagocitar e digerir particulas estranhas. Esses elementos 
celulares tambem sao conhecidos como celulas “epitelioides” porque, em alguns casos, sao depositadas com um 
padrao semelhante ao que se observa no epitelio escamoso. Os macrofagos comumente se agregam e coalescem 
para formar celulas gigantes multinucleadas. Outros componentes celulares dos granulomas sao linfocitos e, 
eventualmente, fibroblastos. A ativagao dos macrofagos e mediada pelos produtos liberados pelos linfocitos 
especificos imunologicamente. 

Alguns granulomas contem um tipo especial de necrose - a chamada necrose caseosa - na qual os tecidos tern 
consistencia homogenea semelhante ao queijo. Algumas vezes, essas lesoes tambem sao conhecidas como 
granulomas necrosantes. A formagao dos granulomas com celulas gigantes multinucleadas e necrose caseosa e 
tipica da tuberculose, mas tambem pode ser encontrada em outras infeegoes, principalmente as micoses causadas 
por fungos dimorficos. Quando o granuloma e solido e as celulas estao intactas e nao ha necrose, a lesao e descrita 
como granuloma nao caseoso ou nao necrosante. Os granulomas nao necrosantes sao encontrados nas infeegoes 
causadas por algumas micobacterias atipicas (que nao causam tuberculose), embora Mycobacterium kansasii possa 
formar granulomas necrosantes indistinguiveis dos que sao causados por Mycobacterium tuberculosis. Bacterias 
encontradas menos comumente (p. ex.. Brucella ) podem formar granulomas. Algumas infeegoes parasitarias, mais 
comumente as que envolvem parasitas helmintos, tambem formam granulomas. 

Inflamagao linfo-histiocltica. Algumas infeegoes, especialmente as que sao causadas por virus, estimulam uma 
reagao inflamatoria composta de linfocitos, macrofagos e, algumas vezes, plasmocitos. As respostas imunes celular 
e humoral estao envolvidas nesse tipo de reagao inflamatoria. Treponema pallidum, agente etiologico da slfilis, 
desencadeia esse tipo de resposta, que contem grandes quantidades de plasmocitos durante determinadas fases da 
infeegao. Em geral, a inflamagao linfo-histiocitica e um processo inflamatorio residual, que se instala depois da 
regressao da reagao aguda ou granulomatosa. 

Inflamagao atopica. As reagoes alergicas sao mediadas por um grupo diferente de celulas - eosinofilos, 
basofilos e mastocitos (basofilos teciduais fixos). O alergenio desencadeante pode ser quimico (p. ex., gramineas e 
polens) ou microbiologico. 66 Helmintos parasitarios desencadeiam uma reagao inflamatoria eosinofilica. Em geral, 
esse tipo de reagao nao e encontrado com os protozoarios parasitas, mas foi descrito nos casos de infeegao por 
Cystoisospora (Isospora ). O muco alergico (/'. e., muco com grandes quantidades de eosinofilos, que contem cristais 
de Charcot-Leiden) e encontrado nos pacientes com sinusite fiingica alergica. As celulas inflamatorias alergicas 


tambem estao presentes nos pacientes com aspergilose broncopulmonar. Quando os eosinofilos sao as celulas 
inflamatorias predominantes, a lista de microrganismos a considerar e relativamente pequena. 

Defesas imunes celulares adaptativas. O linfocito e a celula principal do sistema imune adaptativo, do qual 
existem dois tipos principais: linfocitos B e T. 43 O linfocito B e o plasmocito (derivado dos linfocitos B) sao 
responsaveis por produzir anticorpos imunologicamente especificos, que constituem o sistema imune humoral. 

O linfocito T coordena grande parte das atividades da reagao imune adaptativa. Ele tambem e responsavel pela 
imunidade celular especifica. Os linfocitos T sao subclassificados em linfocitos auxiliares ( helper , ou fenotipo 
CD4 + ) e supressores (fenotipo CD8 + ). Os linfocitos CD4 + sao responsaveis pela memoria imunologica e pela 
secregao das citocinas que modulam a resposta imune. Os linfocitos CD4 + tambem sao subdivididos em celulas tipo 
1 (T h 1) e tipo 2 (T h 2), com base nos tipos de citocinas que eles secretam. Os linfocitos CD8 + sao citotoxicos e 
responsaveis por eliminar material celular estranho, inclusive celulas infectadas por virus. Existem varios subtipos 
diferentes de linfocitos e cada um desempenha fimgoes especiais, mas sua descrigao estaria alem dos objetivos deste 
texto. 

Defesas imunes nao celulares (humorais) adquiridas. As defesas imunes humorais sao ativadas e 
produzidas por celulas imunologicamente especificas. Esse sistema de comunicagao sofisticado coordena as 
atividades de diversas outras celulas de defesa. As moleculas de sinalizagao produzidas pelos linfocitos que 
coordenam essa resposta sao conhecidas como citocinas. 40 Alem de coordenar a resposta humoral, as citocinas 
tambem desempenham a fungao de moleculas efetoras dos linfocitos citotoxicos. 

O produto final da resposta humoral e a formagao de anticorpos (ver Capitulo 3). Em resumo, os anticorpos 
(tambem conhecidos como imunoglobulinas) sao proteinas produzidas pelos plasmocitos, secretadas na linfa e no 
sangue e que podem penetrar nos tecidos. Essas moleculas tem configuragao de “Y” e podem formar complexos, 
dependendo da classe em questao. A “parte superior” do Y consiste em duas regioes Fab, que reconhecem e ligam- 
se especificamente a determinados antigenos, inclusive os que sao encontrados nos microrganismos invasores. A 
“parte inferior” do Y e a regiao Fc e funciona gerando sinais para outras partes do sistema de defesa imune, 
inclusive sinais para a fagocitose ou a ativagao do complemento. 

O sistema de complemento consiste em uma serie ou cascata de enzimas que, por fim, resultam na formagao de 
compostos (C7-8-9) conhecidos coletivamente como complexo de ataque. 11(1,117 Esses compostos sao as moleculas 
efetoras que causam danos a determinados patogenos, tais como meningococos. O sistema de complemento 
funciona de forma semelhante ao sistema da coagulagao. Alem disso, os componentes intermediaries desse sistema 
- principalmente C3a e C5a - sao extremamente importantes como fatores quimiotaticos (/'. e., eles recrutam as 
diversas celulas inflamatorias para o foco infeccioso). 

O sistema de complemento tem dois componentes, que convergem ao C3; depois desse ponto, as reagoes sao as 
mesmas. O componente classico e imunologicamente especifico e e desencadeado pelos complexos de antigenos e 
seus anticorpos correspondentes. O componente altemativo (antes conhecido como sistema da properdina) e o 
sistema de ligagao das lectinas, reconhecido mais recentemente, nao sao imunologicamente especificos e fazem 
parte da reagao imune inata. 

Em alguns casos, a reagao imune pode deixar de diferenciar entre o que e “proprio” e “estranho”, resultando em 
uma doenga autoimune. 65 Embora a maioria das doengas autoimunes nao esteja associada as infecgoes, existem 
alguns casos em que a resposta imune dirigida inicialmente contra um patogeno depois e voltada para o proprio 
hospedeiro. 41,7 ' A febre reumatica e o exemplo classico dessa resposta, na qual a reagao imune confunde a miosina 
das fibras do musculo cardiaco com a proteina M muito semelhante de Streptococcus pyogenes. 9 ' Alem do prejuizo 
imunologico causado pelos anticorpos especificos, que reagem com os antigenos humanos que guardam 
semelhangas moleculares com os antigenos microbianos, tambem podem ocorrer danos inespecificos produzidos 
pela reagao inflamatoria. Por exemplo, as enzimas e as moleculas toxicas (p. ex., radicais livres do oxigenio), 
produzidas dentro dos neutrofilos para destruir uma bacteria invasora, sao liberadas, provocam a morte do neutrofilo 
e causam lesao tecidual. O sistema imune nao so controla os agentes infecciosos como vigia e destroi celulas 
neoplasicas. Nenhum ser humano poderia sobreviver sem ele e corremos grande risco quando o sistema imune e 
deprimido por falhas naturais (/. e., geneticas), fatores ambientais (p. ex., radiagao), infecgoes (p. ex., infecgao pelo 
HIV) ou tratamentos (p. ex., imunossupressores usados para modular a rejeigao dos orgaos transplantados). Os 
pacientes imunossuprimidos encontrados mais comumente na pratica medica sao os portadores de infecgao pelo 


HIV, pacientes com supressao da medula ossea em consequencia de algum cancer subjacente (p. ex., leucemia 
aguda) ou individuos suprimidos iatrogenicamente por agentes terapeuticos por diversos motivos. O exemplo 
classico e o receptor de um transplante de orgao. De forma a evitar que o organismo rejeite o transplante estranho, o 
sistema imune precisa ser suprimido ate certo ponto. Desse modo, o processo de defesa contra microbios invasores e 
celulas tumorais tambem e comprometido, algumas vezes com consequencias desastrosas. 88 

A complexidade do sistema imune e enorme. Seus aspectos complexos sao assombrosos e ainda nao estao 
totalmente esclarecidos. O leitor interessado pode consultar varias revisoes excelentes sobre o assunto. 42,77 ' 104 

Sinais e sintomas clinicos da infecgao. Os sinais e sintomas de uma infecgao podem ser generalizados (z. e., 
sistemicos) ou focais e localizados em determinado orgao ou sistema do corpo. Os medicos gregos e romanos do 
passado reconheciam quatro sinais cardinais de inflamagao, quais sejam: Dolor (dor), Cal or (aumento da 
temperatura local), Rubor (eritema) e Tumor (inchago). 

Os mecanismos subjacentes que predispoem a esses sinais sao complexos e, mesmo hoje em dia, nao estao 
completamente esclarecidos. O mecanismo fisiopatologico desencadeante e a dilatagao dos vasos sanguineos, que e 
causada por um conjunto complexo de aminas vasoativas e outros mediadores quimicos. 38 A liberagao local dos 
mediadores quimicos aumenta o fluxo sanguineo para o foco infeccioso, que e seguido de congestao venocapilar; 
isso e parcialmente responsavel pelo calor e rubor, que os pacientes apresentam. O aumento da permeabilidade 
vascular permite o extravasamento de liquidos, sangue e proteinas do sistema vascular para os espagos 
extracelulares; isso causa em parte a dor e o inchago evidenciado. Os leucocitos PMN (z. e., neutrofilos) sao atraidos 
para o foco da lesao por substancias quimiotaticas, que sao liberadas quando os tecidos sao lesados; tais leucocitos 
escapam dos vasos sanguineos permeaveis e entram nos espagos extracelulares. O acumulo desses leucocitos e dos 
liquidos extracelulares e conhecido como pus. 

Sinais e sintomas gerais ou sistemicos de infecgao. Na fase aguda de uma infecgao, o paciente pode ter febre 
(em geral, alta e oscilando em picos), calafrios, ruborizagao (vasodilatagao) e aceleragao da frequencia do pulso. Os 
pacientes com infecgoes subagudas ou cronicas podem ter sintomas minimos ou vagos - febre baixa intermitente, 
emagrecimento ou fadiga e lassidao. As reagoes toxicas aos produtos bacterianos causam reagoes cutaneas 
eczematosas ou hemorragicas, ou varios sinais e sintomas neuromusculares, cardiorrespiratorios ou gastrintestinais 
- indicadores iniciais de uma doenga infecciosa subjacente. 

Sinais locais de infecgao. Os sinais cardinais de inflamagao sao inconfundiveis na regiao de um foco infeccioso. 
Imagine uma infecgao resultante da lesao causada por um espinho na mao. O paciente apresenta eritema e aumento 
localizado da temperatura no local e ha formagao de edema a medida que se acumulam liquidos e celulas 
inflamatorias nos tecidos subcutaneos. Por fim, o paciente certamente tera dor espontanea ou ate mesmo com a 
palpagao da lesao ou das areas adjacentes. A existencia de um trajeto de drenagem e secregao de exsudato purulento 
tambem e um indicio de inflamagao ou um processo infeccioso localizado. Todos esses sinais e sintomas devem 
levar o medico a coletar material para exame microscopico direto e cultura. 

Os sinais e sintomas especificos das infecgoes que acometem varios sistemas do corpo (tratos respiratorio, 
gastrintestinal, urinario, genital ou outros) estao descritos detalhadamente no Capitulo 2. 

Efeitos indiretos dos agentes infecciosos nos seres humanos. A medida que os seres humanos reagiram 
aos agentes infecciosos ao longo de milenios, ocorreram algumas alteragoes em sua constituigao genetica. O 
desenvolvimento do sistema imune e a mais notavel e importante dessas alteragoes, mas outros exemplos podem ser 
citados. A malaria e uma das infecgoes mais prevalentes e devastadoras do mundo, embora nao seja comum nos 
EUA. O surgimento da hemoglobina S, que resulta em infecgoes menos graves causadas por Plasmodium 
falciparum, provavelmente foi uma alteragao adaptativa. 72 Infelizmente, quando o estimulo infeccioso deixa de 
existir (z. e., areas das quais a malaria foi erradicada), as consequencias deleterias dessa hemoglobina - que se 
evidenciam como doenga falciforme - adquirem proeminencia. Do mesmo modo, o antigeno do grupo sanguineo de 
Duffy e necessario a entrada dos merozoitos de Plasmodium vivax nas hemacias. Embora seja um antigeno 
altamente prevalente, o reconhecimento desse fenomeno biologico fomeceu indicios, que poderiam ser usados na 
elaboragao de vacinas para bloquear o acesso dos parasitas da malaria em suas celulas-alvo . 79 


Fases do ciclo diagnostico 


E recomendavel subdividir a avaliagao laboratorial de um especime clinico em tres fases: pre-analitica, analitica e 
pos-analitica (Figura 1.1). Tradicionalmente, os microbiologistas e outros laboratoristas tem concentrado a maior 
parte de seus esforgos na investigagao ou avaliagao cientlfica (/. e., fase analitica). Hoje em dia, nao restam duvidas 
de que o que ocorre antes da avaliagao (i. e., fase pre-analitica) e depois da investigagao cientlfica (i. e., fase pos- 
analitica) e tao importante quanto a precisao do exame. O monitoramento de desempenho durante todo o ciclo faz 
parte da garantia de qualidade do laboratorio e esta descrito adiante neste capitulo. 

O CICLO DIAGNOSTICO 



■ FIGURA 1.1 Diagnostico clinico e laboratorial das doengas infecciosas: uma revisao sistematica do ciclo diagnostico. 

Fase pre-analitica 

Coleta dos especimes. Quando ha suspeita de uma doenga infecciosa, exames apropriados devem ser 
solicitados. Culturas, testes sorologicos e/ou detecgao molecular de acidos nucleicos sao abordagens diagnosticas 
possiveis. Como esta descrito nos Capitulos 3 e 4, a detecgao direta de antigenos e acidos nucleicos nos especimes 
clinicos e o uso dessas abordagens para identificar os microrganismos isolados tem sido utilizados com frequencia 
crescente. Patologistas, microbiologistas e tecnologos medicos estao disponiveis na maioria das instituigoes e 
comunidades para ajudar os medicos a escolher especimes mais apropriados para cultura e solicitar os exames 
apropriados para assegurar o isolamento ou a detecgao maxima dos microrganismos. 

A coleta e o transporte apropriados de um especime para exame ao laboratorio sao fundamentalmente 
importantes para a confirmagao final do agente etiologico responsavel pela doenga infecciosa. 82 Um especime mal 
coletado nao apenas pode levar ao insucesso no isolamento de agentes infecciosos importantes, como tambem pode 
resultar em tratamentos incorretos ou ate prejudiciais, quando eles sao dirigidos para um microrganismo comensal 
ou contaminante. Por exemplo, suponhamos que Klebsiella pneumoniae - um agente etiologico conhecido das 
pneumonias humanas - tenha sido recuperada do escarro de um paciente com manifestagoes clinicas de pneumonia. 
Ela poderia ser considerada o agente etiologico da doenga. Contudo, K. pneumoniae tambem e conhecida por 







































colonizar as tonsilas e a nasofaringe. Se o escarro desse caso teorico foi colhido inadequadamente e consistiu 
basicamente em saliva, entao o isolamento de Streptococcus pneumoniae poderia nao refletir a causa real da 
pneumonia, mas simplesmente colonizagao nasofarlngea. Alem disso, o tratamento dirigido contra K. pneumoniae 
seria inadequado se a doenga fosse realmente causada por um agente infeccioso insenslvel a esse tratamento, como 
seria o caso de Legionella pneumophila. Um cenario semelhante a esse foi o que realmente aconteceu na 
Pensilvania em 1976. Os participantes da convengao anual da Pennsylvania American Legion foram infectados no 
hotel onde se realizou a convengao, mas adoeceram depois que voltaram para casa. Esses pacientes foram tratados 
com antibioticos ineficazes dirigidos contra bacilos entericos, que eram colonizadores do trato respiratorio superior. 
O patogeno real, L. pneumophila, nao era conhecido naquela epoca e, infelizmente, os medicos adotaram uma 
abordagem terapeutica incorreta com base nos resultados equivocados do laboratorio. 4 ' 

A seguir, ha uma descrigao dos elementos fundamentals que devem ser considerados durante a coleta dos 
especimes: 

► 1. O material deve ser retirado do foco infeccioso verdadeiro e colhido com o minimo de contaminagao originada 
dos tecidos, orgaos ou secregoes adjacentes. Por exemplo, os esfregagos da faringe para triagem de estreptococos 
devem ser colhidos das fossas peritonsilares e da parede faringea posterior, evitando contato do swab com outras 
areas da boca. A contaminagao do escarro ou dos especimes das vias respiratorias inferiores pelas secregoes 
orofaringeas tambem deve ser atenuada. Outras situagoes nas quais um especime colhido inadequadamente pode 
causar resultados equivocados sao as seguintes: 

• Impossibilidade de recolher material para cultura dos pianos profundos de uma ferida ou de um trajeto fistular 
sem tocar a pele adjacente 

• Limpeza inadequada dos tecidos periuretrais e do perineo antes de colher uma amostra de urina do meio do jato 
de uma mulher 

• Contaminagao de uma amostra do endometrio por secregoes vaginais 

• Incapacidade de alcangar abscessos profundos com agulhas ou canulas de aspiragao. 

Em geral, os swabs sao menos adequados para a coleta da maioria dos especimes; o uso de agulhas de aspiragao 
e cateteres deve ser recomendado sempre que houver acumulos locais de pus. No local em que e realizada a coleta 
do especime, deve haver recipientes de descarte protegido para recolher “objetos perfurantes” facilmente 
disponiveis e equipamentos adequados devem ser usados para evitar lesoes durante a remogao das agulhas. Seringas 
com agulhas acopladas nao devem ser enviadas ao laboratorio, porque representam perigo. 

► 2. A epoca adequada deve ser determinada para a coleta de especimes, de modo a assegurar maiores chances 
de isolar microrganismos patogenicos. O conhecimento da historia natural e da fisiopatologia das doengas 
infecciosas e importante em algumas infecgoes, de forma a determinar a ocasiao ideal para colher um especime. 
Embora a febre tifoide seja uma doenga rara atualmente nos EUA, a progressao do processo infeccioso dessa doenga 
e um exemplo excelente da importancia temporal para coletar especies (Figura 1.2). O agente etiologico (uma 
bacteria) pode ser recuperado preferencialmente do sangue durante a primeira semana de enfermidade. As culturas 
de fezes ou urina geralmente sao positivas na segunda e terceira semanas da doenga. As aglutininas sericas 
comegam a aumentar na segunda semana e alcangam niveis maximos na quinta semana; esses anticorpos continuam 
detectaveis por muitas semanas depois da remissao clinica da doenga, mas raramente sao utilizados com fmalidade 
clinica nos laboratories modemos. 

► 3. E necessario obter volumes suficientes dos especimes para realizar os testes solicitados. Devem ser 
estabelecidas diretrizes para definir os volumes suficientes de material para exame. Com a maioria das infecgoes 
bacterianas em atividade, os pacientes produzem quantidades suficientes de pus ou secregoes purulentas, de forma 
que volume nao e um problema. Contudo, com muita frequencia, um medico desavisado pode enviar uma amostra 
minuscula, embora descarte o restante de um especime volumoso. 
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■ FIGURA1.2 Diagnostico da febre tifoide por cultura e sorologia. 

Com as infecgoes brandas ou cronicas, pode ser dificil conseguir material suficiente. O envio ao laboratorio de 
um swab seco ou de secregoes escassas na esperanga de que alguma coisa cresga comumente e uma tentativa inutil 
e, possivelmente, acarreta custos significativos ao paciente. Alem disso, o medico pode achar erroneamente que uma 
lesao nao esta infectada com base em um resultado negativo falso da cultura, porque um especime inadequado foi 
colhido e enviado para exame. Por isso, uma pratica corrente e acrescentar um “termo de responsabilidade” aos 
resultados das hemoculturas, nas quais foi obtida quantidade de sangue menor que a padronizada. Tambem, em 
muitos casos, amostras rotuladas como “escarro” ou “lavados bronquicos” com 0,5 m [ ou menos sao enviadas ao 
laboratorio com um pedido para realizar pesquisa de bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR) e culturas para 
fiingos. Esses especimes podem nao representar as secregoes pulmonares do foco infeccioso e o volume reduzido 
pode ser insuficiente para permitir a realizagao de todos os procedimentos solicitados. Para isso, podem ser 
fomecidos tubos contendo meios de conservagao, inclusive soro fisiologico (sem nutrientes) ou glicose-fosfato 
(nutriente) para leveduras (PYG; do ingles, phosphate yeast glucose). O medico pode inocular diretamente qualquer 
quantidade do material, que ele consiga coletar. Desse modo, o especime pode ser dividido no laboratorio para 
inoculagao em varios meios de isolamento primario. Em algumas instituigoes, o laboratorio fomece varios tubos, 
cada qual contendo o meio de cultura ideal para recuperar micobacterias, fiingos e virus. Quando a quantidade de 
secregoes obtidas e minima, o medico deve escolher em qual tubo inocular, tendo como base as condigoes clinicas 
do paciente. 

Quando o volume da amostra e muito pequeno para atender adequadamente a todos os pedidos, e melhor ligar 
para o medico, de forma que possam ser estabelecidas as prioridades da cultura. Quando o especime foi esgotado 
antes que todos os testes pudessem ser realizados, e importante comunicar ao medico quais exames nao foram 
realizados em razao da falta de material. O laudo deve indicar que o material enviado para exame era insuficiente. 

► 4. Devem ser usados dispositivos de coleta, recipientes para especimes e meios de cultura apropriados, de forma 
a assegurar o isolamento ideal dos microrganismos. Recipientes estereis devem ser usados para colher a maioria dos 
especimes. Tambem e importante que os recipientes sejam desenhados de forma a facilitar a coleta, principalmente 
quando o medico pede que o paciente colha seus proprios especimes. Frascos com bocas estreitas tem desenho 
inapropriado para colher amostras de escarro ou urina. Tambem devem ser fomecidos recipientes com tampas ou 
fechos hermeticamente fechados para evitar vazamento ou contaminagao durante o transporte. 




Os swabs sao utilizados comumente para recolher muitos tipos de material para cultura; contudo, eles 
geralmente sao inferiores aos outros metodos utilizados para colher especies e seu uso nao deve ser recomendado 
sempre que for possivel, se houver possibilidade de conseguir aspirado ou tecido como altemativa. 

Se forem utilizados swabs, devem ser tomadas algumas precaugoes. Os swabs de algodao podem conter residuos 
de acidos graxos e o alginato de calcio pode emitir produtos toxicos, que podem inibir algumas bacterias exigentes. 
Os swabs com pontas de poliester (Dacron® ou raiom) geralmente sao opgoes mais convenientes. Os swabs 
floculados mais modemos representam um avango significativo da tecnologia desses dispositivos e fomecem 
significativamente mais especimes que os tipos antigos. Os especimes nao devem ficar em contato com o swab por 
mais tempo que o necessario. Alem da toxicidade, a capacidade que os swabs tern de absorver e depois liberar os 
especimes varia com o material utilizado em sua fabricagao. 

Os swabs devem ser colocados em um meio de transporte ou recipiente umido para evitar ressecamento e morte 
das bacterias. Alguns estudos demonstraram que a recuperagao eficaz da maioria das especies bacterianas a partir 
desses tubos foi mantida por ate 48 horas ou mais. O uso dos tubos de cultura contendo meio de transporte 
semissolido de Stuart ou Amies, com ou sem carvao, tambem e uma forma adequada de conservar, durante o 
transporte, o especime no swab para posterior cultura. Existem poucas excegoes a essa recomendagao. Os raspados 
de pele e os fragmentos de unha usados para isolar fungos dermatofitos devem ser enviados em um recipiente seco, 
para impedir proliferagao excessiva de bacterias. Os swabs de garganta sao aceitaveis para detectar e/ou isolar S. 
pyogenes dos pacientes com faringite estreptococica. Do mesmo modo, os swabs podem ser usados para detectar a 
maioria dos agentes etiologicos da vaginite. 

A possibilidade de colher um especime de praticamente qualquer lugar com um swab e um problema ainda 
maior que a toxicidade e a retengao do material. Com um aspirado ou uma biopsia, a possibilidade de que o 
especime fomega resultados significativos (/. e., detecte o agente etiologico da infecgao) e muito maior. Por outro 
lado, um swab pode ter sido usado para colher amostras de um processo inflamatorio (p. ex., exsudato tonsilar) ou 
da microbiota colonizadora (p. ex., superficie lateral da boca). Sempre que um patogeno potencial (p. ex., 
Haemophilus influenzae) esta misturado com a microbiota, geralmente e impossivel diferenciar entre patogeno e 
microbiota local. Isso e particularmente valido quando o patogeno potencial faz parte da microbiota da estrutura 
anatomica examinada. A Figura 1.3 compara os resultados das culturas de um aspirado e de um swab retirados do 
mesmo lugar. 



■ FIGURA 1.3 Comparagao dos especimes de pus aspirado e swab. Neste caso, as culturas de uma articulagao infectada 
foram realizadas com material de swab e liquido aspirado. O aspirado resultou em uma cultura pura de S. aureus. O 
Staphylococcus tambem foi isolado do especime colhido por swab, mas ele estava misturado com outros microrganismos da 
microbiota contaminante. A interpretagao da cultura do material aspirado era inequivoca; e dificil determinar o significado da 
cultura do material retirado por swab, mesmo quando se encontra um patogeno provavel. 


Embora seja possi'vel realizar um esfregago e uma cultura a partir de uma unica amostra obtida por swab, 
contando que a lamina de vidro seja flambada para esteriliza-la antes de preparar o esfregago, isso nao e o ideal, 
porque existe possibilidade de contaminar a cultura. Alguns dispositivos de swab contem dois swabs para ser 
utilizados na coleta do especime e, em seguida, enviados para esfregago e cultura, de forma a assegurar material 
suficiente para os dois exames. Nesse caso, e recomendavel fornecer aos profissionais de saude sistemas de 
transporte com dois swabs, de forma a diminuir as chances de que um unico swab seja enviado com um pedido para 
esfregago e cultura (Figura 1.4). 

A utilizagao dos swabs para colher especimes com a finalidade de isolar bacterias anaerobias nao e 
recomendavel; em vez disso, recomenda-se a aspiragao com uma agulha e seringa. O especime obtido deve ser 
protegido contra a exposigao ao oxigenio ambiente e o ressecamento, ate que seja processado no laboratorio. A 
Tabela 1.5 descreve alguns sistemas de transporte de especimes visando a preservagao de microrganismos 
anaerobios. 

E necessaria educagao contlnua para desestimular o uso inadequado dos swabs. Esse processo educativo pode 
ocorrer na forma de instrugoes para coleta de especimes em um laboratorio, boletins periodicos e comentarios nos 
resultados dos especimes que foram enviados em swabs. 

Embora o tipo preferivel de especime seja liquido ou tecido, em vez dos swabs, avangos vem ocorrendo na 
tecnologia desses ultimos dispositivos. Os swabs floculados sao swabs com numerosas dobras microscopicas, que 
aumentam significativamente sua superficie, de modo que possam ser obtidas mais amostras clinicas na superficie. 
Esses tipos de swab estao disponiveis no comercio e geralmente sao preferiveis aos convencionais. Seu uso foi 
validado em varios ensaios e sao compativeis com equipamentos de automagao. 



■ FIGURA 1.4 Sistemas de transporte de swabs. O sistema mais simples contem um unico swab dentro de um tubo para 
transporte, que contem um meio nao nutriente para manter a umidade ( acima ). Existe um sistema semelhante com dois 
swabs acondicionados em um unico tubo de transporte (aba/xo); neste caso, um swab pode ser usado para cultura e o outro 
para realizar um esfregago direto. 

O centra cinirgico e um local em que praticamente nao existe desculpa para colher um especime com swab. O 
hospital deve realizar uma campanha para eliminar os swabs do centra cinirgico e evitar sua reintrodugao. A 
comunicagao com os enfermeiros do centra cinirgico e uma abordagem util nesse sentido. Em todos os centros 
cinirgicos, deve-se dispor prontamente de recipientes e tubos de coleta estereis. Tubos de transporte excelentes a 
venda no comercio, inclusive os frascos de transporte BBL Port-A-Cul® e produtos semelhantes, sao desenhados 
para proteger microrganismos aerobios e anaerobios antes da inoculagao (Figura 1.5). 

Independentemente do sistema de transporte utilizado, a tarefa principal e reduzir ao minimo o tempo de demora 
entre a coleta dos especimes e a inoculagao no meio de cultura. Por exemplo, caso sejam utilizados swabs retais para 
isolar especies de Shigella dos pacientes com disenteria bacilar, de preferencia o material obtido deve ser inoculado 
diretamente na superficie do meio de MacConkey, ou em um caldo para enriquecimento de gram-negativos. Mesmo 
o uso de um meio de conservagao ou transporte pode reduzir o indice de isolamento de algumas cepas. As secregoes 
uretrais ou cervicais obtidas para isolar Neisseria gonorrhoeae tambem devem ser inoculadas diretamente na 




superflcie do agar-chocolate e em um dos varios meios de cultura seletivos (ver Capitulo 11). Como altemativa, 
pode-se utilizar um meio de transporte disponlvel comercialmente, que inclui um tablete para geragao de C0 2 
(sistema BBL Jembec® da BD; BD, Franklin Lakes, NJ) para isolar N. gonorrhoeae. Quando se recorre a uma 
abordagem de detecgao de Bordetella pertussis por meio de cultura das amostras obtidas das vias respiratorias 
superiores, deve-se utilizar agar de Bordet-Gengou, agar-carvao de Regan-Lowe ou um equivalente inoculado a 
beira do leito ou na clinica, a menos que se utilize um sistema de transporte apropriado (p. ex., meio de Regan- 
Lowe). 94 

► 5. Sempre que for possivel, devem ser realizadas culturas antes de administrar antibioticos. A realizagao de 
culturas antes do uso de antibioticos e recomendada especialmente para a identificagao dos microrganismos que, em 
geral, sao extremamente sensiveis aos antibioticos, inclusive estreptococos beta-hemoliticos recuperados dos 
especimes faringeos, N. gonorrhoeae das amostras geniturinarias, ou H. influenzae ou Neisseria meningitidis do 
liquido cefalorraquidiano. Alem disso, tambem e muito importante que uma serie completa de hemoculturas seja 
colhida do paciente sob suspeita de ter endocardite, antes de iniciar o tratamento com antibioticos. A administragao 
dos antibioticos nao impede necessariamente o isolamento dos microrganismos dos especimes clinicos e mesmo 
uma amostra comprometida e melhor que nada afinal, contanto que o medico entenda que os resultados devem ser 
interpretados com cautela. 


Tabela 1.5 Recipientes de transporte para especimes visando a preservagao de microrganismos 
anaerobios. 


Recipiente 

Justificativa ou descrigao 

Seringa e agulha para aspiragao 

Amostras frescas de exsudato ou liguido podem ser transportadas ao laboratory depois de se expelir 

cuidadosamente as bolhas de ar da seringa e a agulha for retirada utilizando um dispositivo de 

seguranga aprovado; as seringas com agulhas acopladas nao devem ser enviadas, porgue 

representam um risco a seguranga. Esse procedimento e valido apenas guando o especime pode ser 

transportado imediatamente ao laboratory 

Tubo ou frasco 

0 tubo ou o frasco contem um meio semissolido de conservagao, atmosfera com 5% de C0 2 , um agente 

redutor e um indicador para fornecer indicagao visual da anaerobiose, resazurina. 0 tubo e usado 

principalmente para colocar especimes recolhidos por swab) os frascos sao usados para inocular 

especimes h'quidos. Existem a venda no comercio frascos de transporte anaerobio de qualidade 

excelente, que sao usados comumente para transportar especimes cuja cultura para anaerobios seja 

indicada 

Sistema deswc/b/envelope plastico 

0 tubo ou o envelope plastico e equipado com um swab e contem meio de transporte de Cary-Blair, 

Amies ou outro meio pre-reduzido (PRAS). 0 sistema de cultura tambem inclui um frasco ou uma 

camara separada por uma membrana, que contem compostos quimicos que resultam na geragao de 

catalisadores de C0 2 e agentes dissecantes para eliminar qualquer 0 2 residual, que possa ter entrado 

no sistema. Essa tecnica raramente e utilizada 

Biobag 1 ou bolsa plastica 

Bolsa plastica transparente contendo um sistema gerador de C0 2 , recipiente com catalisador de paladio e 

um indicador de anaerobiose. A bolsa e suficientemente grande para confer uma placa de Petri com 

meio pre-reduzido, ou um suporte com microtubulos para identificagao bioquimica, como a usada 
para os testes Minitek*. 0 saco ou a bolsa e selada depois de colocar as placas inoculadas e o sistema 
de geragao de C0 2 entao e ativado. A vantagem desses sistemas e que as placas podem ser 

observadas diretamente atraves do plastico fino e transparente da bolsa, de forma a visualizar o 

crescimento inicial das colonias 




■ FIGURA 1.5 Sistema de transporte para cultura de aerobios e/ou anaerobios. Um frasco e fechado com uma tampa de 
rosea, que contem um diafragma de borracha. Uma camada de agar depositado no fundo do frasco mantem a umidade; um 
indicador redox presente no agar exibe visualmente a oxigenagao da atmosfera. O frasco A contem liquido aspirado e 
inoculado atraves do diafragma de borracha. O frasco B contem um segmento de enxerto retirado e introduzido dentro do 
frasco destampado durante a cirurgia. O frasco C foi esterilizado dentro de um envelope preparado para instrumentos 
cirurgicos; ele esta pronto para ser usado em um campo esteril. 

► 6. Na maioria dos casos, devem ser realizados esfregagos, alem das culturas. Os esfregagos fomecem 
informagoes extremamente uteis, que complementam os resultados das culturas. Existem situagoes em que um 
esfregago e indiscutivelmente mais util que a cultura, por exemplo, no exame do escarro expectorado. Os esfregagos 
permitem avaliar a natureza inflamatoria do especime e fomecem um indlcio sobre os resultados da cultura serem 
ou nao clinicamente significativos. Por exemplo, os especimes de escarro contaminado pela microbiota oral - 
conforme se evidencia pela quantidade excessiva de celulas epiteliais - nao devem ser semeados em cultura. Se uma 
cultura foi realizada sem o esfregago, que poderia ter revelado quantidades excessivas de epitelio escamoso, entao a 
microbiota (p. ex., S. pneumoniae, Moraxella catarrhalis e H. influenzae) poderia ser relatada, e a base do 
tratamento estaria completamente equivocada. Do mesmo modo, se, a partir da cultura de um especime tipico de 
uma ferida que nao contem PMN, microbiota bacteriana mista for isolada, deve ser reconhecido que a amostra e 
superficial, nao uma representagao valida do(s) provaveis microrganismo(s) que causou(aram) a infeegao. 

Alem disso, uma revisao do esfregago corado por Gram pode ser usada como indicador de qualidade. Um 
esfregago que contenha alguns bastonetes gram-negativos, mas que nao cresga em um meio convencional de cultura 
aerobia e anaerobia, pode indicar que as condigoes de cultura nao eram ideais, ou que os microrganismos eram 
inviaveis. As condigoes de cultura abaixo das ideais incluem atmosfera inadequada para incubagao (anaerobios) ou 
escolha de um meio inadequado para inoculagao (microrganismos exigentes, inclusive Legionella ou Bordetella). A 
investigagao para verificar se o tempo de transporte foi longo pode identiflcar as possiveis razoes da inviabilidade. 
Como altemativa, os microbios poderiam ser inviaveis porque o paciente usava antimicrobianos adequados, ou 
porque desenvolveu uma reagao inflamatoria eficaz. 

As regulamentagoes federais contra fraude e uso abusivo exigem que um laboratorio realize apenas os exames 
que foram solicitados. Por isso, e necessario comunicar aos medicos solicitantes a importancia do exame direto (/. 
e., esfregago) como complemento da cultura. Os mecanismos indicados para ampliar o uso apropriado do 
laboratorio na fase pre-analitica estao descritos adiante. 

► 7. O recipiente com o especime deve ser rotulado adequadamente. Cada recipiente com especimes deve ter um 
rotulo legivel, no minimo com as seguintes informagoes: 

Nome do paciente 

Numero de identificagao do paciente 




Origem do especime 
Nome do medico 
Data/hora da coleta 

O nome complete do paciente deve ser usado, evitando-se as iniciais. O numero de identificagao pode ser o 
numero do hospital, da clinica ou do consultorio, o enderego de residencia do paciente, ou o numero de seguridade 
social, dependendo das normas locais. O nome do medico solicitante ou o numero de contato do seu consultorio e 
necessario, caso seja preciso realizar um contato ou passar um resultado inicial. A origem do especime deve ser 
descrita, de forma que seja possivel escolher o meio de cultura ideal. A data e a hora da coleta devem ser registradas 
para avaliar o tempo decorrido entre o transporte e o processamento do especime. A rotulagao dos especimes com 
etiquetas de hora nos pontos importantes - por exemplo, coleta, recebimento e conclusao do processamento - e 
muito valiosa para a realizagao de analises para buscar a causa de problemas, caso venham a ocorrer. Outras 
informagoes potencialmente uteis incluem o diagnostico clinico e a historia de uso de antibioticos pelo paciente, 
mas esta ultima informagao raramente e fomecida. 

Transporte dos especimes. O objetivo principal do transporte dos especimes diagnosticos - seja dentro do 
hospital, da clinica ao laboratorio ou extemamente por correios a um laboratorio de referencia distante - e mante-los 
tao proximos do seu estado original quanto possivel. As diretrizes de controle da qualidade dos fabricantes dos 
dispositivos usados para colher e transportar especimes foram elaboradas pelo Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI).Os riscos potenciais as pessoas que manuseiam os especimes sao atenuados quando se utilizam 
dispositivos de coleta hermeticamente fechados e acondicionados em recipientes de protegao apropriados. De forma 
a manter a integridade do especime, devem ser evitadas condigoes ambientais adversas, inclusive exposigao aos 
extremos de frio e calor, alteragoes rapidas de pressao (durante o transporte aereo) ou ressecamento excessivo. O 
uso de especimes congelados a -70°C pode ser considerado quando o tempo esperado de transporte e longo, mas 
isso depende muito do microrganismo suspeito. Existem diretrizes fornecidas pelos servigos de laboratories de 
referencia em qualidade, que devem ser seguidas para assegurar isolamento maximo dos microrganismos 
procurados. As amostras de escarro que foram colhidas basicamente para isolar micobacterias e fungos podem ser 
enviadas sem tratamento adicional, contanto que sejam coletadas em recipientes estereis de propileno ou polietileno. 
Para evitar quebras durante o transporte, nao devem ser usados recipientes de vidro. 

A maioria dos especimes liquidos deve ser transportada ao laboratorio tao logo seja possivel. No contexto 
hospitalar, recomenda-se um intervalo de tempo maximo de 2 horas entre a coleta e a chegada das amostras ao 
laboratorio. 16,63 Esse limite de tempo e problematico com os especimes colhidos nos consultorios medicos. Os 
recipientes de transporte de urina contendo um volume pequeno de acido borico podem ser usados quando o 
transporte rapido nao e possivel. Como altemativa, as amostras de urina podem ser refrigeradas por ate 24 horas 
antes que sejam semeadas em cultura. Um meio de conservagao ou transporte pode ser usado com a maioria dos 
outros especimes, de acordo com as instrugoes do fabricante. Os meios de transporte de Stuart, Amies e Carey-Blair 
sao usados mais comumente e estao disponiveis no comercio; contudo, existem instrugoes para os profissionais 
interessados em preparar esses meios (Boxe 1.2). 

Essencialmente, esses meios sao solugoes-tampao com carboidratos, peptonas e outros nutrientes, fatores de 
crescimento excluidos, que se destinam a preservar a viabilidade das bacterias durante o transporte, sem permitir sua 
multiplicagao. O tioglicolato de sodio e acrescentado como agente redutor para facilitar o isolamento de bacterias 
anaerobias, enquanto a quantidade pequena de agar fomece consistencia semissolida para evitar oxigenagao e 
derramamento durante o transporte. A solugao de borato de sodio pode ser recomendada como conservante para 
envio de especimes suspeitos de conter micobacterias aos laboratories distantes."' O composto de sacarose-fosfato- 
glutamato e um meio de transporte tamponado apropriado para preservar alguns virus, inclusive herpes-virus. Os 
meios de transporte universais e o M4 sao solugoes de transporte usadas comumente para cultura de virus e tambem 
podem ser utilizados em alguns ensaios moleculares, que tem substituido rapidamente as culturas virais. Em 
algumas instituigoes, os swabs Culturette® tambem tem sido utilizados com sucesso para conservar especimes 
virais. 107 Recentemente, foram publicadas e atualizadas diretrizes da Infectious Diseases Society of America (IDSA) 
e da American Society for Microbiology (ASM); essas diretrizes detalhadas e bem-elaboradas devem ser revisadas 
cuidadosamente e seguidas em todos os laboratories de microbiologia. 4 Esse material esta disponivel gratuitamente 
nos meios eletronicos online. 



Boxel.2 


Meio de transporte de Stuart 


Cloreto de sodio 

3g 

Cloreto de potassio 

0,2 g 

Fosfato dissodico 

1,25 g 

Fosfato monopotassico 

0,2 g 

Tioglicolato de sodio 

1,0 g 

Cloreto de calcio a 1%, aquoso 

10,0 g 

Cloreto de magnesio a 1%, aquoso 

10,0 g 

Agar 

4,0 g 

Agua destilada com pH = 7,3 

1,0 i 


Em vez de recriarmos um documento de excelencia, sugerimos que o leitor consulte o Guide to Utilization of the 
Microbiology Laboratory for the Diagnosis of Infectious Diseases: 2013 Recommendations by the Infectious 
Diseases Society of America (IDAS) and the American Society for Microbiology (ASM). Esse documento de 100 
paginas fomece diretrizes quanto aos procedimentos diagnosticos recomendados, de forma a assegurar um especime 
apropriado ao estabelecimento de um diagnostico, assim como o tipo ideal de especime e seu transporte. 

Recebimento do especime e observances preliminares. Na maioria dos laboratories clinicos, existe uma 
area destinada ao recebimento dos especimes. As observagoes e o manuseio iniciais devem ser realizados em uma 
cabine de seguranga biologica (CSB) (ver adiante), em razao da possibilidade cada vez maior de que a equipe do 
laboratorio possa incorrer em infecgoes a partir de especimes que contenham patogenos. A equipe deve usar roupas 
de protegao apropriadas - aventais, luvas de latex e, em alguns casos, mascaras adaptadas ao cliente. No passado 
distante, essas precaugoes eram adotadas apenas com especimes que tivessem rotulos de “risco biologico”. 
Entretanto, nao e possivel determinar quando um paciente pode ser portador de um patogeno transmissivel, ou se 
determinada amostra contem um patogeno extremamente contagioso. Alem disso, o sangue ou os liquidos corporais 
que sao enviados para cultura bacteriana tambem podem conter HIV, VHC (virus da hepatite C) ou outros patogenos 
transmitidos pelo sangue. Por tudo isso, todos os especimes clinicos devem ser manuseados de forma segura e 
consistente, que e referida como precaugoes universais. A adogao dessas diretrizes ajuda a proteger os tecnologos 
durante o processamento de patogenos insuspeitos e tambem suspeitos. 

O processamento dos especimes inclui as seguintes etapas: (1) inclusao de dados essenciais em um registro, que 
hoje geralmente e um banco de dados informatizados, que faz parte do sistema de informagao do laboratorio (SIL); 
(2) inspegao visual e avaliagao se todos os criterios de aceitagao sao atendidos (ver Criterios para rejeigao dos 
especimes, a seguir); e (3) com determinados especimes, exame microscopico direto de laminas a fresco ou 
esfregagos corados para estabelecer um diagnostico presuntivo. 

Criterios para rejeinao dos especimes. Todos os laboratories devem ter estabelecido criterios para rejeigao de 
especimes inadequados. 112 Embora existam diretrizes gerais e os orgaos de acreditagao tenham estabelecido normas, 
cada diretor de laboratorio precisa decidir quais parametros utilizar, dependendo das condigoes locais. As folhas dos 
pedidos e os rotulos dos especimes devem ser conferidos com a solicitagao do medico, de forma a confirmar que 
todas as informagoes essenciais estao incluidas. Se houver algum problema, a melhor conduta e collier uma amostra 
a fresco. Se nao for possivel collier novamente um especime, o laboratorio deve entrar em contato com alguma 
pessoa responsavel para efetuar as corregoes. Tambem e importante acrescentar um comentario no final do laudo, 
indicando que o especime foi recebido com um problema (especificar) e com o nome da pessoa que corrigiu o 
problema. Se for possivel determinar o tipo de especime, em determinados casos pode ser aceitavel acrescentar o 




seguinte comentario: “o especime parece ser...” Caso contrario, o especime deve ser rejeitado. Sempre que houver 
discrepancias, a equipe laboratorial deve descrever por escrito como a situagao foi contomada e os nomes das 
pessoas contatadas no verso da solicitagao, no registro ou no banco de dados do computador. 

O Boxe 1.3 apresenta uma lista com os tipos de especimes ou os pedidos de cultura, que devem ser incluldos na 
lista de rejeigao e nao devem ser processados em seguida. 


Boxe 1.3 


Tipos de especimes ou solicitagoes de cultura que devem ser rejeitados 

1. Qualquer especime recebido em formol (formalina). As unicas excels poderiam ser os especimes volumosos, nos quais o tempo de exposigao 
ao formol e curto (menos de 1 h). Nesses casos, os tecidos devem ser cortados com urn bisturi ou uma tesoura esteril, de forma a recolher 
amostras das partes mais internas para cultura. 

2. Escarro colhido ha mais de 24 h. E dificil evitar contaminagao e as coletas separadas contendo uma concentragao alta de microrganismos diluem 
as amostras subsequentes menos concentradas. 

3. Esfregaqos de secretes do colo uterino, do canal vaginal ou do anus para detecgao de Neisseria gonorrhoeae por Colorado de Gram. 

4. Urn unico swab enviado com varios pedidos; por exemplo, "culturas para aerobios, anaerobios, fungos e tuberculose". 

5. Envio de urn recipiente improprio, nao esteril ou daramente contaminado, no qual houve vazamento de parte do especime. Todos os recipientes 
furados contendo urn especime ch'nico devem ser manuseados com extremo cuidado. 

6. Placas de cultura ressecadas ou apresentando crescimento excessivo. 

7. Especimes daramente contaminados, conforme se evidencia pela presenga de materiais estranhos como bario, corantes ou substancias qui'micas 
oleosas. 

8. Os especimes descritos a seguir nao devem ser aceitos para cultura de anaerobios: lavados gastricos; urina de jato medio; secretes prostaticas 
colhidas por via transretal; fezes (exceto para isolamento de Clostridium difficile nos casos raros em que e necessario o isolamento do agente para 
testes toxigenicos); swabs de ileostomia ou colostomia; especimes da garganta, do nariz ou de outras secretes orofaringeas (exceto especimes 
recolhidos dos tecidos profundos durante uma operagao oral); pele superficial; e culturas de amostras retiradas do ambiente. 

Quando um especime precisa ser rejeitado, a pessoa que o enviou deve ser contatada e colocada a par do 
problema. A equipe do laboratorio deve envidar todos os esforgos para nao rejeitar especimes dificeis de colher 
novamente, como liquido cefalorraquidiano ou lavados bronquicos. Se um problema nao puder ser resolvido 
rapidamente, as culturas devem ser semeadas para evitar perda de integridade do especime. A decisao de transmitir 
ou nao os resultados da cultura pode ser tomada depois. Se apropriado, a condigao do especime deve ser indicada no 
laudo. Em seguida, ao medico cabera a responsabilidade de interpretar o resultado a luz das informagoes que o 
qualifiquem. 

Os criterios de rejeigao devem ser comunicados daramente nas publicagoes ou em comunicagoes internas do 
laboratorio. Quando for possivel, a equipe do hospital deve ser instruida quanto a importancia de se enviarem 
especimes aproveitaveis. Problemas recorrentes e suas solugoes devem ser divulgados nos boletins do laboratorio ou 
em outros veiculos de publicagao, que possam alcangar a equipe e os medicos do hospital. Em alguns casos, e 
necessaria reeducagao dirigida a determinados grupos, que repetidamente quebram o protocolo ou enviam amostras 
fora do padrao ideal. Quando isso for necessario, um dos metodos apropriados para iniciar o dialogo sem 
confrontagao e reunir todo o grupo para estabelecer “as melhores praticas” de cuidado prestado aos pacientes. 

Abordagens da fase pre-anah'tica com relagao custo-eficacia favoravel. Em microbiologia clinica, a 
discussao da relagao de custo-eficacia tern sido impopular ha muitos anos e esta associada a politica de “cortar 
gastos” e fomecer exames de qualidade abaixo do ideal. Essa abordagem era considerada antiacademica, sordida ou 
ate mesmo perigosa pelos microbiologistas tradicionais. Contudo, outra forma de ver a questao e a aplicagao da 
relevancia clinica a microbiologia clinica. O ponto nao e identificar todos os microrganismos que poderiam ser 
recuperados ou realizar testes de sensibilidade com todos os microrganismos que sejam cultivados no laboratorio. A 
questao fundamental e fomecer aos medicos informagoes que permitam a eles prestar os melhores cuidados aos seus 
pacientes. Nesse processo, o trabalho geralmente pode ser realizado com mais economia que se todo o possivel 
fosse realizado. Desse modo, relevancia clinica geralmente e o mesmo que custo-eficacia. Custo-eficacia nao 
significa “barato”, mas sim a melhor valorizagao do dinheiro. 



Esses conceitos nao sao novos. Ha muitos anos (em meados da decada de 1970), o Dr. Bartlett, um renomado 
patologista e diretor do laboratorio de microbiologia do Hartford Hospital, de Connecticut, escreveu relevantemente 
sobre o assunto. Seu livro influente sobre o assunto ainda e uma leitura valida para os microbiologistas clinicos. 6,7 
Muitos outros seguiram o trabalho pioneiro de Dr. Bartlett e, vale ressaltar, resultaram nas melhores praticas para 
melhor beneficio aos pacientes, em vez de buscar outros meios de cortar gastos. 

A relevancia clinica e a relagao de custo-eficacia devem determinar as praticas laboratoriais em todos os 
estagios do processo. A Tabela 1.6 descreve algumas sugestoes para a fase pre-analitica. Conceitos mais modemos, 
alguns importados da industria e dos processos de simpliflcagao, reduzem a variabilidade e contribuem para a 
obtengao de melhores resultados. A investigagao e o investimento de tempo para explorar essas estrategias podem 
resultar em economias significativas de materiais e tempo. 84 Os diretores de laboratorio mais inteligentes, portanto, 
reutilizam o tempo e o dinheiro economizados para justificar novos servigos clinicos ou financiar testes que 
oferegam servigos ainda melhores aos seus pacientes e medicos. As condigoes variam em cada instituigao e, por 
isso, cada diretor de laboratorio deve decidir quais possibilidades sao apropriadas e avaliar estas opgdes com a 
lideranga local. Acima de tudo, o diretor deve assegurar que haja lideranga profissional conduzindo a mudanga, em 
vez de iniciativas administradas com o unico proposito de economizar dinheiro. 


Tabela 1.6 Abordagens com relagao custo-eficacia favoravel na fase pre-analitica dos exames 
microbiologicos. 


Agao 

Razao 

Comentarios 

Cultura seletiva do LCR para 
fungos 70 

Positividade baixa nos pacientes imunocompetentes com 

bioguimica e contagens de celulas normals no LCR 

Cryptococcus neoformans pode causar infecgao 

cronica sem pleocitose no LCR 

Cultura seletiva do LCR para 

micobacterias 70 

Positividade baixa nos pacientes imunocompetentes com 

bioguimica e contagens de celulas normals no LCR 

Nas populagoes de baixo risco de tuberculose, a 

positividade e ainda menor 

Cultura seletiva das fezes para 

bacterias patogenicas ou 

POP 7 0,105 

Positividade baixa nos pacientes hospitalizados ha menos 

de 3 dias 

Existem excegoes, inclusive pacientes 

imunossuprimidoseidosos 

Cultura seletiva dos aspirados 

endotragueais ou do escarro 
expectorado 70 

0 isolamento da microbiota orofaringea contaminante 

aumenta em 10 vezes guando ha mais de 10 celulas 

epiteliais escamosas por campo de pegueno aumento 

Pesguisadores tern aplicado varios criterios 

diferentes 

Uso seletivo do "back-up" do caldo 

nas culturas para bacterias 

Utilidade guestionavel, exceto para culturas em gue pode 

haver formagao de uma biopelicula (p. ex., culturas de 

shunts de LCR) ou crescimento demorado (p. ex., 

Actinomyces, P. acnes e, possivelmente, valvas 

cardiacas dos pacientes com endocardite) 

As culturas de caldo podem ser usadas em outros 

casos, se forem examinadas apenas guando 

aparece um microrganismo nos esfregagos, gue 

nao foi isolado nas placas. Essas culturas nunca 

devem ser realizadas com especimes retirados 

das mucosas superficiais 

Omissao dos testes para antigenos 

bacterianos no LCR 10 - 111 

A sensibilidade e a especificidade baixas limitam sua 

utilidade 


Cultura seletiva do liguido 

peritoneal 

0 padrao dos microrganismos isolados e os perfis de 

sensibilidade sao previsiveis nos pacientes com 

peritonite secundaria (adguirida na comunidade) 

As culturas estao indicadas nos casos de peritonite 

primaria (peritonite bacteriana espontanea) e 

de peritonite adguirida no hospital 

Cultura seletiva de especimes da 

orofaringe 

Streptococcus pyogenes e o agente etiologico principal de 

faringite: a "cultura de rotina" com varios meios 

provavelmente fornece informagoes confusas 

As culturas para Corynebacterium diphtheriae, 

Neisseria ou herpes-virus simples devem ser 

solicitadas especificamente, guando sao 

apropriadas. Arcanobacterium hemolyticum 


causa faringite nas criangas maiores e nos 
adolescentes, mas e isolada no mesmo meio de 
cultura para Streptococcus pyogenes 


Cultura seletiva para bacterias 
anaerobias 


As culturas para anaerobios devem ser realizadas 
rotineiramente apenas com tecidos ou liquido/pus 
aspirado 


As culturas para anaerobios nunca devem ser 
realizadas com amostras retiradas de areas que 
possam ser contaminadas por microbiota da 
mucosa ou fezes 


Limites da frequencia da cultura 


Secreqio orofaringea, urina e exsudato da ferida: uma a 
cada 24 h; sangue: 2 a 3 culturas para excluir 
bacteriemia (frasco de 10 ml, 2 frascos/Zr/fs e dois kits 
usados por pedido de hemocultura com kits colhidos 
apropriadamente a intervalos de 15 min) 


Os resultados das primeiras culturas devem ser 
avaliados antes de solicitar culturas adicionais, 
a menos que a condiqio do paciente seja critica 
e/ou sua condiqio clinica tenha se alterado de 
forma a sugerir uma infecqio nova 


Limites de frequencia para POP A positividade dos exames para Giardia e minima depois Menos de tres exames provavelmente sao 

de tres especimes, que devem ser colhidos em dias suficientes para outros parasitas intestinais 

alternados 


Limites de frequencia dos testes 
para C. difficile 96 


A repetiqao dos testes nao esta justificada no minimo 7 
dias depois de urn resultado negativo de urn ensaio 
baseado em PCR, em vista do valor preditivo negativo 
alto. 0 teste deve ser repetido apenas se houver 
alteraqao significativa do estado clinico sugerindo 
enterocolite de inicio recente por C. difficile 


E inutil repetir o teste depois de urn ensaio de PCR 
positivo; nao ha "teste de cura" para essa 
doen^a e C. difficile persiste como parte da 
microbiota do paciente, embora sem causar 
doen^a 


Limites dos testes do LCR para DNA A positividade e minima quando as contagens de celulas Existem algumas excels descritas, especialmente 
do herpes-virus simples 106,110 do LCR sao normais e nao ha evidencia de lesoes focais criangas 

na RM 


Limites dos especimes duplicados Reunir os especimes, ou escolher a melhor amostra (com Se houver alguma duvida quanto a equivalence 
retirados do mesmo local no base na Colorado por Gram e/ou tempo de transporte) dos especimes, consulte o medico antes de 

mesmo dia processa-los; se houver duvida, processe as 

amostras separadamente de imediato e 
consulte o medico quando for possivel; 
conserve os especimes por 24 h, no minimo 


Limites para especimes repetidos Referenciar os especimes subsequentes com a avaliaqio Conservar o especime por 24 h, no minimo; 
obtidos de urn local nao esteril anterior; se o especime subsequente tiver sido conservar as placas inoculadas e parcialmente 

dentro de urn intervalo definido inoculado em meios e houver diferen^as significativas avaliadas por urn periodo definido (p. ex., 7 

com o especime original, consultar o medico quanto a dias) 
a^aosubsequente 


Eliminaqao da cultura das pontas de Rejeitar o especime para cultura Informe ao medico que ele deve enviar urina para 

cateteres urinarios de longa cultura 

permanencia 114 


LCR = liquido cefalorraquidiano; POP = pesquisa de ovos e parasitas; RM = ressonancia magnetica; PCR = reagao da cadeia 
de polimerase. Para mais informagoes, o leitor deve consultar as references 4, 62 e 81. 


Fase analitica 



Exame microscopico. Alguns autores enfatizaram as razoes para realizar exames microscopicos das amostras 
clinicas. 6 ’ 8 

• A quantidade e a porcentagem de neutrofilos segmentados presentes indicam a magnitude e o tipo de reagao 
inflamatoria. Desse modo, a qualidade dos especimes pode ser validada 

• A observagao de bacterias, hifas e/ou leveduras, parasitas ou inclusoes virais pode fomecer informagoes 
suficientes para estabelecer um diagnostico presuntivo imediato 

• O exame microscopico direto tambem pode fornecer indicios presuntivos imediatos da presenga de bacterias 
anaerobias. Com esses indicios em maos, o medico pode tomar decisoes mais racionais acerca do tratamento 
antimicrobiano inicial. 

No passado, o exame das preparagoes a fresco de amostras nao coradas por contraste de fase ou microscopia em 
campo escuro era realizado para demonstrar a mobilidade dos espiroquetas e dos endosporos, mas hoje isto nao e 
realizado comumente. As coloragoes por Giemsa, Wright ou laranja de acridina (LA) podem ajudar a encontrar 
bacterias que se coram fracamente, ou que tern pouco contraste com o material de fundo. 

As coloragoes diretas dos especimes clinicos por Gram tambem podem ser usadas para determinar se uma 
amostra e representativa do foco infeccioso. Essa tecnica tern sido utilizada para avaliar amostras de escarro. 
Bartlett elaborou um sistema de graduagao para avaliar as amostras de escarro quanto as contagens relativas de 
celulas epiteliais escamosas e neutrofilos segmentados nas mostras de escarro coradas diretamente por Gram (Boxe 
1.4). 6 Utilizando esse sistema, numeros negativos sao atribuidos a um esfregago quando sao encontradas celulas 
epiteliais escamosas, que indicam contaminagao pelas secregoes orofaringeas (saliva). Numeros positivos sao 
atribuidos quando ha neutrofilos segmentados, indicando a existencia de inflamagao em atividade. A magnitude 
desses numeros negativos e positivos depende das contagens relativas de celulas epiteliais e neutrofilos 
segmentados, como se pode observar no esbogo do sistema de graduagao de Bartlett. Um escore final de 0 ou menos 
indica inexistencia de reagao inflamatoria ou presenga de contaminagao salivar significativa, invalidando assim o 
especime. A Prancha 1.1 ilustra fotografias de microscopia representativas de preparagoes de escarro corado por 
Gram. 

Murray e Washington 86 sugeriram um sistema de graduagao semelhante (Boxe 1.5). Os numeros altos de celulas 
epiteliais dos grupos 1 a 4 desse sistema indicam contaminagao por secregoes orofaringeas e invalidam as amostras 
(/. e., os especimes devem ser rejeitados). Apenas as amostras do grupo 5 sao consideradas clinicamente relevantes. 
Em um estudo clinico, Van Scoy 115 recomendou que as amostras de escarro contendo mais que 25 neutrofilos 
fossem aceitas para cultura, mesmo que houvesse mais que 10 celulas epiteliais (grupo 4). Esses criterios sugeridos 
para a avaliagao do escarro foram avaliados aplicando-os a pares correspondentes de secregao respiratoria obtida por 
expectoragao e aspiragao transtraqueal (uma tecnica que evita contato com a microbiota orofaringea). 53 


Boxe 1.4 


Sistema de graduagao de Bartlett para avaliar a qualidade das amostras de escarro 


Contagem de neutrofilos por campo de pequeno aumento (lOx) Grau 

<10 0 

10a 25 +1 

>25 +2 

Presenga de muco +1 

Contagem de celulas epiteliais por campo de pequeno aumento (lOx) 

10 a 25 -1 

>25 -2 


Total 



"E preciso determinara media das contagens de celulas epiteliais e neutrofilos em cerca de 20 ou 30 campos microscopicos separados (lOx); em 
seguida, deve ser calculado o total. 0 escore final de 0 ou menos indica inexistencia de inflamagao em atividade ou contaminagao por saliva. Os 
especimes insatisfatorios devem ser rejeitados e o medico deve ser notificado, de forma gue possa solicitar outras amostras de escarro, se houver 
indicagao di'nica. A expressao "se houver indicagao clfnica" e importante, porgue se for transmitida uma mensagem como "Repetir a cultura de 
escarro", entao isso pode ser realizado mesmo gue as manifestagoes di'nicas do paciente nao justifiquem a repetigao do exame. 


O sistema de graduagao do escarro nao pode ser aplicado quando ha suspeita de infecgoes pulmonares causadas 
por micobacterias, fungos, especies de Legionella e virus. Alem disso, o significado dos PMN e alterado em 
algumas situagoes: (1) quando o paciente tem neutropenia causada por alguma doenga ou tratamento; (2) quando o 
paciente nao desenvolve uma reagao inflamatoria eficaz; e (3) quando ha um corpo estranho causando irritagao na 
superficie da mucosa. A neutropenia pode ser atribuida a uma deficiencia hereditaria, ou porque as celulas 
inflamatorias ou seus precursores sao destruidos, seja por um processo patologico ou por quimioterapia para tratar 
alguma doenga. Em alguns casos, os neutrofilos tem capacidade reduzida de migrar para o foco infeccioso. Com 
base nas informagoes fomecidas comumente pelos medicos, raramente e possivel que o microbiologista clinico 
determine se um paciente tem neutropenia. Uma das excegoes e a deficiencia ainda pouco esclarecida de 
mobilizagao dos neutrofilos, que ocorre no periodo de lactencia. 30 A idade exata com que a crianga pode 
desenvolver uma reagao neutrofilica plena nao esta claramente definida, mas em lactentes com menos de 2 meses de 
vida, as decisoes de rejeitar especies ou avaliar isolamentos parciais de bacterias nao devem ser baseadas na 
inexistencia de neutrofilos no especime. 


Boxel.5 


Sistema de graduagao de Murray e Washington para avaliar a qualidade das amostras de escarro 

Celulas epiteliais por campo de pequeno aumento Leucocitos por campo de pequeno aumento 


Grupo 1 

25 

10 

Grupo 2 

25 

10a 25 

Grupo 3 

25 

25 

Grupo 4 

10a 25 

25 

Grupo 5 

<10 

25 


Existem duas situagoes nas quais corpos estranhos modificam as interpretagoes relacionadas a presenga de 
neutrofilos. A primeira e quando ha um cateter endotraqueal nas vias respiratorias inferiores e a segunda, quando o 
paciente tem um cateter de longa permanencia (p. ex., cateter de Foley) nas vias urinarias inferiores. Nesses dois 
casos, a existencia de neutrofilos em uma amostra pode refletir a irritagao causada pelo cateter, em vez de um agente 
infeccioso, embora os dois fatores possam coexistir. Nas vias respiratorias, a inflamagao pode ser causada por uma 
infecgao focal (traqueite) em vez de uma pneumonia, mesmo quando ha um componente infeccioso. Quando os 
neutrofilos das vias respiratorias nao podem ser usados como indicador de pneumonia, este diagnostico deve ser 
baseado nas manifestagoes clinicas e radiograficas, conforme esta descrito no Capitulo 2. Nas vias urinarias 
inferiores, a presenga de leucocitos nao pode ser usada como indicagao de uma infecgao clinicamente significativa, 
quando o paciente tem um cateter no local 103 ou mesmo que tenham sido realizadas cateterizagoes intermitentes 
repetidasf 4 O determinante clinico do tratamento das infecgoes das vias urinarias do paciente com cateteres de 
longa permanencia e a existencia de sintomas ou nao (ver Capitulo 2). 

Tecnicas de microscopia. Algumas tecnicas podem ser usadas no exame de microscopia direta de amostras 
clinicas, seja para demonstrar a presenga de microrganismos ou observar algumas caracteristicas bioquimicas, 
fisiologicas ou sorologicas. A Tabela 1.7 descreve as tecnicas utilizadas comumente nos laboratories de 
microbiologia clinica. Como o indice de refragao das bacterias e de outros microrganismos e semelhante ao do meio 




da preparagao, eles nao sao vislveis quando sao examinados por iluminagao de campo claro. Por isso, os 
microrganismos geralmente sao corados na tentativa de que sejam demonstrados. Entretanto, em alguns casos, pode- 
se realizar um exame sem coloragao, que pode ser facilitado por algumas manipulagoes da fonte de luz. Em geral, e 
recomendavel reduzir a quantidade de luz que entra no campo fechando o diafragma da Iris e, desse modo, 
acentuando o contraste entre o objeto a ser observado e o fiindo da lamina. A pratica comum de abaixar o 
condensador para conseguir esse efeito nao deve ser recomendada. 

Tabela 1.7 Tecnicas para exame direto de especimes sem coloragao. 

Metodose materials Finalidade Tecnicas 


Preparagao com salina 

Cloreto de sodio a 0,85% (aquoso) 

Laminas de microscopio de vidro: 7,5 x 2,5 cm 
Lammulas 

Mistura de parafina-vaselina (Vaspar”) 


Tecnica da gota pendente 

Lamina de vidro para gota pendente (Essa lamina 
de vidro e grossa e tern lima depressao 
concava) 

Laminula 

Solugao salina ou mistura de agua e parafina- 
vaselina 


Preparagao de iodo 

Solugao de iodo de Lugol: 

Cristais de iodo, 5 g 
lodeto de potassio, 10 g 
Agua destilada, 100 m£ 

Dissolver o Kl em agua e acrescentar os cristais de 
iodo lentamente, ate que sejam dissolvidos. 
Filtrar e guardar em um frasco hermeticamente 
fechado. Diluir a 1:5 com agua antes de usar. 


Determinar a atividade biologica dos 
microrganismos, inclusive sua 
mobilidade ou reaves a determinados 
compostos quimicos, ou a reatividade 
sorologica em antissoros especificos. 
Essa ultima condigao inclui a reagao de 
Quellung (edemaciamento capsular) 
usada para identificar diferentes tipos 
de capsulas de Streptococcus 
pneumoniae e Haemophilus influenzae 

A preparagao da gota pendente atende aos 
mesmos propositos da preparagao com 
salina, com excegao de que ha menos 
distorgao provocada pelo peso da 
laminula e o examinador pode 
conseguir um campo de foco mais 
profundo na gota. Em geral, essa 
tecnica e usada para estudar a 
mobilidade das bacterias 


Em geral, as preparagoes de iodo sao 
usadas em paralelo com as preparagoes 
salinas para examinar fezes ou outros 
materiais quanto a presenga de ovos de 
protozoarios ou helmintos. 0 iodo cora 
osnucleoseas organelas 
intracitoplasmaticas, de forma que 
sejam visualizadas com mais facilidade 

As preparagoes de iodo nao podem ser 
usadas em vez das preparagoes salinas, 
porque o iodo paralisa a mobilidade 


Espalhar uma quantidade pequena do especime a 
ser examinado em uma gota de solugao salina 
na lamina do microscopio. Cobrir com uma 
laminula e examinar diretamente com a 
objetiva 40x ou lOOx (imersao em oleo) do 
microscopio, fechando o diafragma da iris para 
reduzir a quantidade de luz transmitida. Para 
evitar ressecamento, circunde a laminula com 
uma quantidade pequena de parafina- 
vaselina, antes de depositar a gota com o 
especime sobre a lamina 

Um volume pequeno da mistura de parafina- 
vaselina e colocado ao redor da borda da 
depressao existente na superficie interna da 
lamina de gota pendente. As celulas retiradas 
de uma colonia bacteriana a ser examinada sao 
colocadas no centra da laminula, imersas em 
uma goticula de solugao salina ou agua. A 
lamina e invertida e pressionada sobre a 
laminula, direcionando a gota de suspensao 
bacteriana a entrar no centra da depressao. A 
lamina e mantida cuidadosamente na posigao 
vertical para realizar o exame direto ao 
microscopio 

Um volume pequeno da materia fecal ou de outros 
materiais e misturado em uma gota da solugao 
de iodo sobre uma lamina de microscopio. Essa 
gota e misturada ate formar uma suspensao 
homogenea e, em seguida, a laminula e 
colocada sobre a gota. Em seguida, a 
preparagao e examinada diretamente ao 
microscopio. Se houver demora ou se for 
necessario fazer uma preparagao 
semipermanente para exame subsequente, as 



Laminas de microscopio de 7,5 x 2,5 cm 
Lammulas 

Preparacao de hidroxido de potassio (KOH) 

Hidroxido de potassio a 10% (aquoso) 

Laminas de microscopio de 7,5 x 2,5 cm 
Lammulas 


Preparacao de nanquim 

Nanquim (marca Pelikan ),ou nigrosina (granular) 
Laminas de microscopio de 7,5 x 2,5 cm 
Laminula 


Exame em campo escuro 

Microscopio composto equipado com urn 
condensador de campo escuro 

Laminas de microscopio de 7,5 x 2,5 cm 

Lammulas 

Soro fisiologico 

Bastonetes com aplicador ou cureta 
Mistura de parafina-vaselina 


das bacterias e dos trofozoitos dos 
protozoarios 

A preparacao de KOH e usada para ajudar a 
demonstrar elementos fungicos no 
material mucoide espesso ou nos 
especimes que content material 
gelatinoso, inclusive escamas de pele, 
unhas ou pelos. 0 KOH dissolve a 
queratina de fundo e demonstra os 
elementos fungicos, tornando-os mais 
evidentes 

As prepares de nanquim ou nigrosina 
sao usadas na microscopia direta para 
pesquisa de capsulas de alguns 
microrganismos. Os granulos finos do 
nanquim ou da nigrosina formam urn 
fundo semiopaco, sobre o qual as 
capsulas claras podem ser examinadas 
facilmente. Essa tecnica e 
especialmente util para demonstrar as 
capsulas grandes de Cryptococcus 
neoformans no liquido 
cefalorraquidiano, no escarro e em 
outras secretes 

0 exame em campo escuro e usado para 
demonstrar alguns microrganismos 
delicados, que nao sao visiveis por 
optica iluminada e nao podem ser 
corados facilmente. Essa tecnica e 
especialmente util na demostraqio de 
espiroquetas em especimes colhidos de 
cancros sifilfticos suspeitos de 
Treponema pallidum 


bordas da laminula podem ser seladas com a 
mistura de parafina-vaselina 

Suspender os fragmentos de escamas cutaneas, 
unhas ou pelos em uma gota de KOH a 10%. 
Depositar a laminula sobre a gota e deixar 
descansando a temperatura ambiente por 
cerca de meia hora. A lamina pode ser 
ligeiramente aquecida para acelerar o processo 
de limpeza, mas nao pode ferver. Examinar ao 
microscopio em busca de hifas ou esporos de 
fungos 

Centrifugar ligeiramente o liquido 

cefalorraquidiano ou outros especimes liquidos 
para concentrar quaisquer microrganismos no 
sedimento. Emulsificar urn volume pequeno do 
sedimento em uma gota de nanquim ou 
nigrosina depositada na lamina do microscopio 
e cobrir com uma laminula. Evitar fazer uma 
emulsao de contraste muito espessa, ou a 
transmissao de luz podera ser totalmente 
bloqueada. Examinar a lamina diretamenteao 
microscopio utilizando a objetiva lOx para 
busca geral e 40x para confirmar os 
microrganismos encapsulados suspeitos 

A secre^ao a ser examinada e obtida do paciente. 

No caso de urn cancro, a parte superior da 
crosta e raspada com uma lamina de bisturi e 
uma quantidade pequena do material seroso e 
colocada em uma lamina de microscopio. 
Circundar uma laminula com a mistura de 
parafina-vaselina e colocar sobre a gota com o 
material 

Examinar a lamina diretamenteao microscopio 
com urn condensador de campo escuro e 
objetiva 40x ou lOOx. Os espiroquetas 
aparecem como "saca-rolhas" brilhantes e 
moveis contra urn fundo escuro 


Coloragoes diretas. Em geral, os corantes biologicos sao necessarios para examinar as bacterias com clareza e, 
em alguns casos, demonstrar detalhes microscopicos de suas estruturas intemas. A introdugao dos corantes em 
meados do seculo 19 foi responsavel, em grande parte, pelos avangos expressivos ocorridos na microbiologia cllnica 
e em outros campos da microscopia diagnostica durante os ultimos 100 anos. Hoje em dia, somos tao dependentes 
dos corantes biologicos, que e dificil imaginar como o estudo das bacterias poderia ter progredido sem sua 



utilizagao. A Tabela 1.8 demonstra as formulas qulmicas, os componentes e as fmalidades dos corantes utilizados 
comumente no laboratorio de microbiologia. 

Os corantes consistem em preparagoes organicas ou aquosas de tinturas (ou grupos de tinturas), que conferem 
diversas cores aos microrganismos, tecidos vegetais e animais, ou outras substancias biologicamente importantes. 
Os corantes podem ser usados para realizar coloragao direta dos materials biologicos, como indicadores de 
alteragoes do pH em meios de cultura, como indicadores de oxidagao-redugao para demonstrar a presenga ou 
ausencia de condigoes anaerobias, ou para demonstrar as fungoes fisiologicas dos microrganismos utilizando as 
chamadas tecnicas supravitais. 

Quase todos os corantes biologicamente uteis sao derivados do alcatrao. A estrutura quimica fundamental da 
maioria dos corantes e o anel de benzeno. Em geral, os corantes sao compostos por dois ou mais aneis de benzeno 
unidos por ligagoes quimicas bem defmidas, que estao associadas a geragao de cor (cromoforos). Embora o 
mecanismo basico da formagao das cores nao esteja completamente esclarecido, suspeita-se que alguns radicais 
quimicos tenham a propriedade de absorver luz com diferentes comprimentos de onda, atuando como prismas 
quimicos. Alguns dos grupamentos cromoforos mais comuns presentes nos corantes sao: C=C, C=0, C=S, C=N, 
N=N, N=0 e N0 2 . (Observe a existencia desses grupos nas formulas quimicas dos corantes relacionados na Tabela 
8.1.) A intensidade da cor de um corante e proporcional a quantidade de radicais cromoforos do composto. 

Os corantes diferem entre si quanto a quantidade e a configuragao desses aneis e quanto a substituigao dos 
atomos de hidrogenio por outras moleculas. Por exemplo, existem tres substituigoes singulares fundamentais por um 
atomo de hidrogenio do benzeno, que constitui a estrutura basica da maioria dos corantes: (1) substituigao de um 
grupo media para formar tolueno (metilbenzeno); (2) substituigao de um grupo hidroxila para formar fenol (acido 
carbolico); e (3) substituigao de um grupo amina para formar anilina (fenilamina). A maioria dos corantes utilizados 
em microbiologia e derivada da anilina e sao conhecidos como corantes anilinicos. 

Tabela 1.8 Corantes biologicos utilizados comumente em bacteriologia. 


Corante Formula quimica Ingredientes 

Azul de me- H 3 C CH 3 Azul de metileno 0,3 g 

tilenode n N Alcool etflico a 95% 30 mF 

Loeffler h 3 C / L n n ch 3 Agua destilada 100 mF 


Tetrametiltionina 


Gram 



N(CH 3 ) 2 

nh 2 


Violeta cristal 
(hexametilpararosanilina) 


HaC o SO 


CH 3 

nh 2 


Dimetil fenossafranina 


Alcool - 
acido de 
Ziehl-Neelsen 


c /Q nh * 

nh 2 

Carboltucsina 

(triaminotrifenilmetano) 



Fluorocromo 



CH 3 NH ch 3 


Auramina O 


/0-/VN(C 2 H 5 ) 2 


(c 2 h 5 ) 2 n c 






o" 


COOH 
Rodamina B 


H 


(CH 3 )N 




N(CH 3 ) 2 


Laranja de acridina (LA) 


Violeta cristal 


Violeta cristal 

2g 

Alcool etflico a 95% 

20 mf 

Oxalatode NH, 

Agua destilada 

0,8 g 

100 mf 

lodo de Gram 

lodeto de potdssio 

2g 

Cristais de iodo 

i g 

Agua destilada 

100 mf 

Descolorante 

Acetona 

50 mf 

Alcool etflico a 95% 

50 mf 

Contracorante 

Safranina 0 

2.5 g 

Alcool etflico a 95% 

100 mF 

Acrescentar 100 mf £ 

100 mf 

agua destilada 

Carbolfucsina 

Cristais de fenol 

2,5 mF 

Alcool a 95% 

5mF 

Fucsina bdsica 

0,5 g 

Agua destilada 

100 mF 

Alcool-dcido a 3% 

HCI concentrado 

3 mF 

Alcool a 70% 

100 mF 

Azul de metileno 

Azul de metileno 

0.5 g 

Acido acbtico glacial 

0,5 mF 

Agua destilada 

100 mF 

Auramina 0 

1,5 g 

Rodamina B 

0,75 g 

Glicerol 

75 mF 

Fenol 

10 mF 

Agua destilada 

50 mF 

LA em p6 

20 mg 

Acetato de sodio, solu- 

190 mF 

gao-tampao (pH 3,5) 
(Acrescentar cerca de 

90 mF de HC11 M a 

100 m t de acetato de 

Na 1 M) 


Finalidades 

Esse 6 um corante direto simples 
utilizado em vdrios microrganismos, 
embora seja usado especialmente 
para detectar bactbrias nos esfre- 
gagos de Ifquido cefalorraquidiano 
em casos suspeitos de meningite 
bacteriana 

Esse corante 6 usado para demonstrar 
as propriedades de coloragao de 
todos os tipos de bactdrias 

As bactdrias gram-positivas ret§m 
o corante violeta cristal depois da 
descoloragao e aparecem em cor 
azul-escura 

As bactdrias gram-negativas nao 
conseguem reter o corante violeta 
cristal depois da descoloragao e sao 
contracoradas em vermelho pelo 
corante safranina 

As caractertsticas de coloragao ao 
Gram podem ser atfpicas nas cultu- 
ras muito jovens, antigas, mortas ou 
em processo de degeneragao 

Os bacilos blcool-acidorresistentes 
sao assim chamados porque sao 
circundados por um envoltdrio de 
lipfdios (acidos micdlicos), que e 
resistente a coloragao. Calor ou um 
detergente (Tergitol®) 6 necessdrio 
para permitir que o corante penetre 
na bactdria. Depois de coradas, as 
bactdriasdlcool-acidorresistentes 
a descoloragao, enquanto outras 
bactbrias sao descoloradas pelo 
dlcool-dcido 

Esse corante de fluorocromo cora 
seletivamente as micobactdrias 
porque se liga ao dcido micolico 
da parede celular. Esse corante 
demonstra as micobactdrias mais 
claramente que os corantes dlcool- 
dcidos convencionais e permite a 
triagem dos esfregagos sob menor 
aumento, porque os microrganismos 
aparecem mais claramente 

A laranja de acridina 6 um corante 
especialmente conveniente para 
demonstrar bactbrias em caldo de 
hemocultura, Ifquido cefalorraqui¬ 
diano, esfregagos uretrais ou outros 
exsudatos, nos quais podem estar 
presentes em contagens relativa- 
mente baixas (10* UFC), ou quando 
ficam obscurecidas por um fundo 
macigo de leucdcitos polimorfonu- 
cleares ou outros detritos, Em pH 
abaixo de 4,0, as bactdrias e as 
leveduras coram-se em laranja- 
brilhante contra um fundo preto, 
verde-claro ou amarelo 


Wright-Giemsa 


Azul de metileno policrbmico 

Corante de Wright 

99 

0 corante de Wright-Giemsa 6 usado 

Azul de metileno 

em po 


comumente para corar elementos 

Azure de metileno 

Corante de Giemsa 

1 9 

celulares do esfregago de sangue 

Eosina 

em p6 


periterico. Em microbiologia, esse 

h 3 c n ^ch 3 

Glicerina 

90 mf 

corante 6 titil para demonstrar mi¬ 

Alcool metflico absolute 

2.910 mf 

crorganismos intracelulares como 

Misturar em frasco 
marrom e deixar 


Histoplasma capsulatum e espdcies 
de Leishmania (Prancha 1.2 G). 

Azure B de metileno 

descansar por 1 m&s 


AI6m disso, esse corante 6 util para 


antes de usar 


demonstrar inclusoes intracelulares 


em esfregagos diretos de pele ou 
mucosas, inclusive raspados da cdr- 
nea para diagnosticar tracoma 


Lactofenol 


NH 



Anilina azul 


S0 3 Na 

Cristais de fenol 

20 g 


Acido iSctico 

20 g 

S0 3 Na 

Glicerol 

40 mt 


Agua destilada 

20 mt 


Dissolver os ingredien- 

0,05 g 


tes e depois acrescen- 
tar: anilina azul 


Em razao dos grupos sulffinicos, o 
corante anilina azul 6 fortemente 
dcido e tern sido usado como 
contracorante para tecidos nao 
fixados, bacterias e protozoa rios em 
combinagao com outros corantes. 
Utilizado comumente para Colorado 
direta do micdlio fungico e estrutu- 
ras germinativas, que conferem uma 
coloragao azul-clara delicada 


Todos os corantes biologicos tem afmidade por hidrogenio. Quando todos os locais moleculares que podem 
ligar-se ao hidrogenio estao ocupados, o corante esta em seu estado reduzido e geralmente e incolor. No estado 
incolor, o corante e descrito como urn leuco composto. Quando analisamos esse conceito em uma perspectiva 
oposta, um corante retem sua cor apenas enquanto suas afmidades por hidrogenio nao estiverem totalmente 
satisfeitas. Como o oxigenio geralmente tem mais afmidade por hidrogenio que muitos corantes, a cor e conservada 
quando existe ar. Isso permite que alguns corantes - como o azul de metileno - sejam usados como indicadores de 
oxidagao-redugao em condigoes anaerobias, porque o indicador toma-se incolor quando nao ha oxigenio. 

Em termos gerais, os corantes sao referidos como acidos ou basicos. Esses termos descritivos nao se referem 
necessariamente as suas reagoes de pH em solugao, mas sim ao fato de que uma porcentagem significativa de suas 
moleculas e anionica ou cationica. Em termos praticos, os corantes basicos coram estruturas que sao acidas, 
inclusive a cromatina nuclear das celulas; os corantes acidos reagem com substancias basicas, como as estruturas do 
citoplasma. Quando as estruturas nucleares e citoplasmaticas precisam ser coradas em determinada preparagao, 
podem ser utilizadas combi nagoes de corantes acidos e basicos. Um exemplo comum e o corante de hematoxilina 
(basico) e eosina (acido), ou H&E, utilizado nos exames de cortes histologicos. 

Uso de corantes em microbiologia. Os microbiologistas comumente realizam exames de microscopia direta em 
especimes enviados para cultura. Com isso, pode-se nao apenas fomecer ao medico um diagnostico presuntivo 
imediato, como tambem a detecgao de microrganismos especificos pode orientar a escolha dos meios de cultura 
apropriados e oferecer uma comparagao valiosa para controle de qualidade das cepas isoladas. A Tabela 1.9 
descreve a doenga, a morfologia e a coloragao dos microrganismos presentes nos especimes coletados e enviados 
aos laboratories de microbiologia. 

Coloragao por Gram. Descoberto ha mais de 100 anos por Hans Christian Gram, o corante de Gram e utilizado 
mais comumente em exames de microscopia direta dos especimes e das subculturas (Tabela 1.8). A tecnica de 
coloragao esta explicada no Boxe 1.6. 

O violeta cristal (violeta de genciana) serve como tintura primaria, que se liga a parede celular das bacterias 
depois do tratamento com uma solugao fraca de iodo, que age como um mordente, auxiliando o corante se ligar. Em 
razao da composigao quimica de suas paredes celulares, algumas bacterias conseguem reter o violeta cristal mesmo 
depois da aplicagao de um descolorante organico, inclusive uma mistura de partes iguais de acetona e alcool etilico 
a 95%. As bacterias que retem o corante adquirem coloragao preto-azulado quando sao observadas ao microscopio e 
sao conhecidas como gram-positivas. Algumas bacterias perdem a tintura primaria de violeta cristal quando sao 
tratadas com o descolorante, provavelmente em razao do teor alto de lipidios de suas paredes celulares e das 
quantidades menores de peptidoglicano. Em seguida, essas bacterias descoloradas sao coradas com o contracorante 
safranina e adquirem coloragao rosea ou avermelhada quando sao examinadas ao microscopio; estas sao as 
chamadas bacterias gram-negativas (Prancha 1.2 A). O exame de alguns bacilos gram-negativos exigentes (como as 
especies de Legionella ) pode ser facilitado pelo acrescimo de carbolfucsina a 0,05% ao contracorante safranina. 



Essas reagoes ao corante de Gram, quando sao interpretadas em conjunto com a morfologia (cocos e bacilos) e a 
disposigao das celulas bacterianas, podem ser usadas para fazer identificagoes presuntivas. 

Tabela 1.9 Diagnostico das doengas infecciosas por exame direto dos especimes de cultura. 


Especime 

Doenca suspeita 

Tecnica laboratorial 

Resultados positivos 

Cultura de orofaringe 

Difteria 

Colorado por Gram 

Azuldemetileno 

Bastonetes gram-positivos pleomorficos delicados com 

disposigao em letras chinesas 

Bastonetes com Colorado azul-clara; com granulos 

metacromaticos proeminentes 


Faringite estreptococica 

Tecnica do anticorpo 

Cocos fluorescentes formando cadeias; utilizar controles 


aguda 

fluorescente direto 

(depois de 4 a 6 h de 

incubagao no caldo de 

Todd-Hewitt) 

positivos e negativos com cada corante 

Olceras orofarlngeas 

Doenca de Vincent 

Colorado por Gram 

Presenga de bastonetes gram-negativos e bacilos 

espiralados finos 

Escarro 

Aspirados transtragueais 

Pneumonia bacteriana 

Colorado por Gram 

Varios tipos de bacterias; o Streptococcus pneumoniae (/'. e., 

diplococos gram-positivos com formato de lanceta) e 

particularmente sugestivo desse diagnostico 

Lavados bronquicos 


Tuberculose 

Colorado alcool-acida 

Bacilos alcool-acidorresistentes 


Micosepulmonar 

Colorado por Gram, 

Wright-Giemsa ou 

branco de calcofluor 

Colorado de Gram-Weigert 

Leveduras em germinagio, pseudo-hifas, hifas verdadeiras 

ou corpos germinativos 

Feridas de pele ou secregio 

Celulite bacteriana 

Colorado por Gram 

Varios tipos de bacterias; suspeitar de especies anaerobias 

purulenta de fistulas 

subcutaneas 


Gangrena gasosa 

(mionecrose) 

Colorado por Gram 

Bacilos gram-positivos sugestivos de Clostridium 

perfringens (/. e., bacilos gram-positivos com formato 

de bastonetes); os esporos nao sao encontrados 

comumente 


Micetoma actinomicotico 

Colorado deuma lamina de 

salinadiretapor Gram 

ououtro corante alcool- 

acido modificado 

"Granulos de enxofre" 

Filamentos delicados e ramificados gram-positivos; as 

especies de Nocardia podem ser alcool-acido 

fracamente resistentes 


Micetoma eumicotico 

Preparagao de salina direta 

Colorado por Gram ou 

preparagao com 

Graos brancos, cinzentos ou pretos 

Hifas verdadeiras com dilatagoes focais ou damidosporos 



lactofenol azul de 
algodao 


Li'quido cefalorraquidiano 

Meningite bacteriana 

Colorado por Gram 

Cocobacilos gram-negativos diminutos (especies de 

Haemophilus) 

Diplococos gram-negativos [Neisseria meningitidis) 

Diplococos gram-positivos [Streptococcus pneumoniae) 



Colorado por azul de 

metileno 

Bacterias que se coram em preto-azulado 



Colorado por laranja de 

acridina 

Bacterias que adquirem cor laranja-brilhante sob luz 

ultravioleta 


Meningite criptococica 

Tinta nanquim ou nigrosina 

Leveduras encapsuladas com germina^ao de brotos 


Listeriose 

Colorado por Gram 

Bacilos gram-positivos delicados 



Tecnica da gota pendente 

Bacterias com movimentos aleatorios 

Urina 

Infec^ao por leveduras 

Colorado por Gram ou 

Wright-Giemsa 

Pseudo-hifas ou leveduras em germina^ao 


Infec^ao bacteriana 

Colorado por Gram 

Varios tipos de bacterias 


Leptospirose 

Exame em campo escuro 

Espiroquetas moveis firmemente retorcidos 

Secregao uretral purulenta 

Gonorreia 

Colorado por Gram 

Diplococos gram-negativos intracelulares 


Infec^ao por Chlamydia 

Colorado do esfregago com 

anticorpo fluorescente 

direto 

Corpos elementares 

Secregao vaginal purulenta 

Infec^ao por leveduras 

Prepara^ao direta ou 

Colorado por Gram 

Pseudo-hifas ou leveduras em germina^ao 


Infec^ao por Trichomonas 

Prepara^ao direta 

Flagelados com mobilidade rapida 


Gardnerella vaginalis 

Colorado de Pap ou Gram 

Determlnar o pH das 

secretes vaginais 

"Celulas grudadas" ou pH das secretes vaginais > 5,5 

Olcera (cancro) do penis ou 

da vulva 

Sffilis primaria 

Exame da secre^ao do 

cancro em campo 

escuro 

Espiroquetas moveis firmemente retorcidos 


Cancroide 

Colorado por Gram da 

secre^ao da ulcera ou do 

aspirado do bubao 

inguinal 

Bacilos gram-negativos pequenos intracelulares e 

extracelulares 

Secre^ao ocular 

Conjuntivite purulenta 

Colorado por Gram 

Varias especies de bacterias 


Tracoma 

Colorado por Gram dos 

raspados de cornea 

Grupos de inclusoes perinucleares intracelulares 


Fezes 

Enterocolite purulenta 

Colorado por Gram 

Neutrofilos e agregados de estafilococos 


Colera 

Preparagao direta com 

enriguecimento com 

agua e peptona alcalina 

Bacilos com mobilidade rapida tipica; nenhum neutrofilo 


Parasitoses 

Preparagao direta com 

salina ouiodo. 

Examinaros especimes 

lavados 

Parasitas adultos ou fragmentos de parasitas; protozoarios 

ou ovos 

Raspados de pele, 

fragmentosdeunhaou 

grumosdepelos 

Dermatofitose 

Preparagao com KOFI a 10% 

Hifas delicadas ou grupos de artroconidios 


Tinea versicolor 

Preparagao com KOFI a 10% 

ou lactofenol azul de 

algodao 

Hifas e esporos semelhantes a espaguete com almondegas 

Sangue 

Febre recidivante ( Borrelia ) 

Coloragao por Wright ou 

Giemsa 

Exame em campo escuro 

Espiroguetas frouxamente retorcidas 


Parasitas sangulneos: 

malaria, 

tripanossomose, 

filariose 

Coloragao por Wright ou 

Giemsa 

Exame direto do sangue 

com anticoagulante 

para detectar 

microfilarias 

Parasitas intracelulares (malaria, babesiose) 

Formas extracelulares: tripanossomos ou microfilarias 

Friedly 4is revisou 

as aplicagoes comuns 

do corante de Gram. 

Cocos gram-positivos em grupos sugerem 


estafilococos, enquanto cocos em cadeias indicam estreptococos. Diplococos gram-positivos com formato de 
lancetas, quando sao encontrados nos esfregagos preparados com especies das vias respiratorias e de LCR, sao 
muito sugestivos de S. pneumoniae', essas caracteristicas tern valor preditivo positivo menor com outros especimes, 
porque Acinetobacter - que algumas vezes retem o violeta cristal do corante de Gram - e algumas vezes os 
enterococos tern aspecto semeLhante. Diplococos gram-negativos com formato de rim sao tipicos das especies de 
Neisseria ou de M. catarrhalis. Bacilos gram-positivos grandes com formato de vagoes sugerem especies de 
Bacillus ou Listeria. Os corineformes (difteroides) devem ser considerados quando aparecem bacilos gram-positivos 
com formato de “letras chinesas” ou “cerca de piquete”. Bacilos gram-negativos curvos nas amostras de fezes 
diarreicas indicam especies de Vibrio, enquanto formas helicoidais ou em saca-rolhas pequenissimos sao sugestivas 
de uma especie de Campylobacter. Os bacilos gram-negativos estao entre as bacterias encontradas mais comumente 
isoladas nos laboratories clinicos e incluem membros da familia Enterobacteriaceae; bacilos “roligos” nao 
fermentativos mais fmos em diametro que as especies da familia Enterobacteriaceae; as especies de Haemophilus, 
que sao cocobacilos, alem de varias outras especies exigentes. A Prancha 1.3 ilustra algumas imagens selecionadas e 
que serao descritas com mais detalhes na ultima segao deste capitulo. 


Boxel.6 





Tecnica de coloragao por Gram 

1. Prepare um esfregago fino do material para exame e deixe secar ao ar. 

2. Fixe o material a lamina passando seu lado 3 ou 4 vezes pela chama de um bico de Bunsen ou seque em um aquecedor de laminas. Isso e feito 
para que o material nao seja lavado durante o procedimento de Colorado. (Hoje em did, alguns pesquisadores recomendam o uso de alcool para 
fixar o material a ser corado por Gram, quando a lamina e mergulhada em metanol ou etanol por alguns minutos). 

3. Coloque o esfregago em uma estante de Colorado e cubra a superficie com a solugao de violeta cristal. 

4. Depois de um minuto de exposigao ao corante violeta cristal, lave cuidadosamente com agua destilada ou solugao tampao. 

5. Cubra a lamina com solugao de iodo de Gram por 1 min. Lave novamente com agua. 

6. Segure o esfregago entre os dedos polegar e indicador e inunde a superfi'cie com algumas gotas do descolorante de acetona-alcool, ate que a cor 
violeta desaparega. Em geral, isso demora 10 s ou menos. 

7. Lave com agua corrente e coloque novamente o esfregago na estante de coloragao. Cubra a superficie com contracorante de safranina por 1 min. 
Lave com agua corrente. 

8. Coloque o esfregago em posigao vertical na estante de coloragao, deixando que o excesso de agua escorra e o esfregago seque. Como alternativa, 
a lamina pode ser seca com papel mata-borrao. 

9. Examine ao microscopio o esfregago corado com a objetiva de imersao (em oleo) lOOx. As bacterias grampositivas tern coloragao azul-escura, 
enquanto as gramnegativas coram em vermelho-rosado. 


A coloragao por Gram e um procedimento ilusoriamente simples, mas a tecnica apropriada - que inclui a 
interpretagao - e extremamente complexa. Experiencia significativa, treinamento cuidadoso e correlagao com os 
resultados da cultura sao essenciais para que se alcance um nivel elevado de proficiencia. Os tecnicos que realizam 
coloragoes por Gram a intervalos espagados geralmente nao se saem tao bem quanto os que o fazem com 
frequencia, principalmente no que se refere as sutilezas, que conseguem distinguir apenas com a experiencia que 
adquirem com a pratica e a correlagao com as culturas. Por exemplo, um estudo interessante examinou o 
desempenho de uma equipe de saude e dos microbiologistas experientes no diagnostico de pneumonia adquirida na 
comunidade. 4 A equipe de medicos teve melhor desempenho que os enfermeiros na coleta de especimes de escarro 
purulento, mas suas preparagao e interpretagao dos esfregagos corados por Gram foram inferiores as dos 
microbiologistas. 

Existem algumas razoes microbiologicas e tecnicas que exigem experiencia. Na maioria das vezes, a morfologia 
bacteriana corresponde as descrigoes classicas. Contudo, em alguns casos, isso nao e o caso. Com treinamento 
apropriado, pratica e disposigao de aprender com base nos erros, o microbiologista aprende a evitar armadilhas. A 
Tabela 1.10 resume algumas das dificuldades classicas, que podem ser encontradas durante a interpretagao das 
coloragoes por Gram. Uma regra fundamental e que a interpretagao defmitiva deve ser baseada na cor da coloragao, 
na morfologia das bacterias e nas variagoes conhecidas. Para complicar ainda mais a questao, varios artefatos 
podem ser semelhantes aos agentes infecciosos e descritos incorretamente como microbios. A Prancha 1.4 ilustra 
algumas dessas causas potenciais de erro. Caso se considere a possibilidade de um artefato, um metodo util e corar 
outro esfregago com LA (ver adiante); com esse corante, pode-se determinar se a estrutura contem DNA e, 
consequentemente, se e biologica. Embora a tecnica de coloragao seja simples, a etapa de descoloragao pode causar 
problemas se nao for realizada adequadamente. Se for usada acetona como descolorante, em vez de acetona-alcool, 
deve-se tomar cuidado especial porque a primeira atua com muita rapidez. A descoloragao insuficiente pode ser 
monitorada observando-se os nucleos das celulas inflamatorias; se eles nao forem completamente gram-negativos, 
entao o esfregago nao foi descolorado adequadamente. A unica recomendagao para detectar descoloragao excessiva 
e a checagem dupla da reagao ao Gram e da morfologia das bacterias com caracterlsticas de coloragao conhecidas. 
Se o programa de garantia da qualidade (ver adiante) incluir uma revisao dos esfregagos que nao se correlacionam 
com as culturas, a descoloragao inadequada e os artefatos relatados incorretamente como microbios podem ser 
detectados, e o examinador do esfregago pode aprender com seu erro. 

A coloragao por Gram tambem pode ser usada para identificar microbios nao bacterianos, inclusive fungos, 
tricomonas, larvas de Strongyloides, cistos de Pneumocystis jiroveci e trofozoltos de Toxoplasma gondii, embora 
nao seja tao senslvel quanto os outros corantes especiais utilizados para demonstrar estes microrganismos. Essas 
aplicagoes diversas demonstram a versatilidade do corante de Gram. 


Corantes alcool-acidos. As paredes celulares das micobacterias praticamente as recobrem com uma camada 
espessa de lipidio complexo (acido micolico), que resiste a coloragao; entretanto, depois que ele e corado, as celulas 
das micobacterias resistem aos solventes organicos fortes, inclusive os alcool-acidos. Por isso, essas bacterias sao 
conhecidas como alcool-acidorresistentes - um fenomeno descoberto primeiramente por Ziehl e Neelsen em 1881. 

Tabela 1.10 Armadilhas da interpretagao das coloragoes por Gram. 


Mkrorganismos 

Apresentagao dassica 

Variacao 

Comentarios 

Streptococcus pneumoniae 

Diplococos gram-positivos 

em forma de lancetas 

Cocos alongados 

semelhantes a bacilos 

curtos 

Podem ser confundidos com microrganismos mistos; as 

celulas descoloridas excessivamente podem ser 

confundidas com cocobacilos gram-negativos 

Acinetobacterspp. 

Cocobadlos gram-negativos 

Cocos gram-negativos; e 

comum encontrar 

coloragao variavel ao 

Gram 

Podem ser confundidos com especies de Neisseria e 

relatados como cocos gram-negativos; examinar 

cuidadosamente o esfregago para encontrar alguns 

microrganismos gue apresentam formas alongadas, 

gue nao ocorrem com Neisseria 

Clostridium perfringens 

Bacilos gram-positivos com 

formato de bastonetes 

Cocos gram-positivos 

Podem ser confundidos com Streptococcus pneumoniae e 

relatados como cocos gram-positivos; alem disso, as 

celulas com formato de cocos retem firmemente o 

violeta cristal durante a descoloragao 



Bacilos gram-negativos ou 

com coloragao variavel 

Podem ser confundidos com bacilos gram-negativos; o 

formato de bastonete e um indicio de gue o 

microrganismo e gram-positivo; outras especies de 

Clostridium e Bacillus tambem podem ter aspecto 

semelhante 

Leveduras, espedalmente 

Cryptococcus 

neoformans 

Celulas gram-positivas ovais 

ou redondas com 

germinagao 

Celulas com coloragao 

variavel ao Gram 

Podem ser confundidas com artefatos; o tamanho e a 

forma diferenciam as leveduras das bacterias 


Um tratamento especial e necessario para que o corante primario - carbolfucsina - penetre no material lipidico 
dos bacilos alcool-acidorresistentes. Na tecnica de Ziehl-Neelsen convencional, utiliza-se calor. Depois de colocar a 
carbolfucsina na superficie do esfregago para ser corado, tradicionalmente a chama de um bico de Bunsen e passada 
de uma ponta a outra sob a lamina. O esfregago e aquecido ate vaporizar, mas o aquecimento e interrompido antes 
da fervura. A modificagao da coloragao alcool-acido de Kinyoun e conhecida como “metodo frio”, porque um 
detergente ativo de superficie (p. ex., Tergitol®) e usado em vez do tratamento por calor. 

Com qualquer um desses corantes, os bacilos alcool-acidorresistentes parecem vermelhos contra um fundo verde 
ou azul, dependendo do contracorante utilizado (Prancha 1.2 B). Embora essa tecnica seja satisfatoria para a maioria 
das micobacterias, algumas cepas alcool-acido fracamente resistentes das especies de crescimento rapido (p. ex., 
Mycobacterium fortuitum ou M. chelonae) podem ser coradas mais eficazmente com o metodo de Ziehl-Neelsen 
(ver Capitulo 19). Alem disso, algumas bacterias como as especies de Nocardia geralmente apresentam resistencia 
parcial ou fraca aos corantes alcool-acidos. 

Coloragoes fluorescentes . O isotiocianato de fluoresceina (FITC; do ingles, fluorescein isothiocvanate) e o 
isotiocianato de tetrametilrodamina (TMRI; do ingles, tetramethylrhodamine isothiocyanate) sao dois fluorocromos 
utilizados comumente que, com a excitagao por luz ultravioleta ou luz visivel como comprimento de onda curta, 
emitem ondas luminosas na faixa visivel, com absorgao maxima de 490 e 555 nm, respectivamente. Esses 
fluorocromos ligam-se quimicamente a varias proteinas, inclusive antigenos e anticorpos, gerando um sinal 
fluorescente que pode ser detectado visualmente nos esfregagos diretos de materiais biologicos. As razoes entre 



fluorocromo/proteina variam com os diversos reagentes para coloragao ideal de microrganimos a serem pesquisados 
com um minimo de interferencia inespecifica de fiindo. O desenvolvimento recente dos anticorpos monoclonais, 
que sao especificos para seus antigenos respectivos, resultou na preparacao de reagentes fluorescentes para detecgao 
direta ou indireta de varios patogenos, inclusive especies de Legionella, T. pallidum e varios virus (p. ex., varicela- 
zoster, herpes simples, influenza, citomegalovirus e virus sincicial respiratorio, entre outros). 

A microscopia de fluorescencia e uma tecnica exigente, que requer um microscopio de excelente qualidade, 
combi nagao apropriada das objetivas do microscopio, condensadores de luz e de campo escuro, uma fonte de luz 
ultravioleta alogena ou de arco de mercurio e combinagoes certas de excitagao e barreira, ou filtros de supressao. 22 
As objetivas acromaticas sao satisfatorias para a maioria das aplicagoes, com excegao das tecnicas utilizadas em 
estudos cientificos, nos quais podem ser necessarias lentes apocromaticas para conseguir iluminagao e resolugao 
maximas. A escolha das laminas e laminulas de microscopio com espessura apropriada e o uso dos oleos de imersao 
de baixa fluorescencia e dos liquidos de preparagao sao essenciais a obtengao dos melhores resultados. 

A escolha dos filtros para microscopia de fluorescencia tambem e essencial para o sucesso do exame. Quatro 
filtros sao necessarios em sequencia: (1) um para absorver calor (e evitar danos ao filtro do excitador); (2) um filtro 
do excitador com faixa de comprimentos de onda apropriada ao comprimento de onda da luz gerada pelo 
fluorocromo excitado; (3) um filtro de absorgao vermelho para bloquear qualquer luz vermelha emitida pelos filtros 
de excitagao azul; e (4) um filtro de barreira para absorver qualquer luz de excitagao incidente residual com 
comprimento de onda curto (que poderia prejudicar os olhos do microscopista), permitindo que passe apenas a luz 
visivel com comprimento de onda mais longo. Em geral, o desempenho insatisfatorio de um sistema de microscopia 
de fluorescencia e atribuivel a selegao inadequada das combinagoes de filtros. Os fabricantes do equipamento de 
fluorescencia fomecem informagao e consultoria, de forma que os usuarios possam alcangar desempenho maximo. 
Atualmente, existem a disposigao sistemas de fluorescencia que utilizam (1) epiluminagao; (2) lampadas halogenas 
de luz azul, que nao exigem transformadores dispendiosos; (3) e filtros de interferencia com picos de absorgao 
maxima nos comprimentos de ondas mais longos da luz visivel, com uma faixa de pregos aceitavel para a maioria 
dos diretores de laboratories clinicos. 

Corantes fluorocromos para micobacterias. Os corantes fluorocromos auramina e rodamina podem ser usados 
para demonstrar bacilos alcool-acidorresistentes. Quando sao examinados a microscopia de fluorescencia, as 
micobacterias aparecem com coloragao amarela, vermelha ou laranja (dependendo da combinagao de filtros e dos 
corantes usados); o fundo e escuro quando se utiliza permanganate de potassio como contracorante (Prancha 1.2 C). 
O uso da tecnica de fluorescencia facilita a triagem dos esfregagos, principalmente quando se utiliza uma objetiva 
25x. Essa objetiva fomece ampliagao suficientemente baixa para rastrear campos microscopicos grandes, ainda que 
suficientemente alta para perceber os pontos luminosos amarelos da luz que emana das micobacterias fluorescentes 
(Prancha 1.2 C). A ampliagao mais alta pode ser usada para confirmar objetos suspeitos observados com a lente de 
25x. Em alguns laboratories, essa tecnica tambem e uma pratica comum para confirmar as micobacterias detectadas 
por esse metodo com um corante alcool-acido convencional, conforme descrito antes. 

Os corantes alcool-acidos tambem podem ser usados para detectar outros microrganismos nao bacterianos. Os 
oocistos das especies de Cryptosporidium e Cystoisospora (antes conhecido como Isospora ) belli - dois 
microrganismos coccideos que reconhecidamente causam gastrenterite - sao alcool-acidorresistentes e podem ser 
facilmente detectados em preparagoes de fezes coradas adequadamente (Prancha 22.4 B a J). 

Laranja de acridina (LA). O corante LA tern sido utilizado com frequencia crescente nos laboratories de 
microbiologia para detectar bacterias nos esfregagos preparados com liquidos e exsudatos. E utilizado 
principalmente quando sao esperadas concentragoes baixas de bacterias (10 ’ a 10 4 unidades formadoras de colonias 
[UFC]/mf), ou quando se espera que elas estejam retidas dentro de um agregado denso de detritos contidos no piano 
de fundo do esfregago. Elm caso ou outro gera dificuldades na demonstragao de microrganismos pelas tecnicas de 
coloragao convencionais. O corante LA era utilizado originalmente pelos microbiologistas para demonstrar bacterias 
em amostras de solo. Assim como ocorre com a aplicagao dos corantes fluorocromos para estudar bacilos alcool- 
acidorresistentes, os esfregagos corados com LA e examinados sob luz ultravioleta podem ser usados para triagem 
mais rapida e eficiente com ampliagoes de baixo aumento (100x), reservando-se as ampliagoes de 450x ou mais 
quando sao detectadas formas suspeitas. Esse corante detecta bacterias viaveis e mortas, mas nao indica se elas sao 
gram-negativas ou gram-positivas. Depois da demonstragao das bacterias utilizando a coloragao de LA, e necessario 
preparar uma coloragao por Gram para determinar suas caracteristicas de coloragao diferenciadas (Prancha 1.2 D). 


Lauer et al. demonstraram que o corante LA foi mais sensi'vel que o corante de Gram para detectar bacterias nos 
sedimentos de LCR, principalmente quando havia bacterias gram-negativas. 7 " O corante LA tambem tem sido 
utilizado para realizar triagem de amostras de urina com bacteriuria significativa. 59 O Boxe 1.7 descreve a 
preparagao de uma coloragao com LA. 

Azul de toluidina e azul de metileno. O azul de toluidina, um corante muito semelhante ao azure A e ao azul de 
metileno, e usado para corar cortes de biopsia de pulmao e secregoes respiratorias para detectar P. jiroveci. As 
coloragoes com azul de metileno podem ser realizadas nos sedimentos de liquido cefalorraquidiano em combinagao 
com o corante de Gram. Essa combinagao pode ser util para detectar as celulas gram-negativas de H. influenzae e N. 
meningitidis, que frequentemente nao sobressaem contra o fiindo avermelhado das coloragoes por Gram. Com o uso 
do azul de metileno, os leucocitos polimorfonucleares sao corados em azul; as celulas bacterianas tambem aparecem 
em azul-escuro e sao detectadas mais facilmente contra o fiindo de coloragao cinza-claro (Prancha 1.2 E). As 
coloragoes com azul de metileno devem ser consideradas complementos a coloragao por Gram nos laboratories nos 
quais a inacessibilidade a um microscopio de fluorescencia impede o uso da tecnica de coloragao com LA. 


Boxe 1.7 


Preparagao de uma coloragao com LA 

Ingredientes: LA, 20 mg; tampao de acetato de sodio, 290 ml; HC11 M. 

Preparagao do reagente: Colocar 20 mg do po de LA (JT Backer Chemical Co., Phillipsburg, NJ) em 290 ml do tampao de acetato de sodio (solugao 
estogue:100mf deCH 2 C00Na.3H 2 0a2 molares [M] e 90 mf de HC11 M);o HC11 Mdeve seracrescentadoconformea necessidade para manter 
a coloragao diferenciada das bacterias contra o fundo de detritos. 84 A solugao de coloragao deve ser armazenada em um frasco ambar a 
temperatura ambiente. 

Procedimento: A coloragao e realizada mergulhando-se no corante LA por dois minutos os esfregagos com o material a ser examinado, gue foram 
fixados com metanol e secados ao ar corrente; em seguida, as laminas devem ser lavadas com agua de torneira. As laminas coradas sao secas e 
examinadas com um microscopio eguipado com fonte de luz ultravioleta. 

Branco calcofluor. O branco calcofluor, um corante incolor usado na industria para clarear tecidos e papel, tem 
duas propriedades que o tomam util em microbiologia: (1) ligagao aos polissacaridios beta 1-3 e beta 1-4 
(especificamente celulose e quitina); e (2) fluorescencia quando e exposto a luz ultravioleta com comprimento de 
onda longo e a luz visivel com comprimento de onda curto. O branco calcofluor e um corante fluorocromo valioso 
para a deteegao rapida de fiingos em preparagoes a fresco, esfregagos e tecidos, porque as paredes celulares dos 
fungos e das plantas sao ricas em quitina. Esse corante tem sido mais util para detectar leveduras, hifas e pseudo- 
hifas nos raspados de pele e mucosas. Quando e misturado com hidroxido de potassio a 10%, as laminas com 
raspados cutaneos podem passar por uma triagem inicial rapida para detectar dermatofitos. Quando sao examinadas 
ao microscopio com luz ultravioleta, as estruturas fungicas apresentam coloragao branco-azulada ou cor de maga 
verde brilhante (Prancha 1.2 F), dependendo do comprimento de onda da luz excitante e da combinagao de filtros 
utilizados. Os fungos sao facilmente diferenciados do fundo com detritos, celulas e fragmentos de tecidos com base 
em seus aspectos morfologicos, que sao bem ressaltados. O branco calcofluor tem a vantagem adicional de que os 
cortes histologicos podem ser corados em seguida com acido periodico de Schiff (PAS; do ingles, acid-Schiff stain), 
prata metamina de Gomori (GMS; do ingles, Gomori methenamine silver ) ou outros corantes especiais, sem 
interferencia, caso seja necessario confirmar os resultados ou conservar as laminas permanentemente. A tecnica de 
coloragao com branco calcofluor e rapida e permite defmigao satisfatoria das estruturas delicadas dos fungos, alem 
de oferecer melhor contraste com o fiindo que o corante anilina de lactofenol azul amplamente utilizado. 56 

Coloragoes por impregnagao com prata. Algumas bacterias como os espiroquetas (inclusive o agente etiologico 
da doenga de Lyme - Borrelia burgdorferi) e os microrganismos bacilares diminutos associados a doenga da 
arranhadura de gato ( Bartonella henselae), nao sao corados facilmente pelas tecnicas convencionais. Esses 
microrganismos sao muito delicados para serem demonstrados a microscopia optica, nao estao presentes em 
quantidades suficientes para que sejam detectados, ou sua composigao quimica nao interage com os corantes. A 
microscopia em campo escuro tem sido utilizada para detectar T. pallidum (agente etiologico da sifilis) e outros 
espiroquetas nao treponemicos (p. ex., Leptospira interrogans, agente etiologico da leptospirose). Uma limitagao da 
tecnica de campo escuro e a necessidade de examinar imediatamente as amostras umidas e frescas, que contem 



microrganismos vivos, porque a demonstragao das bacterias em movimento e essencial ao diagnostico. O corante de 
prata tem sido usado para examinar esses microrganismos em cortes histologicos e existem reagentes 
imunofluorescentes ou imuno-histoquimicos para alguns patogenos, inclusive T. pallidum. 

As coloragoes por impregnagao com prata de Warthin Starry, Dieterle e Steiner tem sido utilizadas ha muitos 
anos para demonstrar espiroquetas em cortes histologicos fixados com formalina. O desempenho desses corantes e 
equivalente. Entretanto, foi demonstrado por nos (autor GWP) que a detecgao de T. pallidum nas coloragoes com 
precipitagao de prata e inferior ao diagnostico por meio de um metodo imuno-histoquimico. 

Coloragdo de Wright-Giemsa. A coloragao de Wright-Giemsa e utilizada comumente para corar os elementos 
celulares dos esfregagos de sangue periferico. Esse corante tem pouca utilidade para corar bacterias, mas e usado 
basicamente para detectar as leveduras intracelulares de Histoplasma capsulatum ou os amastigotas intracelulares 
das especies de Leishmania ou Trypanosoma cruzi (Prancha 1.2 G). Essa coloragao tambem e util para demonstrar 
algumas inclusoes virais intracelulares (Tabela 1.8). 

Acido periddico de Schiff (PAS). A coloragao por PAS esta baseada na oxidagao das hexoses e das hexosaminas 
pelo acido periodico, que rompe os aneis de piranose destas moleculas, produzindo dialdeidos que reagem com o 
reagente de Schiff. O reagente de Schiff e um corante de trifenilmetano preparado a partir da fucsina basica ou da p- 
rosanilina por redugao do acido sulfiirico. A maioria das substancias que contem hexoses ou hexosaminas sao PAS- 
positivas e coram-se em vermelho contra um fundo verde ou azul, dependendo do contracorante utilizado. Essa 
tecnica e utilizada mais comumente para corar cortes histologicos e demonstrar fungos (Prancha 1.2 H). A coloragao 
por PAS realga o glicogenio, uma limitagao da tecnica nos tecidos ricos em glicogenio, inclusive figado. O pre- 
tratamento desses tecidos com diastase, que reduz expressivamente a quantidade de glicogenio destes tecidos, e 
necessario antes da coloragao com PAS. 

Processamento dos especimes. Depois que um especime para cultura e recebido no laboratorio de 
microbiologia, a equipe deve tomar as seguintes decisoes: 

• Escolher o meio de cultura primario apropriado ao especime em questao 

• Determinar a temperatura, a atmosfera e o tempo de incubagao para isolar microrganismos potencialmente 

significativos 

• Determinar quais isolados recuperados do meio primario precisam ser mais bem-caracterizados 

• Determinar a necessidade de realizar testes de sensibilidade aos antibioticos. 

Nao se pode esperar que uma unica abordagem atenda as necessidades de todos os laboratories e contextos 
clinicos. O protocolo de um hospital comunitario rural com 50 leitos e diferente do que e usado em um grande 
centra medico de cuidados terciarios. Entretanto, ninguem tem duvidas quanto as dificuldades de manter servigos de 
qualidade em um ambiente com demandas cada vez mais restritivas quanto a custos elevados. Os diretores e 
supervisores de laboratories precisam identificar e eliminar as atividades clinicamente irrelevantes, de forma a 
otimizar os recursos limitados. Alem disso, espera-se que a adogao das estrategias baseadas em evidencias com 
relagao custo-eficacia favoravel ajude a eliminar a “pancultura” de qualquer especime clinico (z. e., a solicitagao 
indiscriminada de culturas de amostras obtidas de todas as partes do corpo, na esperanga de isolar um patogeno). Ao 
longo das ultimas decadas, muitos microbiologistas tentaram praticar o que Bartlett chamou de “controle do 
processamento”, “restringindo o processamento e a notificagao dos resultados das culturas de amostras a produgao 
de informagoes previsivelmente uteis”. 

Selegao do meio de cultura primario. Na pratica corrente de um laboratorio diagnostico, sao necessarios apenas 
alguns meios de cultura. As placas de agar sao utilizadas comumente. A inoculagao em meio de caldo para 
isolamento primario de microrganismos deve ser limitada aos poucos especimes para os quais os meios de caldo 
suplementares mostraram-se comprovadamente uteis (Tabela 1.6). A pratica antiga de inocular rotineiramente em 
caldo de tioglicolato para isolar patogenos tem sido abandonada pela maioria dos laboratories. Em quase todos os 
casos, o isolamento de um microrganismo em cultura de caldo depois de 4 ou 5 dias de incubagao tem pouco 
significado clinico. A incubagao dos caldos por periodos mais longos tambem resulta no isolamento frequente de 
microrganismos contaminantesf As bacterias isoladas em concentragoes muito baixas raramente sao significativas 
e o tempo prolongado ate o isolamento geralmente toma a informagao irrelevante no contexto clinico eficaz. Em 
alguns laboratories, os meios de caldo sao inoculados com determinados tipos de especimes, mas sao examinados 


apenas quando nao e detectado crescimento nas placas de agar, ou quando os morfotipos bacterianos observados em 
um esfregago direto do material fomecido pelo paciente nao sao isolados no agar. 

Existem situagoes nas quais as culturas em caldo sao uteis ou ate essenciais. A mais evidente delas e a 
hemocultura, na qual se espera encontrar um unico patogeno na maioria dos casos e microbiota nao e esperada. 
Algumas outras situagoes clinicas atendem a essas diretrizes e as culturas em caldo podem ser uteis, por exemplo: 
peritonite bacteriana espontanea (primaria, em contraste com a peritonite que comega depois da ruptura de um orgao 
abdominal); 10 infecgoes peritoneais dos pacientes em dialise peritoneal; 2 e culturas de materials de proteses, que 
podem abrigar microrganismos em uma biopelicula - valvas cardiacas de pacientes com endocardite, que foram 
repetidamente tratados com antibioticos, alem de pacientes com artrite septica. 60 

Os meios usados podem ser seletivos ou inespecificos. Os meios inespecificos nao contem inibidores e sao 
favoraveis ao crescimento da maioria dos microrganismos encontrados nos laboratories clinicos. Agar-sangue de 
cameiro a 5% e o meio inespecifico utilizado mais comumente e esta incluido na bateria de meios de isolamento 
primario para quase todos os especimes clinicos. O agar-sangue equino, o agar-sangue ovino suplementado com 
aditivos como o IsoVitaleX® (ou um suplemento semelhante, que inclua o dinucleotidio de nicotinamida e adenina 
[NAD] e um grupo heme), ou o agar-chocolate (agar ao qual se acrescentou sangue parcialmente hemolisado pelo 
calor ou hemoglobina em po) e necessario ao isolamento de H. influenzae, porque nao tern efeitos inibitorios ao 
crescimento bacteriano e e uma fonte rica de fator X. O agar-chocolate tambem e importante para o isolamento de 
N. gonorrhoeae e outras bacterias exigentes. 

O agar-sangue pode ser transformado em um meio seletivo acrescentando-se antibioticos ou compostos 
quimicos inibitorios. Existe uma regra geral de que os agares inibitorios nao devam ser usados isoladamente, porque 
eles geralmente inibem os microrganismos que se pretende isolar - apenas um pouco menos que os demais 
componentes da microbiota. Em geral, a inibigao e apenas parcial, de forma que o crescimento em um agar seletivo 
nao deve ser entendido como prova de que o microrganismo pretendido foi isolado. Por exemplo, os enterococos e 
as leveduras comumente abrem caminho e formam colonias pequenas no agar MacConkey, especialmente quando a 
formula nao inclui violeta cristal. 

Os meios de cultura tambem podem ser diferenciados pelo acrescimo de alguns corantes, agucares e outros 
compostos quimicos que, desse modo, fomecem alguns indicios que facilitam a identificagao dos microrganismos 
isolados. A Tabela 1.11 relaciona alguns meios de cultura seletivos e diferenciados utilizados comumente. 

Tecnicas para transferencia e cultura de especimes clinicos. Quando um especime e considerado aceitavel para 
cultura (/'. e., nao apresentou qualquer um dos criterios de rejeigao), partes apropriadas podem ser transferidas para 
os meios de cultura descritos antes. A inoculagao nos meios geralmente e realizada em uma area separada do 
laboratorio e deve ser efetuada em uma CSB (ver adiante). A melhor conduta e manusear todos os especimes como 
se fossem extremamente contagiosos (/. e., precaugoes universais). A equipe do laboratorio deve usar 
obrigatoriamente luvas de latex e outros equipamentos de protegao pessoal ao manusear especimes clinicos. O uso 
de uma mascara cirurgica e opcional, mas e desnecessaria para a maioria das atividades realizadas no laboratorio de 
microbiologia diagnostica, com excegao de alguns procedimentos realizados em micobacteriologia. 


Tabela 1.11 Meios de cultura inibitorios e diferenciados utilizados comumente. 


Meio de cultura 

inibitorio (1) ou 

diferenciado (D) 

Compostos 

acrescentados(lou D) 

Microrganismos inibidos 

Microrganismos 

favorecidos 

Comentarios/referencia 

aos capitulos 

Bile-esculina para 

Bacteroides (BBE) (1, D) 

Sais biliares (1); esculina (D) 

A maioria das bacterias 

Grupo de Bacteroides fragilis 

A bile tem agao estimulante 

em B. fragilis 

Campy-BAP" (1) 

Bacitracina, novobiocina, 

colistina, cefalotina e 

polimixina B (1) 

A maioria das bacterias 

Campylobacter jejuni 

A incubagao a 42°C tambem 

seieciona C. jejuni 

CCFA (1, D) 

Cidosserina, cefoxitina (1); 

frutose (D) 

A maioria das bacterias 

Clostridium difficile 

Colonias amarelas; agao 

inibitoria potente 



CHROMagar (D) 

CIN(I) 

CNA (I) 

EMB (I, D) 


Hektoen enteric* (HE) (I, D) 


LKV (I) 


Varios (D) 

Cefsulodina, irgasana, 
novobiocina 


NA 

A maioria das bacterias 


Varios 

Especies de Yersinia e 
Aeromonas 

Bacterias gram-positivas 


Bacilos gram-negativos 
anaerobios, 
principalmente 
Bacteroides 


Identificagio de colonias 
sugerida pela cor 

Varias formulates 
dispomveis 

A maioria das cepas de 
Staphylococcus 
saprophyticus 48 e 
algumas cepas de 5. 
aureus saoinibidas 

Ligeiramente seletivo 
(inibitorio); 49 os 
microrganismosgue 
fermentam lactose ou 
sacarose formam 
colonias azul-escuras 
(osfermentadoresde 
sacarose, como Yersinia 
enterocolitica, parecem 
identicos aos 
fermentadores de 
lactose); os 

fermentadores potentes 
de lactose (p. ex., 
Escherichia coli ou 
Candida kefyr) 
produzemumbrilho 
metalico esverdeado 
tipico 

Moderadamente inibitorio; 
osfermentadoresde 
lactose (sacarose, 
salicina) formam 
colonias verdes; os 
produtores de sulfito de 
hidrogenio formam 
colonias pretas 

Sanguelisadopor 
congelamentoe 
descongelamento 
acrescentado como 
fonte de nutrientes; os 
enterococos resistentes 
a vancomicina podem 


Colistina, acido nalidfxico (I) 


Eosina (I); eosina-azul de 
metileno, lactose, 
sacarose (D) 


Sais biliares (I); lactose, 
sacarose, salicina, azul 
de brontimol, fucsina 
acida (D); tiossulfato de 
sodio, citrato de ferro 
amoniacalparaproduzir 
sulfito de hidrogenio (D) 

Canamicina, vancomicina (I) 


Bacterias gram-negativas 


Bacterias gram-positivas 


Bacterias gram-positivas 


Bacterias aerobias; bacterias 
gram-positivas 
anaerobias 


Bacterias gram-negativas 


Patogenos entericos" 


serselecionadosnesse 


MacConkey (I, D) 


Salde manitol (I, D) 

Mycobiotic", 

Mycosef (I) 

PC ( Pseudomonas 

[Burkholderia] cepacia) 
d,D) 


PEA (I) 

Salmonella-Shigella (SS) (I, 
D) 


Sorbitol-MacConkey (I, D) 

TCBS (I, D) 





meio 

Sais biliares, violeta cristal 

(1); lactose, vermelho 

neutro (D) 

Bacterias gram-positivas 

Patogenos entericos 0 

Moderadamenteinibitorio 

(seletivo); os 

fermentadores de 

lactose formam 

colonias vermelhas; 

existem formulates 

sem violeta cristal 

NaCI (1); manitol, vermelho 

fenol (D) 

Bacterias gram-negativas; 

bacterias gram- 

positivas, exceto 

Staphylococcus 

Staphylococcus aureus 

Os estafilococos coagulase- 

negativos crescem 

neste meio, mas nao 

fermentam manitol 

Cloranfenicol, ciclo- 

heximida (1) 

Bacterias; fungos saprofitos 

(e alguns patogenicos) 

Dermatofitos, fungos 

dimorficos 


Violeta cristal, sais biliares 

para bacterias gram- 

positivas (1); polimixina 

B, ticarcilina para 

bacterias gram- 

negativas (1); piruvato 

(D) 

Bacterias gram-positivas; a 

maioria das bacterias 

gram-negativas 

Burkholderia cepacia 

Altamente seletivo; colonias 

rosadas nao sao 

inteiramente espedficas 

de B. cepacia 

Alcool fenileti'lico (1) 

Bacterias gram-negativas 

Bacterias gram-positivas 


Sais biliares, verde brilhante 

(1); lactose, vermelho 

neutro (D); tiossulfato 

de sodio, citrato de ferro 

amoniacalparagerar 

sulfito de hidrogenio (D) 

Bacterias gram-positivas 

Patogenos entericos 0 

Mais inibitorio (seletivo) 

gueosagares 

MacConkey eEMB; as 

especies de Shigella 

podemserinibidas 

Sais biliares, violeta cristal 

(1); sorbitol, vermelho 

neutro (D) 

Bacterias gram-positivas 

Escherichia coli 0157 

(sorbitol-negativa) 

Meio de triagem para E. coli 

produtora de 

shigatoxina 

Tiossulfato de sodio, citrato 

de sodio, NaCI para 

bacterias gram- 

negativas (1); sais 

biliares, NaCI para 

bacterias gram- 

positivas (1); sacarose, 

azul de timol — azul de 

brontimol (D) 

Bacterias gram-positivas; a 

maioria das bacterias 

gram-negativas 

Especies de Vibrio 

As especies fermentadoras 

de sacarose formam 

colonias amarelas; as 

especies gueusam 

citrato formam colonias 

azuis 


Meio seletivo GC (Thayer- 

Vancomicina para bacterias 

Bacterias gram-positivas; 

Neisseria gonorrhoeae, N. 

Existem varias formulates 

Martin modificado, 

gram-positivas (1); 

bacilos gram-negativos 

meningitidis 

disponiveis. Algumas 

Martin-Lewis etc.) (1) 

colistina para bacterias 



cepas de N. gonorrhoeae 


gram-negativas (1); 



sao inibidas pela 


trimetoprima para 



vancomicina. Em 


Proteus abundantes; 



condigoes ideais, o 


nistatina, anfotericina B 



material tambem deve 


ou anisomicina para 



ser inoculadoem agar- 


leveduras (1); 

suplementos para 

favorecerocrescimento 



chocolate 

XLD (1, D) 

Saisbiliares, NaCI (1); 

Bacterias gram-positivas 

Patogenos entericos" 

Desempenho semelhante ao 


lactose, sacarose, xilose 



do agar Hektoen 


e vermelho fenol (D); 

tiossulfato de sodio, 

citrato de ferro 

amoniacalparaproduzir 

sulfito de hidrogenio (D) 



enteric 

’Patogenos entericos: 

Salmonella spp., Shigella spp. e Yersinia spp. 




A area de inoculagao deve estar equipada com todos os implementos necessarios e estoques dos meios de cultura 
apropriados. A maioria dos meios deve ser refrigerada para armazenamento prolongado, mas deve estar a 
temperatura ambiente no momento da inoculagao. 

Embora a equipe que trabalha em tempo integral na area de inoculagao possa ter memorizado os meios de 
cultura necessarios para cada tipo de especime, e essencial ter tabelas e instrugoes apropriadas prontamente 
disponiveis e incluidas em um manual de bancada, de forma que seja utilizado pelos profissionais que realizam estas 
atividades com pouca frequencia. Devem ser envidados todos os esforgos para trabalhar com equipe bem-treinada 
sob supervisao cuidadosa para o processamento dos especimes. Erros ou avaliagoes equivocadas durante essa fase 
do ciclo diagnostico podem invalidar tudo o que um profissional experiente possa aplicar na avaliagao e 
interpretagao dos resultados das culturas. Algumas vezes, microbiologistas e tecnologos experientes tern sido 
impedidos de estabelecer um diagnostico defmitivo, porque sao selecionados meios inadequados ou incorretos para 
determinado especime. 

Tecnicas para cultura dos especimes. O equipamento necessario para a inoculagao primaria dos especimes e 
relativamente simples. E recomendavel dispor de uma alga ou fio de inoculagao Nichrome® ou de platina (Figura 
1.6), com uma das pontas inserida dentro de um cabo cilindrico para facilitar o uso. Algas plasticas estereis 
descartaveis tambem sao aceitaveis. A superficie do meio de agar das placas de Petri pode ser inoculada com o 
especime por varios metodos, dentre os quais um esta ilustrado na Figura 1.7. A inoculagao primaria pode ser 
realizada com uma alga, um swab ou outro dispositivo apropriado. Depois de preparar um inoculo primario, pode-se 
usar uma alga ou um fio reto para espalhar o material dentro dos quatro quadrantes da placa, conforme esta ilustrado 
na Figura 1.8. O inoculo e estriado com leveza sucessivamente em linhas com movimentos para frente e para tras 
dentro de cada quadrante, girando-se a placa em angulos de 90°. A alga ou o fio deve ser esterilizado entre cada 
passagem nos quadrantes sucessivos. O proposito desse processo e diluir suficientemente o inoculo na superficie do 
meio de agar, de forma que sejam obtidas colonias bacterianas bem isoladas. Colonias isoladas podem ser 
subcultivadas separadamente em outros meios, ate conseguir populagoes puras para exame mais detalhado. Durante 
a inoculagao das placas de agar-sangue com swabs de orofaringe enviados para triagem de estreptococos, devem ser 
realizadas varias perfuragoes com as algas de fio reto nas areas de inoculagao para revelar as hemolisinas oxigenio- 
labeis e facilitar a detecgao dos estreptococos beta-hemoliticos. Alem disso, os fragmentos de tecidos enviados para 
isolamento de fungos devem ser inoculados abaixo da superficie do agar (7. e., empurrados para dentro do agar). O 



crescimento inicial de algumas especies de fiingos e facilitado na atmosfera microaerofilica logo abaixo da 
superficie do agar. Alem disso, os fiingos filamentosos geralmente nao se dissociam dos tecidos que eles invadiram 
e podem nao ser isolados, se os fragmentos dos tecidos nao forem acrescentados as placas com agar. 
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■ FIGURA 1.6 Algas em anel e fio reto utilizadas comumente para transferir isolados e semear subculturas. Embora esses 
instrumentos tambem possam ser utilizados para inocular especimes, tambem existem no comercio alpas descartaveis. 



■ FIGURA 1.7 Superficie de uma placa com meio de cultura sendo inoculada com urn especime mantido dentro de uma 
alga de inoculagao em anel. A inoculagao e iniciada tocando-se primeiramente a superficie do agar em uma area pequena e, 
em seguida, estriando-se a superficie com movimentos para frente e para tras, conforme o padrao ilustrado na Figura 1.8. 




■ FIGURA 1.8 Padrao de linhas alternantes para inoculagao de especimes em placas de cultura para obter colonias 
bacterianas isoladas. 

A Figura 1.9 ilustra a tecnica de semeadura utilizada para inocular meios de agar para realizar contagens 
semiquantitativas de colonias. Essa tecnica e utilizada mais comumente nas culturas de urina. Algas de inoculagao 
nao ferrosas (Nichrome® ou platina) ou algas plasticas descartaveis (calibradas de forma a que contenham 0,01 ou 
0,001 ml de liquido) sao imersas dentro de uma amostra de urina nao centrifugada. 1 Em seguida, a alga e retirada 
cuidadosamente e todo o volume em seu interior e liberado na superficie de uma placa de agar ao longo de uma 
unica linha atravessando o centra. O inoculo e espalhado uniformemente em angulos retos ate a linha principal; em 
seguida, a placa e girada em 90° e o inoculo e espalhado de forma a cobrir toda a superficie. Em alguns laboratories, 
duas placas sao inoculadas - uma com a alga de 0,01 ml e a outra com a alga de 0,001 ml - servindo como um 
verificador de controle da qualidade. Embora as algas de inoculagao sejam calibradas para liberar o volume de urina 
determinado, a precisao tern um indice de erro de ate ± 50%, principalmente quando se utiliza a alga de 0,001 ml. A 
retirada vertical de amostras de um recipiente pequeno pode liberar apenas 50% do volume prescrito; a retirada 
horizontal a um angulo de 45° de um recipiente grande pode fomecer 150% do volume. Os microbiologistas devem 
estar cientes desses erros potenciais e escolher um angulo padrao para a retirada de amostras em seu laboratorio, 
tendo como base o volume dos recipientes que eles utilizam. 

Os estudos de precisao e exatidao quanto ao volume do inoculo podem ser realizados por (1) fotometria, 
acrescentando-se uma alga de violeta de genciana retirada de um reservatorio de 60 ml do corante para 2 m l de 
agua de uma cureta, seguida de sua leitura ao espectrofotometro regulado a 590 nm; ou (2) manometria, 
determinando-se a alteragao de peso quando uma alga com agua e passada em um disco de papel de filtro colocado 
no prato de uma balanga analitica altamente sensivel. Existem dispositivos para liberar um inoculo padrao retirado 
de amostras liquidas. 73 

Depois de 18 a 24 horas de incubagao, a quantidade de bacterias das amostras de urina e estimada contando-se o 
numero de colonias na superficie do agar. Como se pode observar na Figura 1.10, havia cerca de 50 colonias. Se foi 
utilizada uma alga de 0,001 ml para inocular o meio, a quantidade de colonias deveria ser multiplicada por 1.000. 
Portanto, a contagem desse exemplo seria de 50.000 UFC/mf. 

Embora as tecnicas semiquantitativas sejam utilizadas mais comumente com urina, tambem existem outras 
condigoes nas quais elas sao usadas. A determinagao quantitativa de bacterias recuperadas das vias respiratorias 
inferiores por tecnicas broncoscopicas pode ajudar a interpretar essas culturas. 21 Quando as bacterias estao presentes 




em concentraqoes acima de 10 3 a 10 4 UFC, a probabilidade de que sejam a causa da pneumonia e maior, do que 
quando estao presentes contagens menores. Desse modo, pode-se evitar esforqo consideravel quando o laboratorio 
nao avalia quantidades pequenas de contaminantes da microbiota da nasofaringe, da garganta e da boca. 



Inocula^o primaria 




Em seguida, a al<pa de 
inocula?ao e girada a 
90° mais uma vez, 
de modo a produzir um 
crescimento entrela 5 ado 


■ FIGURA 1.9 Placas de cultura demonstrando os padroes de linhas paralelas dos especimes, com os quais e necessario 
realizar contagens semiquantitativas de bacterias. 

As culturas semiquantitativas sao realizadas comumente para avaliar a probabilidade de que os cateteres 
intravasculares sejam a causa da bacteriemia. Embora tenham sido utilizadas varias tecnicas, a abordagem mais 
comum e rolar o segmento cortado do cateter sobre a superficie do agar. 74 Existe uma relaqao estatistica entre as 
bacterias isoladas e a bacteriemia associada aos cateteres quando estao presentes mais de 15 colonias da bacteria. 
Com essa abordagem, o cateter e retirado para que a cultura seja realizada. A quantificaqao das bacterias no sangue 
recolhido por um cateter intravascular, que continua no lugar, tambem tern sido usada para avaliar o papel do cateter 
no processo infeccioso. 46 




















■ FIGURA 1.10 Placa dupla com agar-sangue/agar MacConkey, na qual havia sido semeado um especime para contagem 
semiquantitativa de colonias, demonstrando cerca de 50 colonias em cada lado da placa. Como foi utilizada uma alga de 
inoculagao de urina semiquantitativa calibrada a 0,001 m{ para semear cada meio, a contagem de colonias seria de 50.000 
unidades formadoras de colonia (UFC) por m{. 



m FIGURA 1.11 Tecnica de inoculagao de um tubo com meio de caldo. A. Inclinar o tubo e inocular o meio tocando a 
superficie mais interna do tubo de vidro no angulo agudo do menisco. B. Voltar o tubo a posigao vertical, resultando no efeito 
de submergir a ponta da alga de inoculagao abaixo da superficie. 
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■ FIGURA 1.12 Tecnica de inoculagao da superficie inclinada do meio com uma alga de inoculagao fio reto. A. Mergulhar 
profundamente a ponta do fio ate perto do fundo (2 a 3 mm antes do fundo do tubo de vidro) da inclinagao do agar. Se o 
fundo de vidro for tocado, o ar atmosferico pode entrar e invalidar as condigoes de anaerobiose. B. Remover lentamente o fio 
e estriar a superficie do agar realizando urn movimento em “S” para frente e para tras. 



■ FIGURA 1.13 Tecnica de inoculagao do nivel profundo do agar com urn fio reto, conforme esta ilustrado na Figura 1.12 A. 
A parte profunda do meio e perfurada com o fio ate 2 a 3 mm antes do fundo do tubo; em seguida, depois de retirar 
lentamente a agulha, a superficie do agar e estriada por urn movimento em forma de “S” para frente e para tras, conforme 
esta ilustrado na Figura 1.12 B. 

A quantificagao tambem pode ser util em virologia para determinar o significado de um virus (p. ex., 
citomegalovirus), que pode produzir infecgao persistente ou latente. 11 Alem disso, a eficacia do tratamento antiviral 
pode ser monitorada por contagens quantitativas repetidas dos virus presentes." Alguns dos testes quantitativos para 
doenga viral (testes de carga viral) utilizam detecgao molecular e quantificagao do acido nucleico viral, em vez de 
cultura. 

Os meios presentes nos tubos podem ser liquidos, semissolidos (agar a 0,3 a 0,5%) ou solidos (agar ala 2%). O 
agar semissolido e utilizado mais comumente para avaliar a mobilidade dos microrganismos. O meio de caldo de um 
tubo pode ser inoculado pelo metodo ilustrado na Figura 1.11. O tubo deve ser inclinado a um angulo de 
aproximadamente 30° e a alga de inoculagao tocada na superficie interna de vidro, um pouco acima do ponto em 
que a superficie do caldo forma um angulo agudo. Quando o tubo de cultura e retomado a posigao vertical, a area de 
inoculagao e submersa sob a superficie. Os diretores de laboratorio e os microbiologistas supervisores, utilizando 








uma abordagem baseada em evidencias, precisam determinar quais especimes devem ser transferidos rotineiramente 
aos caldos de cultura (Tabela 1.6). 

Os angulos obliquos do meio de agar sao inoculados primeiramente perfurando ate as camadas profundas do 
agar e, em seguida, traqando linhas nos angulos do fundo a superficie com movimentos em forma de “S”, a medida 
que o fio de inoculaqao e retirado (Figuras 1.12 e 1.13). Durante a inoculaqao do agar semissolido de um tubo para 
avaliar a mobilidade das bacterias, e importante que o fio reto de inoculaqao seja retirado ao longo do trajeto exato 
utilizado para perfurar o meio. Um movimento em forma de leque pode resultar em um padrao de crescimento ao 
longo da linha da perfuraqao, que pode ser interpretado incorretamente como movimentos das bacterias. 

Alguns especimes podem necessitar de centrifugaqao ou filtraqao para concentrar quaisquer microbios 
existentes. As amostras de escarro mucoide tenaz podem ser liquefeitas com /V-acetilcisteina (Mucomyst®, 
WellSpring Pharmaceutical Corp., Neptune, NJ) para facilitar ate mesmo a raspagem da superficie do agar. As 
amostras de escarro a serem processadas para isolamento de especies de Mycobacterium tambem devem ser tratadas 
com hidroxido de sodio para reduzir a proliferaqao excessiva dos contaminantes bacterianos. Outros especimes 
como a urina e as suspensoes de fezes enviadas para isolamento de micobacterias tambem podem ser tratadas 
rapidamente com NaOH para eliminar as bacterias colonizadoras. Do mesmo modo, podem ser usados meios 
contendo antibioticos para controlar a proliferaqao excessiva das bacterias. 

Os liquidos corporais, como os que sao retirados por toracocentese e paracentese, devem primeiramente 
decantar e, em seguida, algumas partes do sedimento sao centrifugadas para concentrar ainda mais quaisquer 
bacterias presentes. Como foi mencionado antes, alguns medicos podem solicitar fiascos de hemocultura para 
inoculaqao direta de determinados especimes. Essa pratica e apropriada as poucas situaqoes nas quais se espera 
encontrar quantidades pequenas de um unico patogeno, mas nao deve ser recomendada nas demais situaqoes pelas 
seguintes razoes: 

• Se houver diversas especies bacterianas, as bacterias que proliferam mais rapidamente crescem e suplantam as 
bacterias que proliferam mais lentamente no caldo 

• As relaqoes semiquantitativas dos tipos de bacterias isoladas, que podem ser observadas nas placas de agar, sao 
invalidadas na cultura em caldo 

• O esfregaqo direto, que e tao importante para a avaliaqao da natureza inflamatoria do especime e dos tipos de 
bacterias presentes, e inviabilizado se todo o especime for inoculado em um caldo. 

Os especimes de liquido cefalorraquidiano devem ser centrifugados e partes do sedimento devem ser 
transferidas ao meio de cultura apropriado ou, de preferencia, o liquido deve ser passado por um filtro 
microbiologico de 0,45 mm para reter e concentrar quaisquer bacterias ou leveduras presentes. O problema da 
filtraqao e que pode haver contaminaqao quando o filtro e manipulado, seja durante a inoculaqao inicial do meio, ou 
quando a posiqao do filtro e alterada para examinar o crescimento. 

Os microrganismos diferem quanto as temperaturas ideais de incubaqao. Nos laboratories pequenos, nos quais 
os recursos podem ser limitados, nem sempre e possivel oferecer todas as temperaturas de incubaqao ideais para o 
crescimento de todas as cepas isoladas clinicamente. A maioria dos microrganismos prolifera a 35°C; por isso, se 
houver apenas uma incubadora disponivel, ela deve ser ajustada a esta temperatura. Mesmo os microrganismos 
como Campylobacter jejuni, que prolifera preferencialmente a 42°C, tambem proliferam a 35°C, desde que se 
aguarde por mais 24 a 48 horas em incubaqao. Contudo, nesse caso, perde-se o efeito diferencial da incubaqao sob 
temperaturas mais altas, nas quais as outras bacterias nao proliferam. O crescimento da maioria dos microrganismos 
e facilitado por uma atmosfera com C0 2 entre 5 e 10%. Quando se dispoe de apenas uma incubadora com ar 
ambiente (sem C0 2 ), os tubos e as placas de cultura podem ser colocados em uma jarra de extinqao a vela e todo o 
conjunto, levado a incubadora. Por outro lado, e possivel manter as condiqoes de ar ambiente em uma incubadora de 
C0 2 , colocando-se as culturas em uma jarra de conservaqao com tampa hermeticamente fechada (uma jarra ou 
camara anaerobia e adequada). Contudo, e importante saber que os microrganismos como C. jejuni, que requerem 
pressao de oxigenio baixa, 5% ou menos (/. e., eles sao microaerofilicos), proliferam com dificuldade em uma jarra 
de extinqao a vela, na qual a concentraqao de oxigenio oscila na faixa de 10%. 

Alguns microrganismos crescem preferencialmente em uma faixa estreita de temperaturas; outros preferem uma 
faixa relativamente amp la, na qual podem ser isolados. A temperatura ideal de crescimento de C. jejuni e de 42°C, 
como ja mencionamos. A maioria dos fungos prolifera melhor a 30°C; contudo, a maioria pode ser isolada em 



temperatura ambiente ou a 35°C nos meios adequados. Yersinia entero oolitic a prolifera preferencialmente a uma 
temperatura ligeiramente acima da temperatura ambiente. Contudo, a maioria das cepas tambem cresce a 35°C, 
mesmo que as colonias possam parecer pequenas ou necessitar de um periodo adicional de incubagao de 24 horas. 
Desse modo, o acesso a uma unica incubadora raramente compromete a capacidade de o microbiologista isolar as 
bacterias mais importantes na pratica clinica. Nos laboratorios de grande porte, nos quais podem ser oferecidas 
varias temperaturas de incubagao, o isolamento dos microrganismos geralmente e mais rapido e o aspecto das 
colonias e mais caracteristico. Em alguns casos, a incubagao a temperatura ambiente por um periodo mais longo 
pode ser necessaria para demonstrar algumas caracteristicas fisicas ou bioquimicas, inclusive produgao de 
pigmentos e mobilidade. Esses diversos ajustes sao aprendidos com a experiencia e por tentativa e erro. 

Provavelmente, mais importante que a temperatura especifica de incubagao e evitar oscilagoes amplas da 
temperatura. As incubadoras devem ser controladas cuidadosamente quanto a temperatura, com variagoes menores 
que ± 1 a 2°C de um dia para outro. As incubadoras devem estar localizadas de forma que os botoes de controle 
fiquem protegidos e nao possam ser alterados facilmente pela equipe de limpeza, durante as horas em que o 
laboratorio esta fechado. 

O controle da umidade dentro da incubadora tambem e importante. A maioria dos microrganismos prolifera em 
niveis maximos quando a umidade e de 70% ou mais e os meios de cultura tendem a deteriorar-se mais rapidamente 
quando ha ressecamento indevido. O isolamento de H. pylori em especial e N. gonorrhoeae ate certo ponto requer 
uma atmosfera com umidade alta. A maioria das incubadoras adquiridas durante os ultimos anos tern reservatorios 
de agua incorporados, por meio dos quais a umidade da camara pode ser regulada. Caso isso nao ocorra, recipientes 
com agua destampados podem ser colocados nas prateleiras para fomecer umidade por evaporagao. As incubadoras 
tambem devem ser inspecionadas periodicamente para verificar se houve derrames acidentais de meios que possam 
causar contaminagao, ou acumulo de compostos quimicos liberados pelos reagentes, que possam inibir o 
crescimento das bacterias. 

Interpretagao das culturas. A interpretagao das culturas primarias depois de 24 a 48 horas de incubagao requer 
habilidades significativas. Com base em observagoes iniciais, o microbiologista precisa avaliar o tipo de colonias 
isoladas e decidir se ha necessidade de realizar procedimentos adicionais. Entre os parametros relevantes estao as 
caracteristicas e as contagens relativas de cada tipo de colonia isolada no meio com agar; a pureza e a reatividade ao 
corante de Gram de cada tipo de colonia; as alteragoes do meio, que refletem as atividades metabolicas das bacterias 
na colonia (p. ex., as colonias rosadas no meio de MacConkey sao atribuidas a fermentagao da lactose pelas 
bacterias). 

No processo de coleta dos especimes dos pacientes ou no manuseio dessas amostras no laboratorio, 
microrganismos estranhos podem ser introduzidos do ambiente ou da microbiota dos profissionais que manuseiam a 
cultura. Por exemplo, com as hemoculturas, a microbiota cutanea residente e encontrada comumente e deve ser 
interpretada com cautela. Alem disso, “contaminantes” podem ser introduzidos no processo de fabricagao ou 
manuseio dos produtos microbiologicos, inclusive as placas com agar. Pode estar claro que uma colonia e estranha 
quando esta localizada na segunda ou terceira area de semeadura de uma placa - sem crescimento na zona de 
inoculagao inicial. Em geral, essas colonias podem ser ignoradas, embora atengao especial deva ser voltada aos 
patogenos importantes, que sao “contaminantes” incomuns. Um problema mais dificil ocorre quando uma unica 
colonia com um microrganismo tipico (p. ex., Staphylococcus coagulase-negativo) e encontrada na zona de 
inoculagao primaria. Evidentemente, existe uma chance de 25 a 30% de que tenha ocorrido contaminagao da placa 
nessa zona primaria. Se o especime for muito dificil de obter (inclusive liquido cefalorraquidiano) e tiver sido 
conservado no laboratorio, ele pode ser reinoculado na superficie de outra placa com agar. Os diretores de cada 
laboratorio precisam avaliar como os contaminantes aparentes devem ser manuseados no contexto local. Se for 
tomada a decisao de relatar uma cepa isolada com grande probabilidade de que seja contaminante, alguns 
acrescentariam um comentario como “contaminante provavel”. Em seguida, o medico pode integrar essa informagao 
do laboratorio ao contexto clinico de forma a chegar a uma interpretagao definitiva do seu significado. 

Algumas vezes, ocorrem situagoes inusitadas. Por exemplo, microrganismos mistos semelhantes a microbiota 
das vias respiratorias superiores podem ser recuperados de uma area normalmente esteril. E dificil evitar a suspeita 
de que houve algum “espirro” sobre a placa, mas a avaliagao adicional dependera da consideragao de todos os 
fatores, talvez com a ajuda do medico solicitante. A Figura 1.14 ilustra um fenomeno incomum no laboratorio. 


Caracteristicas das coldnias macroscopicas. A avaliagao macroscopica das caracteristicas das colonias 
geralmente e realizada por inspegao do crescimento na superficie das placas com agar. Esse exame e efetuado 
segurando-se a placa com uma das maos e observando-se a superficie do agar quanto a existencia de crescimento 
bacteriano (Figura 1.15). As placas de cultura padronizadas tern 100 mm de diametro e sao convenientes para que 
sejam seguradas com uma mao. Cada placa deve ser estudada cuidadosamente, porque as bacterias recuperadas 
inicialmente dos especimes estao comumente em culturas mistas e pode haver varios tipos de colonias. Colonias 
puntiformes de bacterias com crescimento lento podem passar despercebidas entre colonias maiores, principalmente 
quando existe alguma tendencia de o crescimento se espalhar pela superficie da placa. 



■ FIGURA 1.14 Uma placa de agar, que tinha sido inoculada com urn especime de pele, apresentou microbiota bacteriana 
cutanea mista. Entre as colonias isoladas, havia urn trajeto serpentiforme irregular de bacterias (seta). Alem disso, os padroes 
lineares incomuns das colonias maduras poderiam representar o mesmo processo (pontas de setas). A explicagao mais 
provavel e que acaros estivessem presentes no especime e tivessem levado celulas bacterianas ao redor da placa. Isso 
tambem tern sido observado com as culturas de fungos. Tambem existem relatos de que amebas de vida livre produzem esse 
fenomeno. 




■ FIGURA 1.15 Tecnica de exame da superficie de uma placa de agar com iluminagao direta com raios obliquos refletidos. 

Durante o exame, as placas devem ser inclinadas em varias diregoes sob a fonte de iluminagao direta, de forma 
que a luz seja refletida em varios angulos. Isso ajuda a detectar colonias pequenas. Recomendamos enfaticamente o 
uso de uma lupa de mao, lentes de aumento acopladas ou um microscopio de dissecgao para facilitar a detecgao das 
colonias minusculas ou imaturas e observar suas caracteristicas com mais clareza (Figura 1.16). As placas de agar- 
sangue tambem devem ser examinadas por transiluminagao de luz brilhante colocada por tras da placa para detectar 
reagoes hemollticas no agar (Figura 1.17). 

A Figura 1.18 descreve os termos e as ilustragoes uteis durante a descrigao das colonias de bacterias. Os Boxes 
1.8 a 1.10 contem explicagoes adicionais. 

Embora seja dificil descrever por termos especfficos, os odores produzidos pela agao de determinadas bacterias 
nos meios de cultura em placa e nos meios liquidos podem ser muito uteis na identificagao preliminar das bacterias 
envolvidas. Cheirar as placas nao e recomendavel, mas alguns microbiologistas o fazem. A Tabela 1.12 descreve os 
odores associados a algumas bacterias. Se o procedimento de cheirar for realizado em desconsideragao as 
recomendagoes, sempre deve ser feito com cuidado, levantando ligeiramente a tampa da placa de Petri para sentir o 
odor. Alguns odores, como os de Nocardia e Streptomvces, sao tao fortes que podem ser sentidos mesmo sem retirar 
a tampa da placa de Petri. Os profissionais do laboratorio devem ser alertados de que algumas especies tern 
capacidade demonstrada de infectar laboratoristas, e as colonias isoladas, mesmo com possibilidade muito remota 
de semelhanga com essas bacterias, nunca devem ser cheiradas. Se houver alguma duvida de que possam estar 
presentes Bacillus anthracis, Francisella tularensis, Burkholderia pseudomallei, especies de Brucella ou N. 
meningitidis, a cultura deve ser transferida para uma CSB, na qual todas as atividades subsequentes podem ser 
realizadas sem risco de transmissao ao trabalhador. Evidentemente, as placas e os tubos nunca devem ser abertos no 
laboratorio de micobacteriologia ate que sejam adotadas precaugdes apropriadas. Do mesmo modo, as placas e os 
tubos com meios nos quais crescem bolores devem ser manuseados em uma CSB com equipamento de protegao 
pessoal apropriado. 



■ FIGURA 1.16 Tecnica de utilizagao de uma lupa de mao para examinar colonias em crescimento na superficie de uma 
placa de agar. 



■ FIGURA 1.17 A tecnica de exame das colonias em crescimento na superficie de uma placa de agar utilizando 
transiluminagao ajuda a avaliar as propriedades hemoliticas das colonias que proliferam no agar-sangue. 
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■ FIGURA 1.18 llustragoes de varias morfologias das colonias. Pulvinular = em forma de travesseiro; umbonada 
protuberancia arredondada no centra; umbilicada = em forma de umbigo. 


Boxel.8 


Caracteristicas das colonias utilizadas para identificar as bacterias 

Tamanho: diametro em milimetros 

Forma: puntiforme, circular, filamentar, irregular, rizoide ou fusiforme 

Elevatfo: achatada, elevada, convexa, pulvinular, umbonada, umbilicada 

Borda (da colonia): inteira, ondulada, lobada, erodida, filamentosa, anelada/rugosa 

Cor: branca, amarela, preta, camur^a, laranja, outras 

Superffcie: brilhante, opaca, outras 

Densidade: opaca, translucida, transparente, outras 

Consistencia: butirosa, viscosa, membranacea, fragil, outras 


Vertambem Figura 1.18 e Prancha 1.5. 








Boxel.9 


Reaves do meio de agar utilizadas para identificar as bacterias 

Hemolise do agar-sangue 

Alfa: dareamento parcial do sangue ao redor das colonias, com descolora^ao esverdeada do meio; o contorno das hemacias e mantido 
Beta: zona de dareamento total do sangue ao redor das colonias, em razao da destruigao das hemacias 
Gama: nenhuma alteragao do meio ao redor da colonia; nenhuma destruigao ou descolora^ao das hemacias 

Produ^ao de pigmentos no meio de agar 

Pigmentos hidrossoluveis descorando o meio 
Piocianina 

Pigmentos fiuorescentes 

Pigmentos indifusiveis confinados as colonias 

Rea^ao no agar de gema de ovo 

Lecitinase: zona de precipitado no meio, ao redor das colonias 

Lipase: "camada perolada" uma pelicula iridescente circundando imediatamente as colonias, visivel sob luz refletida 
Proteolise: zona dara circundando as colonias 


Boxel.10 


Alteragoes dos meios diferenciados 

Varios corantes, indicadores de pH e outros ingredientes sao induidos nos meios de cultura diferenciados para funcionarem como indicadores das 
atividades enzimaticas e facilitar a identifica^ao das bacterias isoladas. 

Exemplos: 

Agar MacConkey: as colonias gue nao fermentam lactose sao daras, enguanto as bacterias fermentadoras de lactose parecem rosadas porgue 
produzem acidos, subseguentemente alteram o pH e, em alguns casos, provocam precipitado dos corantes. 

Agar Hektoen Enteric': as colonias gue nao fermentam lactose e sacarose sao verdes, enguanto as gue fermentam lactose ou sacarose sao amarelas 
porgue produzem acidos, gue alteram o pH. 


As bacterias capazes de produzir sulfito de hidrogenio (H 2 S) sao pretas ou tern precipitado negra no centra da colonia, enguanto as gue nao 
sintetizam H 2 S nao tern essa caracteristica. 


Tabela 1.12 Odores caracteristicos de alguns microbios. 3 

Microbio 

Odor 

Alkaligenes faecatis 

Mads frescas cortadas 

CDC EF-4 (N. animaloris/N. zoodegmatis ) 

Semelhanteaoda pipoca 

Candida spp. 

Levedo 

Citrobacter spp. 

Tenis sujos 

Clostridium difficile 

Putrido ou fecal 

Corynebacterium spp., DF-3 

Odor de frutas 

Eikenella corrodens 

Agua sanitaria 

Haemophilus spp. 

Pelo umido 





Nocardia spp. 

Porao mofado 

Pasteurella multocida 

Pungente (indol) 

Peptostreptococcus anaerobius 

Fecal 

Grupo de Bacteroides pigmentados 

Picante 

Proteus spp. 

Chocolate queimado 

Pseudomonas aeruginosa 

Suco de uva 

Staphylococcus spp. 

Tenissujo 

Alguns grupos de Streptococcus spp. do grupo viridans 

Manteiga/ca ramelo 

Streptomyces spp. 

Porao mofado 


a Antes de qualquer coisa, nao se deve cheirar as placas de cultura. E importante salientar que alguns microrganismos (nao 
citados aqui) sao perigosos se forem cheirados. Por isso, se o microbiologista pretende cheirar uma placa, deve estar seguro 
de que os aspectos da colonia e outras caracteristicas (inclusive morfologia a coloragao por Gram) excluem a possibilidade 
de que sejam bacterias perigosas. Ver descrigao no texto. 


Com a avaliagao das caracteristicas descritas das colonias e sua agao no meio de cultura, o microbiologista pode 
fazer uma identificagao preliminar da bacteria isolada pela cultura primaria. Essas caracteristicas ajudam a 
selecionar outros meios diferenciados apropriados e testes para concluir a identificagao das cepas isoladas. A Tabela 
1.13 relaciona alguns tipos de colonias encontrados comumente, assim como os grupos de bacterias associados a 
cada um deles, alem dos testes necessarios para fazer a identificagao defmitiva e a referenda ao quadro relevante da 
Prancha 1.5. 

A inspegao inicial das colonias para realizar a identificagao preliminar das bacterias e uma das maiores 
dificuldades da microbiologia diagnostica e esta descrita detalhadamente nos capitulos subsequentes dedicados aos 
grupos especificos de bacterias patogenicas e outros microrganismos. 

Separagao dos morfotipos bacterianos em culturas mistas. Quando as placas com agar estao prontas para o 
inicio da identificagao das colonias, selecionar as isoladas para realizar subculturas pode ser uma tarefa simples. 
Entretanto, em alguns casos, o crescimento pode estar tao aglomerado, que e dificil selecionar colonias isoladas 
separadamente. Nesses casos, o microbiologista dispoe de varias medidas para resolver o problema (Tabela 1.14). 

Exame das culturas por coloragao com Gram. As impressoes preliminares baseadas na observagao das 
caracteristicas das colonias podem ser confirmadas com mais certeza estudando-se os esfregagos corados por Gram, 
que e uma tecnica relativamente simples de realizar. Primeiramente, a parte superior e o centra da colonia a ser 
estudada sao tocados com a ponta de uma alga de fio reto, tendo o cuidado de nao tocar no agar adjacente ou nas 
colonias proximas (Figura. 1.19). A parte da colonia a ser examinada e emulsificada em uma pequena gota de agua 
ou soro fisiologico sobre uma lamina de microscopio para dispersar as celulas bacterianas (Figura 1.20). Depois de 
deixar a lamina secar ao ar, a pelicula e fixada a superficie de vidro utilizando calor (passagens rapidas da lamina 
quatro vezes pela chama de um bico de Bunsen) ou pela imersao em metanol ou etanol por alguns minutos. Em 
seguida, o esfregago fixado e colocado em uma estante e a coloragao por Gram e preparada conforme esta descrito 
no Boxe 1.6. 

O esfregago corado deve ser examinado ao microscopio utilizando uma objetiva de imersao. Alem da reagao das 
celulas bacterianas ao corante de Gram (as bacterias gram-positivas coram em azul, enquanto as gram-negativas em 
rosa ou vermelho), tres outras caracteristicas ajudam a realizar a identificagao preliminar das colonias isoladas: (1) 
tamanho e forma das celulas bacterianas; (2) disposigao das bacterias; e (3) existencia ou inexistencia de estruturas 
especificas (p. ex., esporos, granulos metacromaticos, capsula ou outras caracteristicas). 


Tabela 1.13 Identificagao preliminar das bacterias com base nos tipos de colonias. 


Tipode colonia 

Grupo de bacterias 

Testes adicionais 

Pranchas que ilustram o 




tipo 




Catalase 


Borda inteira e convexa, 2 a 3 mm, cremosa, Staphylococcus 
amarelada, zona de (3-hemolise 


Convexa ou pulvinular, translucida, Streptococcus 

dimensoes puntiformes, butirosa, zona 
ampla de (3-hemolise 


Umbilicada ou achatada, translucida, Pneumococos 
butirosa ou mucoide, zona ampla de a- 
hemolise 

Pulvinular, semiopaca, cinzenta, umida a 
ligeiramente seca, com ou sem (3- 
hemolise 


Achatada, cinza; espalha-se como uma Proteus 
pellcula fina sobre a superficie do agar; 
odor de chocolate queimado 


1.5 A 

Coagulase 

DNase 

Utlllza^ao de manitol 

Resistencia a novobiocina com redu^ao do 
telurito e resistencia a furazolidona 

Catalase 1.5 BeC 

Disco "A" de bacitraclna 

Tolerancia ao NaCI a 6,5% 

Bile-esculina 

Teste CAMP 

Hidrollse do hipurato 

L-pIrrolldol-p-naftllamida (PYR) 

Disco "P" (de opltoqulna) 1.5G 

Solubilidadeda bile 

Varios testes 1.5 D 

Indol 

Vermelhodemetila 
Rea^ao de Voges-Proskauer 
Citrato 

Descarboxilases 

Urease 

Fenilalanina 

Fermenta^ao de carboidratos 

Fenilalanina-desaminase 

Urease 

Lisina-desaminase 


Escherichia coli e outras 
enterobacterias 


Achatada, opaca, cinza a esverdeada, Pseudomonas 
bordas erodidas ou espraiada, 
pigmento azul-esverdeado, odor 
semelhanteaodeuvas 


Citocromo-oxidase 

Fluorescencia das assimilates de 
carboidratos 

Desnitrificato 

DNase 

Flidrolise daacetamida 


Crescimento a 42°C 


Tabela 1.14 Tecnicas para preparagao de isolados puros a partir de culturas mistas. 

Subcultura direta Tocar cuidadosamente na superficie da colonia desejada com a ponta de uma agulha de inoculagao (nao uma alga em 

anel); semear em outra placa para isolamento 

Uso de meios seletivos Preparar subculturas da colonia que se pretende estudar em agar capaz de inibir o crescimento de colonias indesejaveis; 

por exemplo, preparar subculturas de urn bacilo gram-negativo no agar MacConkey para separa-lo dos cocos gram- 
positivos 

Uso de compostos quimicos Preparar uma subcultura da colonia que se pretende estudar em agar contendo antibioticos ou compostos qufmicos, que 
inibitorios inibam o crescimento das colonias indesejaveis 

acrescentadosaoagar 
(analogo ao uso de 
meios seletivos) 

Uso de discos com Preparar uma subcultura da colonia que se pretende estudar na superficie de uma placa de agar e colocar urn disco 

antibiotico (analogo ao impregnado com antibiotico destinado a inibir as bacterias indesejaveis 
uso de uma placa de 
agar contendo 
antibioticos, embora 
sejamaisflexi'vel) 



■ FIGURA 1.19 Tecnica para colher uma amostra de uma colonia bacteriana isolada com uma alga de fio reto, de forma a 
preparar uma subcultura em outro meio. 






■ FIGURA 1.20 Tecnica para preparar um esfregago para coloragao por Gram. Conforme ilustrado na Figura 1.19, a parte 
superior de uma colonia bacteriana isolada e tocada com uma alga de inoculagao e, em seguida, sua ponta e submersa em 
uma gota de agua ou soro fisiologico sobre uma lamina de vidro. Em seguida, o inoculo e emulsificado e a preparagao e 
deixada secar ao ar antes da fixagao por calor e da coloragao. 

De forma a realizar a identificagao preliminar das bacterias isoladas, o microbiologista deve avaliar todas essas 
caracteristicas. Na Prancha 1.3, ha uma serie de fotografias de microscopia com varias coloragoes ilustrando alguns 
tipos morfologicos de celulas e as configuragdes espaciais das bacterias encontradas comumente nos laboratories 
clinicos. 

Com as informagoes obtidas a partir do exame das colonias bacterianas e da coloragao por Gram, o 
microbiologista pode entao ser direcionado para determinados testes, que tern mais chances de realizar a 
identificagao definitiva. Por exemplo, uma colonia hemolitica cremosa e elevada no agar-sangue, que consiste em 
cocos gram-positivos agrupados, quase certamente e de Staphylococcus (Prancha 1.3 C). Uma colonia beta- 
hemolitica translucida e puntiforme no agar-sangue, que consiste em cocos gram-positivos em cadeias, tern mais 
chances de representar uma especie de Streptococcus (Prancha 1.3 D). 

Entretanto, o microbiologista nao pode confiar unicamente no exame dos esfregagos corados por Gram, porque 
as reagoes a coloragao podem variar, principalmente nas colonias muito jovens ou muito velhas. A morfologia das 
bacterias na coloragao por Gram e mais caracteristica quando os esfregagos sao preparados a partir de uma 
subcultura em caldo mais recente (4 a 6 horas), ocasiao em que as celulas bacterianas estao na fase de crescimento 
logaritmico. Em geral, a morfologia da coloragao por Gram e menos caracteristica quando os esfregagos sao 
preparados a partir de colonias cultivadas em superficies de agar. 

Os microbiologistas devem fornecer ao medico tantas informagoes preliminares quanto possivel. Em 
determinados casos, como quando se observam bacterias em caldo de cultura com sangue ou diretamente no LCR 
infectado, esse tipo de informagao preliminar pode ser muito util para orientar o tratamento antibiotico especifico, 
antes da identificagao definitiva ou que se disponham dos resultados dos testes de sensibilidade aos antibioticos. 

Procedimentos para identificagao preliminar das bacterias isoladas. A observagao e a interpretagao 
iniciais do crescimento bacteriano nos meios de cultura devem ser usadas para determinar se o(s) microrganismo(s) 
recuperado(s) merece(m) ser mais bem-identificado(s) e se devem ser realizados testes de sensibilidade aos 
antibioticos. Em seguida, os testes subsequentes sao usados com a finalidade de identificar uma bacteria isolada 
com base na avaliagao da atividade bioquimica ou metabolica do microrganismo. Tradicionalmente, isso era 
realizado por meio da inoculagao do isolado primario em uma serie de meios ou solugoes de teste diferenciados. 
Hoje em dia, alguns desses testes sao realizados e a bacteria isolada pode ser enviada diretamente para identificagao 
por meio da espectrometria de massa. Embora essa ultima tecnica tenha relagao favoravel de custo-eficacia e 
economize tempo, ela nao e perfeita. Por isso, a manutengao dos conhecimentos e da habilidade necessaria a 
identificagao das bacterias pelos metodos tradicionais e justificavel, principalmente quando se trata de isolados com 



aspectos morfologicos ou outras caracteristicas incompativeis com o resultado da espectrometria de massa. Alem 
disso, o uso da morfologia das colonias com reagoes essenciais (/. e., testes de mancha) e um metodo aceito para 
identificar bacterias em algumas condigoes de cultura, conforme foi descrito no manual M32A da CLSI e a seguir; 
nesses casos, isso pode ate evitar a necessidade de realizar espectrometria de massa. 

Testes bioquimicos diretos para realizar a identificayao preliminar das bacterias. Algumas observagoes 
preliminares ou um teste direto rapido pode ser realizado com as colonias selecionadas. Frequentemente, uma 
bacteria isolada pode ser identificada em nfvel clinicamente util com base apenas nessas avaliagoes. Por exemplo, as 
propriedades de utilizagao da lactose dos bacilos gram-negativos podem ser avaliadas diretamente no agar 
MacConkey, quando se observa a pigmentagao vermelha das colonias; a produgao de H 2 S pode ser detectada nos 
agares de Hektoen® e xilose-lisina-desoxicolato (XLD), quando se observam colonias com centros negros. A 
descarboxilagao da lisina tambem pode ser considerada quando se observam colonias crescendo no agar de XLD. 
Um halo vermelho ao redor da colonia, indicando reagao a um pH alcalino, sugere descarboxilagao da lisina. 

A seguir, descrevemos alguns testes diretos que podem ser usados na identificagao de colonias isoladas em 
placas de cultura primaria: 

► Teste da catalase. Algumas gotas de peroxido de hidrogenio a 3% sao pingadas diretamente sobre uma colonia. 
Efervescencia rapida indica formagao de oxigenio molecular e torna o teste positivo (Quadro 1.1 online). Pode ser 
dificil obter resultados precisos quando o teste e realizado com colonias que crescem no agar-sangue, tendo em vista 
a existencia de peroxidase nos eritrocitos. 1 Contudo, a reagao da peroxidase produzida pelos eritrocitos e tardia e 
fraca e, em geral, pode ser facilmente diferenciada das reagoes imediatas e intensamente ativas produzidas pelas 
bacterias catalase-positivas. O teste da catalase e utilizado mais comumente para diferenciar estafdococos 
(positivos) de estreptococos (negativos), ou especies de Bacillus (positivas) de especies de Clostridium 
aerotolerantes (negativas). 

► Teste de solubilidade da bile. Existem dois testes utilizados comumente para determinar a solubilidade da bile. 
Como triagem inicial, o tecnico pode pingar algumas gotas da solugao de desoxicolato de sodio a 10% nas colonias 
supostamente de S. pneumoniae. As colonias dessa bacteria (tambem conhecida como pneumococo) desintegram-se 
por completo e desaparecem depois de cerca de 30 minutos (Quadro 1.2 online). Em alguns casos, esse teste e dificil 
de interpretar e o teste da solubilidade da bile em tubo pode ser realizado. Um inoculo retirado da colonia bacteriana 
ainda nao identificada pode ser suspenso em uma solugao de desoxicolato (sais biliares) a 10%, ate que se alcance 
opacidade. O desaparecimento da opacidade dentro de 30 a 60 minutos depois da incubagao a 35°C indica a lise da 
bacteria pela bile (Quadro 1.2 online). Ao mesmo tempo, deve-se testar um controle com Streptococcus do grupo 
viridans, que nao e lisado pela bile. 

► Teste da coagulase em lamina. Uma colonia supostamente formada por especies de Staphylococcus deve ser 
emulsificada com uma gota de plasma de coelho em uma lamina de vidro. A formagao de grumos bacterianos dentro 
de 2 minutos indica a existencia de coagulase ligada e torna o resultado do teste positivo (Quadro 1.3 online). Um 
teste negativo da coagulase em lamina deve ser seguido de um teste convencional para coagulase em tubo, se a 
morfologia da colonia for sugestiva de Staphylococcus aureus de qualquer forma. Os testes de aglutinagao para 
detectar a proteina estafilococica A tambem podem ser usados como marcador de S. aureus. As bacterias que 
apresentem morfologia compativel com S. aureus e sejam coagulase-positivas podem ser relatadas como S. aureus. 
Nesse caso, os tecnologos devem estar cientes de que alguns isolados coagulase-positivos em lamina podem ser 
semelhantes a S. aureus, de forma que pode ser necessario realizar testes adicionais. Os estafdococos coagulase- 
positivos comumente sao referidos como tal, a menos que exista alguma razao clinica para determinar sua especie. 

► Teste direto da mancha de indol. Com essa tecnica, uma pequena parte da colonia a ser testada e transferida do 
meio nao seletivo (p. ex., agar-sangue ou agar-chocolate) para uma fita de papel-filtro, que foi ou sera saturada com 
reagente de Kovac ou solugao de -dimeti 1 amino-cianoma 1 deido (PACA). O aparecimento imediato de uma 
coloragao avermelhada com o reagente de Kovac indica a existencia de indol e caracteriza o teste como positivo 
(Quadro 1.4 online). A solugao de PACA e mais sensivel que o reagente de Kovac e uma reagao positiva no teste e 
indicada pelo aparecimento rapido de uma coloragao azulada. Em muitos laboratories, as colonias indol-positivas, 
lactose-positivas e com aspecto seco, que aparegam depois de 24 horas de incubagao no agar MacConkey - 
principalmente com bacterias isoladas das vias urinarias - sao identificadas como E. coli e geralmente nao sao 
realizados testes adicionais. Nesses casos, o teste da mancha de indol precisa ser realizado com as colonias que 
crescem em placas de agar-sangue paralelas, porque a pigmentagao das colonias lactose-positivas no agar 


MacConkey dificulta a interp retag ao da reagao de cor e o indol e um derivado do triptofano, que esta presente nos 
meios que contem sangue. 

► Teste da citocromo-oxidase. Uma parte da coldnia a ser testada e esfregada sobre a area impregnada com reagente 
de uma fita de teste para oxidase. O aparecimento imediato de uma coloragao azulada indica atividade de 
citocromo-oxidase e confirma que o teste e positivo (Quadro 1.5 online). Os testes de citocromo-oxidase sao uteis a 
classificagao inicial de algumas especies de bacterias, que formam colonias com morfologia tipica. Entre as especies 
bacterianas que produzem citocromo-oxidase estao as especies de Aeromonas, Plesiomonas e Pseudomonas. A 
dimetil-oxidase e um reagente utilizado comumente nesse teste. A tetrametil-oxidase e um reagente util para a 
identificagao das especies de Pasteurella, que sao dimetil-oxidase negativas e tetrametil-oxidase positivas. Todos os 
membros da familia Enterobacteriaceae sao oxidase-negativos. 

► Teste da MUG. O teste da MUG (4-metilumbeliferil-p-D-glicuronidase) esta baseado na demonstragao da 
produgao de fi-glicuronidase. Esse teste pode ser utilizado como triagem para E. coli e como altemativa ao teste da 
mancha de indol. Uma suspensao densa do microrganismo ainda nao identificado e inoculada dentro do reagente 
MUG, que foi suspenso em tubos ou impregnado em discos desidratados. O reagente emite fluorescencia originada 
da liberagao de 4-metilumbeliferona na presenga de glicuronidase. O indol tambem pode ser detectado 
acrescentando-se o reagente de indol de Kovac ao tubo com MUG, tomando esse teste combinado uma tecnica 
valiosa para realizar a triagem dos bacilos entericos fermentadores de lactose. 

Teste do PYR. O substrata L-pirrolidol-b-naftilamida (PYR) oferece um metodo simples para a identificagao 
rapida dos enterococos. A formagao de uma coloragao avermelbada depois de acrescentar o reagente N,N- 
metilamino-cianomaldeido indica positividade do teste com PYR. Esse teste e utilizado principalmente para 
determinar o genero Enterococcus, mas outras bacterias (p. ex., S. pyogenes) tambem sao positivas (Quadro 1.6 
online). 

Identificagao das especies bacterianas e selegao das caracteristicas diferenciais. A caracterizagao final de uma 
bacteria isolada desconhecida geralmente e realizada pela pesquisa de sistemas enzimaticos tipicos de cada especie. 
Esses sistemas enzimaticos sao detectados inoculando-se uma pequena parte de uma colonia bacteriana bem-isolada 
em uma serie de meios de cultura, que contem substrates e indicadores quimicos especificos. A utilizagao dos 
substratos pelo microrganismo pode mostrar alteragoes na cor do meio, provocadas por mudangas no pEl ou pela 
produgao de subprodutos especificos. O microbiologista clinico precisa selecionar os conjuntos apropriados de 
caracteristicas diferenciais, que lhe permitam identificar cada grupo de bacterias. Um dos avangos principais da 
microbiologia diagnostica foi a miniaturizagao dos sistemas bioquimicos, de forma que varias caracteristicas podem 
ser examinadas rapidamente e a um custo relativamente pequeno. Antes desses avangos, um numero limitado de 
testes era realizado em tubos ou placas macroscopicas e, em seguida, eram realizados testes adicionais com base nos 
resultados iniciais. Esse processo era lento, dispendioso e mais sujeito a erros que as tecnicas modemas. 87 

Identificagao dos microrganismos utilizando espectrometria de ntassa. A comercializagao de equipamentos de 
espectrometria de massa aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) dos EUA com suas “bibliotecas” 
associadas de microrganismos alterou a forma como os microbiologistas identificam microrganismos. Nao seria 
exagero dizer que a identificagao de algumas bacterias (p. ex., Listeria monocytogenes), que demorava dias e 
custava alguns dolares, hoje pode ser concluida em minutos por alguns centavos. Existem varios tipos e 
modificagoes da espectrometria de massa. O metodo time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz 
(MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) e seu equipamento sao usados 
para identificar microrganismos em dois sistemas aprovados pela FDA e disponiveis no comercio. 

Em resumo, os microrganismos sao colocados em uma matriz fisica e ionizados por um laser. As biomoleculas 
(especialmente proteinas) sao aceleradas e separadas e o time of flight (tempo de voo) e registrado para cada 
molecula. O somatorio dos sinais de “tempo de voo” das moleculas de um microrganismo cria um espectro, que se 
correlaciona precisamente com a identidade de um microrganismo. Ele tambem e confiavel e reprodutivel e os 
fabricantes tornaram os equipamentos simples de usar. Existem algumas limitagoes bem conhecidas, que devem ser 
levadas em consideragao nos procedimentos laboratoriais que utilizam esses equipamentos, o que nao e diferente de 
qualquer outra tecnologia. Varios manuscritos e publicagoes comprovaram a capacidade desses equipamentos de 
identificar corretamente varios grupos de microrganismos, de forma que sejam incorporados relevantemente ao 
laboratario clinico." 


Identificagao de outros microrganismos alem de bacterias 

Fungos. Os fungos tem algumas caracteristicas em comum com as bacterias e abordagens semelhantes sao 
usadas para sua identificagao. Alguns testes de triagem sao utilizados comumente nos fungos isolados para 
identificar ou excluir microrganismos recuperados comumente e/ou especialmente importantes. O teste do tubo 
germinativo tem sido o procedimento de triagem principal para Candida albicans ha muitos anos, embora esteja 
demonstrado que Candida dubliniensis tambem produza resultado positivo nesse teste. O teste da urease, inclusive 
uma versao rapida, e outro teste de triagem utilizado comumente. Em geral, esse teste e realizado para examinar 
isolados respiratorios, porque o patogeno mais comum (Cryptococcus neoformans) produz urease, enquanto os 
fungos comensais mais frequentes nao possuem essa enzima (com raras excegoes). Tradicionalmente, as 
caracteristicas morfologicas do fimgo isolado sao examinadas (morfologia em agar fiiba) em conjunto com o perfd 
de assimilagao e/ou fermentagao para estabelecer a identificagao defmitiva. O uso da espectrometria de massa no 
laboratorio clfnico esta alterando a abordagem usada na identificagao rotineira, em grande parte evitando a 
necessidade de realizar algumas reagoes bioquimicas e a avaliagao em agar fiiba. Nos proximos anos, pesquisadores 
desenvolverao uma abordagem baseada em evidencias para a identificagao de fungos utilizando essa tecnologia. 

Entretanto, o elemento fundamental da identificagao dos bolores isolados e o exame morfologico das 
caracteristicas reprodutivas predominantemente assexuadas. Testes bioquimicos e estudos de temperatura 
desempenham fungao complementar, mas em alguns casos sao necessarios para identificar a especie do fiingo. A 
aplicagao da espectrometria de massa para identificar fungos filamentosos tem sido estudada, considerando que a 
avaliagao morfologica tambem e rapida e pouco dispendiosa para os profissionais que dispoem das habilidades 
necessarias. 

Micobacterias. As abordagens tradicionais adotadas para identificar bacterias especializadas tambem se aplicam 
as micobacterias. Entretanto, os testes bioquimicos sao consideravelmente mais dificeis com as micobacterias do 
que com as bacterias comuns, especialmente em razao do tempo de incubagao mais longo necessario para o 
crescimento suficiente para a realizagao dos testes. A maioria dos diretores de laboratorio prefere encaminhar esses 
especimes aos laboratories especializados para identificagao e/ou testes de sensibilidade, ou usar tecnicas 
moleculares. As sondas de DNA estao disponiveis no mercado para varias micobacterias mais comumente 
encontradas. Essas sondas sao particularmente liteis para a identificagao ou exclusao rapida de M. tuberculosis 
depois da deteegao de crescimento de micobacterias. A reagao da cadeia de polimerase (PCR; do ingles, polymerase 
chain reaction) de grande amplitude e, em seguida, o sequenciamento do DNA sao os padroes utilizados na 
identificagao das micobacterias em alguns laboratories de referenda ou de porte maior. A espectrometria de massa 
tambem foi avaliada e pode ser usada para identificar micobacterias em alguns casos. A fiingao defmitiva dessa 
tecnologia no laboratorio de micobacteriologia rotineira ainda nao foi definida. 

Parasitas. A triagem de alguns parasitas (p. ex., Giardia e Cryptosporidium) pode ser realizada eficazmente por 
meio de imunoensaios disponiveis no comercio. Nos demais casos, a caracterizagao dos parasitas e baseada em seu 
exame morfologico. As culturas para parasitas raramente sao realizadas. 

Virus. Como sao patogenos intracelulares obrigatorios, os virus requerem uma abordagem diagnostica muito 
diferente. Embora as tecnicas de cultura celular fossem utilizadas tradicionalmente para detectar virus, elas tem sido 
substituidas por metodos moleculares mais sensiveis. As tecnicas mais utilizadas para diagnosticar virus incluem a 
caracterizagao de antigenos e acidos nucleicos. 

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Em muitos aspectos, determinar a sensibilidade dos patogenos 
a antimicrobianos apropriados e a tarefa mais importante realizada nos laboratories de microbiologia clinica. O 
Boxe 1.11 descreve alguns dos fatores que devem ser avaliados, quando se considera a realizagao dos testes de 
sensibilidade. 

Na maioria dos casos, o teste de sensibilidade aos antimicrobianos e utilizado para orientar o tratamento das 
infeegoes bacterianas e micobacterianas (Capitulos 17 e 19). Os microbiologistas clinicos precisam assegurar que o 
teste seja realizado com isolados apropriados por varios metodos. A conduta mais facil e submeter-se a um medico 
insistente, que exige a realizagao de testes com um microrganismo isolado, para o qual nao existem padroes 
interpretativos, mas o microbiologista deve resistir a essa tentagao utilizando abordagens baseadas em evidencia e, 
se necessario, solicitar a ajuda de outros colegas. 

Os testes para bacterias anaerobias, fungos e virus podem ser necessarios em determinadas situagoes, mas nao 
rotineiramente. Quando esses microrganismos sao testados, e importante que um medico experiente capaz de 


interpretar os resultados adequadamente esteja envolvido no cuidado prestado ao paciente. 


Boxel.11 


Fatores envolvidos nos testes de sensibilidade 


Fator 

Bacteria isolada 

Sensibilidade 
Condigao clinica 
Padroes de interpretaqio 


Criterios 

Patogeno potencial isolado de um especime valido (/'. e., provavelmente nao representa a 
microbiota colonizadora) 

Imprevisivel quanto ao agente infeccioso e ao antimicrobiano 

Ha indicaqio para tratamento antimicrobiano 

Existem criterios validados para determinar o significado clinico do resultado 


Uso dos resultados do teste de sensibilidade no controle de qualidade dos resultados da identificagdo. 
Algumas bacterias tern sensibilidade previsivel a determinados farmacos e nao precisam ser testadas. Outras tern 
padroes de sensibilidade caracteristicos, que nao sao suficientemente invariaveis para evitar a realizagao do teste. 
Entretanto, esses padroes podem ser usados como verificagao da caracterizagao taxonomica. Por exemplo, nos casos 
tipicos, K. pneumoniae e resistente a ampicilina, mas e sensivel as cefalosporinas de primeira geragao. Por outro 
lado, as especies de Enterobacter geralmente sao resistentes a esses dois grupos de antibioticos. Caso uma bacteria 
isolada seja identificada como Enterobacter, mas seja sensivel a esses antibioticos, os resultados devem ser 
colocados em duvida. Os testes de identificagao e sensibilidade devem ser repetidos, porque provavelmente houve 
algum erro. Em condigoes ideais, o teste repetido deve utilizar um metodo diferente do que foi usado inicialmente. 

Tabela 1.15 Identificagao presuntiva de bacterias e fungos. 


Situagao 

Protocolo de teste abreviado 

Identificagao 

Bacteria gram-negativa, nao dispersiva, oxidase-negativa e beta- 

hemolitica no agar-sangue de carneiro" 

Nenhum teste adicional 

Escherichia coli 

Bacteria gram-negativa, nao dispersiva, oxidase-negativa, nao 

hemolitica no agar-sangue de carneiro e fermentadora de 

lactose" 

PYR-negativa 

Escherichia coli 

Bacteria gram-negativa, nao dispersiva, oxidase-negativa, nao 

hemolitica no agar-sangue de carneiro, nao fermentadora de 

lactose" 

MUG-positiva 

Escherichia coli 

Bacilos ou cocobacilos gram-negativos pequenos, recuperados do 

liquido cefalorraquidiano ou de especimes das vias 

respiratorias; crescimento em C0 2 a 50% em agar-chocolate, 

mas nao no agar-sangue de carneiro" 

Resultado negativo no teste rapido 

para sintese de porfirina 

Haemophilus influenzae (nao pode ser 

diferenciado de Haemophilus 

hemolyticus, que nao e um patogeno 

humano comum) 

Diplococos gram-negativos, oxidase-positivos, crescimento em 

agar-chocolate e agar-sangue de carneiro" 

Resultado positivo no teste da 

butirato-esterase ou de DNase 

Moraxella catarrhalis 

Bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, nao fermentadores de 

lactose, crescimento difuso no agar-chocolate ou agar-sangue 

de carneiro" 

Indol-positivo 

Proteus vulgaris 




Bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, nao fermentadores de 
lactose, crescimento difuso no agar-chocolate ou no agar- 
sanguede carneiro" 

Bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, nao fermentadores de 
lactose, crescimento difuso no agar-chocolate ou no agar- 
sanguede carneiro" 

Bacilos gram-negativos, oxidase-negativos, nao fermentadores de 
lactose, crescimento difuso no agar-chocolate ou no agar- 
sanguede carneiro" 

Bacilos gram-negativos, oxidase-positivos, odor tipico de uvas 
Concordia, morfologia tipica das colonias (brilho metalico, 
esverdeada/avermelhada/preta, mucoide)" 


Cocos gram-positivos em grupos; catalase-positivos; colonias 
opacas e cremosas no agar-sangue de carneiros (cor acentuada 
no agar-chocolate) 0 


Cocos gram-positivos em pares e cadeias curtas; catalase- 
negativos; geralmente com uma zona estreita de (5-hemolise" 


Cocos gram-positivos em pares e cadeias; catalase-negativos; 
geralmente com uma zona estreita de (5-hemolise" 


Cocos gram-positivos em pares e cadeias curtas; catalase- 
negativos; alfa-hemoh'ticos no agar-sangue de carneiro; nos 
casos tipicos, colonias mucoides ou com formato de 
"enxadrezado" 

Cocos gram-positivos em pares e cadeias; catalase-negativos; 
beta-hemoliticos em agar-sangue de carneiro com zona ampla 
de hemolise; em geral, colonias secas e peguenas em 
compara^ao com a area de hemolise" 

Bacilos gram-negativos peguenos; oxidase-positivos; morfologia 
da colonia em "gota de orvalho" no agar-sangue de carneiro 
com depressao do agar; odor de agua sanitaria 


Indol-negativos; sensiveis a Proteus mirabilis 

ampicilina 


Indol-negativos; resistentes a 
ampicilina, maltose-negativos; 
ornitina-positivos 

Indol-negativos; resistentes a 
ampicilina; maltose-positivos; 
ornitina-negativo 

Nenhum teste adicional 


Resultado positivo no teste da 
coagulase em lamina e/ou teste 
emtubode4h 


PYR-positivos 


Resultado positivo no teste rapido 
do hipurato; teste positivo na 
mancha de CAMP; ou resultado 
positivo no teste de aglutinagao 
do latex com antissoro 
especifico 

Resultado positivo no teste em tubo 
ou mancha de solubilidade da 
bile 


Proteus mirabilis 


Proteus penneri 


Pseudomonas aeruginosa (algumas cepas 
raras de Aeromonas podem ser 
semelhantes, mas sao indol-positivas 
no teste da mancha) 

Staphylococcus aureus (Staphylococcus 
coagulase-positivo); raramente, outros 
estafilococos podem ter resultado 
positivo no teste da coagulase em 
lamina 

Enterococcus spp.; a impossibilidade de 
crescerem bem a ponto de realizar 
testes de sensibilidade sugere gue a 
bacteria isolada possa ser de outro 
genera 

Streptococcus agalactiae (grupo B); os 
enterococos beta-hemoliticos podem 
ser hipurato-positivos, mas tambem 
sao PYR-positivos 


Streptococcus pneumoniae 


PYR-positivos ou resultado positivo Streptococcus pyogenes (grupo A); algumas 
no teste de aglutinagao do latex cepas de enterococos beta-hemoliticos 
com antissoro especifico tern morfologia de colonias diferente e 

nao fazem aglutinagao do latex 

Nenhum teste adicional Eikenella corrodens 


Bacilos ou cocobacilos regulares gram-negativos com colonias (> 1 Nenhum teste adicional e essencial; Grupo de Bacteroides fragilis 


mm) no agar-sangue anaerobio e dimensoes reduzidas nos 
agares LKV e BBE; nenhum crescimento no agar-chocolate com 
C0 2 a 5%° 


Bacilos gram-negativos finos, pontiagudos e fusiformes; colonias 
opalescentes ou esfarinhadas no agar-sangue anaerobio; 
nenhum crescimento no agar de BBE; nenhum crescimento no 
agar-chocolate com C0 2 a 5%° 

Bacilos gram-negativos; colonias peguenas (< 1 mm) no agar- 
sangue anaerobio e no agar de BBE depois da incuba^ao por 
no minimo 48 h; nenhum crescimento no agar-chocolate com 
C0 2 a 5%; ponto negro no centra da colonia em razao da 
produpo de H 2 S a 

Cocobacilos gram-negativos peguenos; colonias negras ou com 
fluorescencia vermelho-tijolo (sob luz UV de comprimento de 
onda longo) no agar de LKV; colonias translucidas ou opacas 
peguenas no agar de BAP anaerobio; nenhum crescimento no 
agar-chocolate com C0 2 a 5%" 

Bacilos gram-negativos cocobacilares peguenos; colonias 
translucidas ou opacas peguenas no agar de BAP anaerobio 
com fluorescencia vermelho-tijolo sob luz UV de comprimento 
de onda longo; nenhum crescimento no agar-chocolate com 
C0 2 a 5%° 

Bacilos gram-negativos finos, colonias transparentes e planas, gue 
formam depressoes no agar de BAP anaerobio; nenhum 
crescimento no agar de LKV; nenhum crescimento no agar- 
chocolate incubado com C0 2 a 5%; catalase-negativos; urease- 
positivos 0 

Diplococos gram-negativos minusculos; colonias transparentes ou 
opacas peguenas (< 1 mm) no agar de BAP anaerobio com 
fluorescencia vermelha sob luz UV de comprimento de onda 
longo; nenhum crescimento no agar de BBE ou no agar- 
chocolate com C0 2 a 5%° 

Bacterias gram-positivas ou com reatividade variavel ao Gram, 
celulas grandes em formato de vagao com extremidades 
rombas; colonias irregulares grandes (> 2 mm) com uma zona 
dupla de (5-hemdlise no agar de BAP anaerobio; nenhum 
crescimento no agar de LKV ou BBE; nenhum crescimento no 
agar-chocolate com C0 2 a 5%; catalase-negativos 0 


opadraodos discos podeser 
usado (resistente a penicilina e 
canamicina; sensi'vel a 
rifampicina) como evidencia 
adicional 

Resultado positivo no teste da 
manchadeindol 


Teste da catalase fortemente 
positivo 


Nenhum teste adicional necessario 


Resultado positivo no teste de 
manchadoindol 


Nenhum teste adicional necessario 


Nenhum teste adicional necessario 


Nenhum teste adicional necessario 


Fusobacterium nucleatum 


Bilophila wadsworthia 


Prevotella spp.; Prevotella intermedia se o 
teste do indol em mancha for positivo 


Porphyromonas spp. 


Bacteroides ureolyticus 


Veillonella spp. 


Clostridium perfringens 


Bacilos gram-positivos finos com esporos subterminais dilatados; 
crescimento difusamente homogeneo no agar de BAP 


Nenhum teste adicional necessario Clostridium septicum 


anaerobio; nenhum crescimento no agar de LKV ou BBE; 
nenhum crescimento no agar-chocolate com C0 2 a 5%; 
catalase-negativos; resultado negativo no teste da mancha de 
indol 


Bacilos gram-positivos finos com esporos subterminais; Nenhum teste adicional necessario Clostridium tertium 

crescimento eguivalente no agar de BAP anaerobio e no agar- 
chocolate com C0 2 a 5%; catalase-negativos 


Bacilos gram-negativos corineformes pleomorficos; colonias Nenhum teste adicional necessario Propionibacterium acmes 
opacas semelhantes ao esmalte branco, peguenas (1 a 2 mm) 
no agar de BAP anaerobio; catalase-positivos; resultado 
positivo no teste da mancha de indol" 


Leveduras em processo de germinaqio" Resultado positivo no teste de Candida albicans 

germinaqio em tubo em menos 
de 3 h; ou proje^oes miceliais a 
partirdas colonias nos meios 
contendo sangue incubado por 
< 24 h (f. dublinienses e outra 
levedura com teste positivo de 
germinaqio em tubo) 


Leveduras esfericas em processo de germinaqio; colonias 
geralmentemucoides" 


Resultado positivo no teste rapido 
da oxidase do fenol 


Cryptococcus neoformans (Cryptococci 
podem ser exdui'dos nas colonias com 
teste rapido negativo da urease) 


a Baseada nas recomendagoes consensuais da referenda 26. 


Abordagens com relagao custo-eficacia favoravel na fase anah'tica. Na fase analitica, os recursos 
podem ser utilizados eficientemente quando se enfatizam varias areas. E possivel usar protocolos abreviados para 
identificar determinados microrganismos (Tabela 1.15). A CLSI publicou recomendagoes consensuais quanto a 
determinadas abordagens. 2 ' 1 A Tabela 1.16 resume outros meios recomendados para otimizar os recursos. O 
fundamento filosofico dessas abordagens e o foco nos resultados que possam ser interpretados corretamente e que 
possibilitem o melhor tratamento para o paciente. Um principio teorico e pensar sobre os especimes em duas 
categoriais gerais: (1) aqueles a partir dos quais os microrganismos isolados tern grandes chances de ser 
patogenicos; e (2) aqueles a partir dos quais os microrganismos isolados nao podem ser interpretados 
confiavelmente. Quando um microbiologista dedica a mesma atengao a essas duas categorias, e certamente possivel 
que tantos recursos sejam consumidos com especies de significado questionavel, que os especimes mais importantes 
fiquem prejudicados. 

Todo microbiologista clinico precisa tomar decisoes relativas ao laboratorio, dependendo das condigoes locais. 
A primeira consideragao e evitar fomecer resultados que possam ser mal-interpretados. Um resultado indicando 
“microbiota mista, ou nenhum patogeno identificado em defmitivo” provavelmente estimula a coleta de outro 
especime potencialmente melhor, ou leva ao tratamento do paciente com base nos patogenos que provavelmente 
causam essa infecgao especifica. Colocar um nome em um microrganismo isolado que, na verdade, faz parte da 
microbiota colonizadora ou contaminante confere a esse microrganismo mais credito que ele merece. Em muitos 
casos, isso resulta na solicitagao dos testes de sensibilidade. O acrescimo dos resultados dos testes de sensibilidade 
acentua a dificuldade e indica a necessidade de tratamento. 

A questao entao e saber: “O que e microbiota bacteriana mista?” O conhecimento dos tipos de bacterias que 
colonizam as superficies do corpo humano e uma base solida sobre os principios da microbiologia clinica sao 
essenciais a essa decisao. Por exemplo, e importante reconhecer que S. pyogenes e um patogeno potencial 



importante, independentemente de quantas especies adicionais estao presentes; quaisquer colonias beta-hemoliticas 
devem ser avaliadas quanto a presenga do antigeno estreptococico A. Schreckenberger e Miller sugeriram como 
diretriz basica a “Regra dos Tres”. 81 '" 13 Esses autores sugeriram que um ou dois patogenos potenciais devam ser 
avaliados, mesmo quando se encontram junto com a microbiota, mas que tres ou mais patogenos potenciais nao 
devam ser avaliados. 

A diretriz da “Regra dos Tres” e um recurso util, mas o microbiologista deve ter bom senso. Por exemplo, essa 
regra nao se aplica automaticamente as biopsias de tecidos ou aos liquidos e pus aspirados. No trato urinario, uma 
mistura de tres ou mais microrganismos de qualquer tipo sugere contaminagao pela microbiota vaginal ou perineal; 
mesmo que um patogeno potencial faga parte desta mistura e nao predomine, e dificil estar seguro de que a analise 
fomecera informagoes validas. Em alguns casos, a relagao quantitativa entre os microrganismos da mistura pode 
fomecer algum indicio. Quando ha predominio inequivoco de um ou possivelmente dois microrganismos, 
comumente e razoavel avaliar e relatar esses microrganismos, assim como a presenga da microbiota mista. 

E importante ressaltar que, quando um microbiologista examina uma placa de agar e descobre que ha tipos 
bacterianos mistos, na verdade ele esta observando varios tipos de colonias bacterianas (morfotipos). Em geral, 
essas colonias visualmente diferentes representam especies (ou mesmo generos) diferentes, mas tambem podem 
representar variantes fenotipicas de um microrganismo com o mesmo genotipo. A unica forma de ter certeza de que 
foram isoladas varias especies de bacterias e identificar todas elas, quando entao certamente todo o trabalho tera 
sido realizado. Na pratica, precisamos ter bom senso para determinar se as colonias sao suficientemente diferentes 
para justificar a caracterizagao do crescimento como misto e reconhecer que, algumas vezes, podemos estar errados. 


Tabela 1.16 Algumas abordagens recomendadas para aperfeigoar as identificagoes realizadas no 
laboratorio. 

Categoria Norma proposta" 


Repetir as culturas dos espedmes retirados de focos nao estereis dentro de 
determinado perfodo de tempo 


Culturas que contem microbiota mista (/'. e., flora mista) obtida de um foco 
nao esteril, especialmente quando foi enviado em swab; pouca ou 
nenhuma inflamagio visfvel no esfregago corado por Gram 

Culturas que contem microbiota mista obtida de um foco nao esteril, 
especialmente quando foi enviado em swab; indfcios de inflamagio 
moderada a grave 

Culturas que contem microbiota mista obtida de um foco nao esteril, 
especialmente quando foi enviado em swab; indfcios de inflamagio 
moderada a grave; um unico patogeno potencial predominante 

Leveduras isoladas em cultura mista com bacterias obtidas de um foco nao 
esteril ou potencialmente contaminado, inclusive uma ferida ou Ifquido 
peritoneal 

Microbiota mista nas amostras de urina obtidas por tecnica de coleta 
limpa ou cateter de longa permanencia 


Encaminhar os especimes subsequentes para avaliagao previa; se o 
especime subsequente tiver sido inoculado em um meio e houver 
diferengas significativas em comparagio com o especime original, 
consulte o medico solicitante quanto a conduta subsequente 

Relatar como microbiota gram-positiva/gram-negativa mista 


Relatar como microbiota gram-positiva/gram-negativa mista; acrescentar 
um comentario para que o medico solicite parecer do laboratorio 
dentro de alguns dias (predeterminado) para processamento adicional 

Relatar a identificagio do patogeno predominante e a presenga de 
microbiota mista; realizar testes de sensibilidade antimicrobiana com 
o patogeno predominante, ou acrescentar um comentario para que o 
medico solicite ao laboratorio testes de sensibilidade 

Relatar a presenga da levedura; considerar o acrescimo de um comentario 
para que o medico solicite ao laboratorio processamento adicional 

Relatar como microbiota gram-positiva/gram-negativa mista; acrescentar 
um comentario sugerindo: (1) repetir a coleta por cateterizagao 
intermitente, se houver indicagao clfnica e o paciente nao estiver com 
um cateter de longa permanencia; ou (2) notificar o laboratorio se o 



paciente tiver urn cateter de longa permanencia e necessitar de 
tratamento antimicrobiano 


Avaliar o patogeno predominante; acrescentar um comentario indicando a 
existencia de microbiota mista 

Relatar apenas a existencia ou inexistencia de patogenos vaginais 
comprovados, que sao demonstrados mais daramente por cultura; ou 
seja, Listeria monocytogenes, Streptococcus agaiactiae (nas mulheres 
em idade reprodutiva), Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus 
(se houver suspeita da sindrome do choque septico) e leveduras. Os 
testes de sensibilidade raramente sao necessarios 

Relatar a microbiota gram-positiva/gram-negativa mista e considerar o 
acrescimo de um comentario para que o medico solicite ao laboratorio 
processamentoadicional 

Continuar a identificaqjo e relatar o resultado apenas se o microrganismo 
for demonstrado em um esfregai;o concomitante corado por Gram 
com neutrofilos polimorfonudeares associados, ou for o 
microrganismo predominante 

a Uma pratica recomendavel e preservar os especimes que nao sejam avaliados completamente por um periodo minimo de 24 
horas. Se for possivel, conservar o restante do especime por no minimo 7 dias. Conservar as placas de agar que nao tenham 
sido avaliadas completamente por algum tempo. Sete dias e um periodo conveniente para conservar essas placas, porque 
todas as placas de um mesmo dia podem ser armazenadas e descartadas juntas depois de 1 semana. 

Uma abordagem pratica a essas situagoes e oferecer ao medico a possibilidade de solicitar que as bacterias 
isoladas sejam avaliadas, ou iniciar um dialogo antecipadamente, seja por contato telefonico direto ou por uma 
comunicagao por escrito no prontuario do laboratorio. Armazenar as placas e uma questao mais simples que 
identificar todas as bacterias da mistura quando o medico solicita a identificagao de um subtipo especifico. Quando 
as placas sao reunidas diariamente e armazenadas por 7 dias, os especimes vencidos podem ser descartados 
facilmente. Se houver discordia quanto a avaliagao adicional de um especime, para o microbiologista e melhor que o 
especime tenha sido conservado que descartado. 

As tecnicas e as interpretagoes dos procedimentos relacionados antes estao descritas com mais detalbes nos 
capitulos subsequentes. Na era da contengao de custos, e fundamental que os microbiologistas apliquem suas 
habilidades de observagao e usem algumas caracteristicas selecionadas para identificar presuntivamente, sempre que 
isto for possivel, as especies bacterianas envolvidas. O desenvolvimento dessa experiencia microbiologica tambem 
pode ajudar a verificar os resultados obtidos com os sistemas de kits pre-acondicionados ou dos instrumentos 
automatizados. Em alguns casos, os numeros dos biotipos analisados por esses sistemas podem ser discordantes das 
caracteristicas das colonias, da morfologia da coloragao por Gram e/ou dos “testes bioquimicos rapidos” (spots). 
Nesses casos, outros testes podem ser solicitados para evitar a emissao de um relatorio equivocado. 

Fase pos-anahtica 

Comunicagao dos resultados. Os laudos com os resultados das culturas de microbiologia devem ser 
comunicados tao logo se disponha de informagoes uteis. Cada diretor de laboratorio deve defmir quais resultados 
serao considerados “urgentes”. A comunicagao desses resultados e as agoes adotadas pelos medicos devem ser 
monitoradas, porque elas serao revisadas durante uma inspegao da Joint Commission para acreditagao hospitalar. O 
proximo grupo consiste nos resultados considerados importantes, mas nao necessariamente urgentes. Nem sempre 
ha concordancia quanto ao que deva ser caracterizado como urgente versus importante; isso e uma decisao do 
servigo de saude local. A Tabela 1.17 relaciona alguns exemplos de resultados “urgentes” e “importantes”. A 
elaboragao dessa lista varia acentuadamente, dependendo da populagao de pacientes atendidos, dos recursos do 


Microbiota mista obtida de um cateter intravascular 


Isolamento de bacterias semelhantes Haemophilus influenzae ou Moraxella 
catarrhalis no escarro expectorado 


Microbiota mista com um unico patogeno predominante nas amostras de 
urina obtidas por tecnica de coleta limpa ou cateter de longa 
permanencia 

Microbiota vaginal mista 



sistema de informant) da instituigao e dos padroes de pratica dos medicos que utilizam o laboratorio. Alem dessas 
duas categorias defmidas, por ocasiao em que um exame e solicitado, o medico deve ter a oportunidade de solicitar 
por telefone um resultado de qualquer cultura. 

Os resultados “urgentes” sempre devem ser transmitidos por telefone ao medico solicitante. Pedir a pessoa que 
recebe a informagao para repetir (z. e., ler novamente o que foi dito) a informagao recebida e documentar a quern foi 
transmitida devem ser medidas incluidas no procedimento padrao para comunicagao dos resultados urgentes. Em 
geral, os resultados “importantes” tambem sao transmitidos por telefone a equipe medica, mas ocasionalmente 
podem ser passados por um meio eletronico. O risco dessa ultima abordagem e assegurar que alguem que possa agir 
com base na informagao realmente a recebeu. A consideragao mais importante e que todas as partes envolvidas 
compreendam as normas de comunicagao e a responsabilidade de cada participante. O sigilo dos dados do paciente 
sempre deve ser assegurado, porque um resultado pode ser acessado por pessoas nao autorizadas (p. ex., enviar 
resultados por fax apenas para os aparelhos do consultorio). Uma boa pratica e ter um protocolo de transmissao dos 
resultados por telefone, que especifique quern pode recebe-los, caso o medico responsavel nao esteja disponivel; 
este protocolo deve ser aceito pelos medicos e pelos profissionais do laboratorio. 

Como norma geral, os resultados preliminares e parciais devem ser transmitidos em tempo habil. Por exemplo, 
os resultados preliminares das culturas negativas para bacterias devem ser enviados dentro de 24 a 48 horas. O 
intervalo necessario a transmissao dos resultados iniciais de outros tipos de microrganismos varia com a rapidez de 
crescimento (p. ex., semanalmente com as micobacterias; 2 vezes na primeira semana e, em seguida, semanalmente 
com os fungos). Um resultado parcial de “cultura negativa” pode ser util, porque o medico pode desejar reavaliar o 
paciente, enquanto aguarda o resultado defmitivo. Os resultados defmitivos devem ser enviados tao logo seja 
possivel; com a maioria das culturas bacterianas, 48 horas e uma meta razoavel. Na maioria dos casos, os resultados 
preliminares e fmais sao conservados no SIL (sistema de informagao do laboratorio), que mantem uma interface 
com o sistema de informagao do hospital (SIH). A medida que os resultados sao atualizados ou fmalizados no SIL, 
eles devem aparecer quase instantaneamente no SIH e estar disponiveis ao medico. E importante assegurar que os 
resultados passem livremente por essa interface e que o formato esperado permanega sem alteragoes. Essa garantia 
pode ser incorporada a lista de verificagoes, que e utilizada quando se introduzem exames novos ou validam 
sistemas informatizados novos. 

Interagoes com os epidemiologistas. Os microbiologistas desempenham um papel importante em 
salvaguardar a saude dos pacientes e do publico em geral. 52,89 Por lei, alguns agentes infecciosos devem ser 
relatados as autoridades de saude publica; a lista desses patogenos varia em cada estado norte-americano e deve 
estar disponivel no laboratorio. Hoje em dia, os resultados sao basicamente eletronicos. Dentro da instituigao, 
relagoes semelhantes devem ser cultivadas com os epidemiologistas do hospital ou do sistema de saude. Em geral, 
esses profissionais sao conhecidos como especialistas em controle ou prevengao de infecgoes, cargo normalmente 
exercido por infectologistas. Os epidemiologistas revisam periodicamente determinados resultados do laboratorio. 
Alem disso, os microbiologistas devem Hear atentos aos padroes incomuns de isolamento, que meregam ser 
mencionados aos epidemiologistas, de forma a avaliar a necessidade de intervengoes adicionais. Por exemplo, 
quando uma bacteria especifica (p. ex., Serratia marcescens ) e isolada com frequencia mais alta em determinado 
setor (p. ex., unidade de cuidados intensivos neonatais), o microbiologista deve alertar o epidemiologista desse fato, 
porque existe possibilidade de ser um surto e provavelmente e necessaria alguma intervengao. Em alguns casos, a 
tipagem molecular da cepa pode ser realizada para aumentar a qualidade das investigagoes epidemiologicas. Testes 
adicionais podem ser efetuados no laboratorio local ou em um laboratorio de referencia, dependendo da experiencia 
disponivel. lv 


Tabela 1.17 Lista sugerida de resultados “urgentes” e “importantes”. 9 


Resultados "urgentes" 

Resultados "importantes" 

Hemoculturas positivas 

Culturas positivas de tecidos e liquidos, exceto sangue e liquido 

cefalorraquidiano 

Culturas positivas de liquido cefalorraquidiano 

Patogenos fecais 



Esfrega^o positivo para outros parasitas, exceto Plasmodium spp. 

Present de patogenos sexualmente transmisslveis 

Streptococcus agalactiae, se for isolado com base no protocolo de cultura 
pre-liberaqio 

Streptococcus pyogenes isolado em culturas de orofaringe 

Culturas positivas para virus patogenicos 

Cultura positiva para fungos dimorficos 

Teste positivo para antfgeno ou acido nucleico realizado diretamente com 
especimes clinicos 

Resultados clinicamente inesperados, mas que podem ser importantes sob 
o ponto de vista medico (p. ex., isolamento de urn patogeno incomum 
ou inesperado, que pode ou nao estar coberto pelo tratamento 
empirico) 

a Esta lista abrange recomendagoes; ela deve ser modificada quando apropriado, de acordo com as condigoes locais. 

Analise dos resultados. Cabe ao diretor do laboratorio fomecer relatorios de performance aos medicos sobre 
alguns parametros importantes do desempenho do laboratorio (Boxe 1.12). Quando os sistemas de informagao 
locais tern esse recurso, o relatorio deve ser passado preferencialmente a cada medico ou grupos de medicos (p. ex., 
grupos de especialistas). O instrumento defmitivo para o controle de qualidade por parte dos medicos e receber 
boletins com a descrigao da utilizagao do laboratorio por eles e os resultados fornecidos aos pacientes deles (p. ex., 
frequencia e porcentagem de exames positivos) em comparagao com outros medicos. Elaborar esses relatorios e um 
desafio: a dificuldade esta em assegurar que os profissionais comparados atendem a grupos de pacientes realmente 
equivalentes. Os estudos do “tempo de resposta” (TDR) sao mais problematicos em microbiologia que nas outras 
areas do laboratorio, porque os atrasos sao inerentes a geragao dos resultados microbiologicos. Entretanto, alguns 
exames (p. ex., testes diretos com especimes clinicos) prestam-se mais a analise do TDR. Um resumo dos resultados 
dos testes de sensibilidade deve ser fomecido anualmente. O conhecimento da frequencia da resistencia aos 
antimicrobianos das bacterias isoladas comumente em determinado setor e importante para orientar o tratamento 
empirico. 

Conservagao das amostras e dos resultados. As diretrizes locais e nacionais quanto a conservagao das 
requisigoes e dos resultados devem ser seguidas, mas diferem quanto ao tipo de especime e a condigao clinica. 

Depois do processamento do especime e de sua inoculagao nos meios apropriados, o restante da amostra deve 
ser refrigerado, no minimo ate que a cultura bacteriana esteja pronta. Em geral, os especimes sao mantidos por 
alguns dias depois do envio, na eventualidade de o medico desejar exames adicionais. Embora isso ajude a evitar a 
recoleta de especimes, e importante salientar que a refrigeragao dificulta o isolamento de alguns microrganismos (p. 
ex., o isolamento de N. meningitidis diminui quando a amostra e mantida a 4°C). Em condigoes ideais, as amostras 
de tecidos devem ser congeladas a -70°C para uso eventual no future, o que e impraticavel para a maioria dos 
laboratories. A conservagao dos especimes clinicos e importante, porque analises subsequentes (p. ex., exame 
histologico) podem revelar a existencia de um patogeno ate entao insuspeito (p. ex., micobacterias, virus ou fungos) 
e culturas desses patogenos podem ser tentadas. Quando essas culturas sao bem-sucedidas, a conservagao do 
especime evita a necessidade de colher outra amostra, que pode exigir um procedimento invasivo. 

Os isolados de hemoculturas devem ser mantidos por 30 dias no minimo. Em condigoes ideais, todas as culturas 
positivas devem ser conservadas por algum tempo (p. ex., 7 dias) para analises adicionais (inclusive outros testes de 
sensibilidade) se houver indicagao clinica. Algumas instituigoes armazenam microrganismos isolados de 


Esfregagos positivos para microrganismos alcool-acidorresistentes 

Mycobacterium tuberculosis 

Plasmodium spp., especialmente P. falciparum 111 

Streptococcus pyogenes isolado de focos normalmente estereis ou regiao 
genital 

Streptococcus agalactiae isolado de uma area genital de uma gestante a 
termo 

Herpes-virus simples isolado de um foco genital de uma gestante a termo 



hemoculturas clinicamente significativos a -70°C por periodos longos. Varios metodos foram descritos para 
armazenar isolados microbianos.' Em nosso servigo, descobrimos que o expediente simples de uma alga de 
semeadura com bacteria mergulhada em caldo de soja-tripticase com glicerol entre 15 e 20% e um metodo simples 
para preservar a maioria dos fiingos e das bacterias isolada. Os fiingos podem ser mantidos em culturas em tubos de 
ensaio com caldos ou meio com agar inclinado ( slants , em ingles) sob glicerol a temperatura ambiente. Os virus 
podem ser congelados a -70°C. 


Boxel.12 


Parametros de desempenho do laboratorio e resultados ch'nicos 


Atividade 

Hemoculturas 

Exame direto dos especimes dinicos 
Testes de sensibilidade aos antimicrobianos 
Culturas de micobacterias 


Parametros 

Frequencia e indice de isolamento de "microrganismos da pele'7"contaminantes" 
Frequencia e indice de envio de amostras unicas para cultura 
Analise do TDR 

Resumos com as porcentagens de sensibilidade dos patogenos bacterianos importantes 

Frequencia de recuperaqio de Mycobacterium gordonae 

Correlagao das culturas positivas com os resultados dos esfregagos para pesquisa de 
BAAR e revisao dos esfregagos preparados a partir das culturas positivas 


Aspectos administrativos do laboratorio de microbiologia 

O foco deste livro e a ciencia da microbiologia aplicada ao diagnostico e tratamento das doengas infecciosas. 
Contudo, na pratica corrente, e impossivel separar a ciencia da pratica comercial da microbiologia. Um dos pontos 
fortes dos laboratories de microbiologia e a sofisticagao dos sistemas de suporte ao processo cientifico. Os 
laboratories de pesquisa tern muito a aprender no que se refere a manutengao planejada e ao controle de qualidade 
rigoroso dos laboratories de microbiologia clinica. Recomendamos ao leitor consultar uma referencia, que analisa 
exaustivamente a teoria e a pratica do gerenciamento de um laboratorio/ 1 

Regulamentacoes governamentais 

Nos EUA, o govemo esta envolvido em quase todos os processos da metodologia laboratorial. Embora algumas 
questoes estejam relacionadas diretamente com conjuntos especificos de regulamentos, todos os aspectos 
administrativos do laboratorio derivam de alguma forma de determinagoes governamentais. Em muitos casos, 
lideres da industria de laboratories privados e academicos elaboraram a estrutura basica e definiram os padroes, que 
depois foram adotados pelo governo e tornados aplicaveis a todos os laboratories. O Boxe 1.13 resume os orgaos 
federais e outros grupos envolvidos na regulamentagao das praticas medica e laboratorial. 

A autoridade para o envolvimento regulamentador do governo em medicina laboratorial esta baseada na lei 
CLIA ‘67 (Clinical Laboratory Improvement Act of 1967). Essa lei autorizou a regulamentagao dos laboratories 
clinicos hospitalares e comerciais. Durante 20 anos, os laboratories que funcionavam em outros contextos ficaram 
excluidos. A lei CLIA ‘88 (Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988) ampliou o mandato para incluir 
os laboratories governamentais, os laboratories de saude publica e os laboratorios de consultorios medicos que 
realizam exames laboratoriais para doengas humanas. Os testes realizados com fmalidades especificas (cujos 
resultados nao sao usados no cuidado prestado aos pacientes) e de medicina veterinaria nao sao da algada do 
govemo. 

As regulamentagoes da CLIA ‘88 estabeleceram varias categorias de exames (Tabela 1.18) e muitas outras 
regras dependem da categoria na qual um exame esta inserido. Os CDC (Centers for Disease Control and 
Prevention) dos EUA atribuem uma categoria de complexidade a cada teste. Um grupo consultivo - o Clinical 
Laboratory Improvement Advisory Committee (CLIAC) - formado por profissionais do govemo, da industria, dos 



grupos medicos, dos laboratories clinicos e de saude publica e dos consumidores aconselha o governo nessas 
decisoes. 

As especificagoes detalhadas quanto as qualificagoes dos profissionais, aos testes de competencia e ao controle 
de qualidade estao descritas nas regulamentagoes para todos os laboratories que realizam testes de moderada ou alta 
complexidade. As regulamentagoes da lei CLIA ‘88 trouxeram varias consequencias: 


• A maioria dos medicos deixou de realizar todos os testes, com excegao dos mais simples, porque as exigencias 
regulatorias sao consideradas muito onerosas 

• Existe pressao constante dos grupos medicos (alem dos patologistas) para flexibilizar as regulamentagoes e 
permitir a realizagao de testes mais complexos sem controles rigorosos 

• Os fabricantes esforgam-se para ter seus produtos e equipamentos colocados na categoria de “baixa 
complexidade”, de forma que eles possam ser comercializados como testes simples, sem exigencias rigorosas de 
controle e documentagao. VI1 


Boxel.13 


Orgaos envolvidos na regulamentagao da pratica medica e dos laboratories nos EUA 


Orgao 


Area de responsabilidade 


Center for Medicare and Medicaid Services (CMS) Define as regras para acreditagao, licenciamento e inspegao dos laboratories; estabelece os 

valores dos reembolsos por servigos prestados ao Medicare 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) Participam da categorizagao da complexidade dos exames; propoem recomenda<;6es sobre 

varios assuntos, inclusive tecnicas laboratoriais e preparagao para reaves ao bioterrorismo 


National Institute of Occupational Health and 
Safety (NIOSH); uma divisao dos CDC 

Occupational Health and Safety Administration 
(OSHA) 

Food and Drug Administration (FDA) 


Veterans Affairs Department 

International Air Transport Association (IATA) 


Responsavel pela regulamentaqio da protegao contra riscos guimicos e biologicos 

Responsavel por regulamentar a seguran^a nos locais de trabalho 

Responsavel poraprovarfarmacos e dispositivos medicos; a FDA "libera" os dispositivos 
medicos, mas nao os "aprova"; tambem determina como regular os testes desenvolvidos para 
laboratories 

Responsavel pela saude e pelo bem-estar dos veteranos elegiveis, incluindo uma rede nacional 
de hospitais e clfnicas 

Organizagao internacional de empresas de transporte aereo; envolvida na promulgaqio de 
regras para embargue seguro dos agentes infecciosos transportados por via respiratoria 


Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Organizagao voluntaria com representantes da academia, da industria e do governo; seu 

objetivo e melhorar o desempenho dos laboratories; embora sejam propositivas, suas 
recomenda^oes comumente se tornam padroes de pratica laboratorial 


American Medical Association (AMA) 


The Joint Commission 


Maior organizagao de medicos dos EUA; responsavel por desenvolver codigos para testes 
laboratoriais e procedimentos medicos, que servem como base para o reembolso 

Inspeciona e acredita hospitais e laboratories hospitalares, servigos de saude domiciliar e 
instituigoes de cuidados de longa permanencia, entre outros 


College of American Pathologists (CAP) 

Fornece a acreditagao dos laboratories e servigos de avaliagao de competencia. 



Tabela 1.18 Categorias de complexidade dos exames laboratoriais de acordo com a CLIA ’88. 


Categoria 

Descricao 

Requisitosde 

Comprovacao de 

Controle de 

Comentarios 



equipe 

competencia 

qualidade 


Alta complexidade 

Testes que exigem as 

Mais rigorosas; 

Necessaria 

Necessario 

Os testes de complexidades 


maiores 

requernivel 



altae moderada sao 


habilidades 

tecnico superior 



considerados em 


analiticasede 

(Associates 



conjuntos como 


julgamento 

degree ) v 



necessarios (non¬ 
waiver!)^ 

Complexidade moderada 

Testes que exigem 

Menos rigorosos; 

Necessaria 

Necessario 

Ha uma formula complexa 


habilidades 

requerem 



para categorizar os 


analiticase 

treinamento, 



testes com base no nivel 


julgamento, 

quepodeser 



de complexidade 


embora em 

realizado no 





niveis mais 

local detrabalho 





baixos 





Necessidade de exames 

Exames 

Gruposde medicos 

Necessaria, se 

Necessario, se 

Esta e uma subcategoria dos 

microscopicos 

microscopicos 

definidos; a 

aplicavel 

aplicavel 

testes de media 


realizadospor 

analise 



complexidade 


algunsgrupos 

microscopica 





de medicos 

naopodeser 

delegadaa 

outros 

profissionais 




Testes waived n 

Testes simples, que 

Nenhum 

Desnecessaria 

Deve seguir as 

Muitos profissionais da area 


provavelmente 



instrugoes do 

de laboratorio tern 


naotrazem 



fabricante 

quebrado a cabega para 


consequencias 




entender comoum 


adversas se nao 




teste seriadignode 


forem realizados 




realizar, se um 


corretamente 




resultado equivocado 






nao causasse risco 


Ver informagoes mais detalhadas no site do CMS: http://cms.hhs.gov/clia/appendc.asp. 


Acreditagao e inspegao dos laboratories. As regulamentagoes da lei CLIA ‘88 permitem o licenciamento 
dos laboratories depois da inspegao realizada por inspetores estaduais ou por outra organizagao que tenha sido 
considerada pelo CMS apta a seguir padroes equivalentes ou mais rigorosos. As duas organizagoes utilizadas mais 
comumente pela maioria dos laboratories clinicos para acreditagao e inspegao sao a JCAHO (Joint Commission on 
Accreditation of Healthcare Organizations) e o CAP (College of American Pathologists). Nos dois casos, o 
laboratorio precisa ser avaliado a cada 2 anos. Os laboratories que recorrem a JCAHO geralmente se localizam em 
hospitais e sua inspegao e realizada na mesma ocasiao da inspegao do hospital. Nesse caso, os inspetores sao 
“profissionais”, geralmente com formagao de medicina ou enfermagem, em vez de treinamento especifico na area 
de medicina laboratorial. O CAP foi a primeira organizagao a avaliar laboratorios, antes da entrada dos orgaos 
govemamentais no processo. Inicialmente, a acreditagao era voluntaria e considerada um meio educativo para o 
autoaperfeigoamento. A filosofia do CAP esta baseada na avaliagao por especialistas da mesma area. Cada 



laboratorio inspecionado precisa fomecer uma equipe para inspecionar outro laboratorio semelhante em outra 
ocasiao. Por isso, os inspetores sao “voluntaries” que trabalham como profissionais de laboratorio. 

Cada organ izagao que inspeciona os laboratories tem um conjunto de padroes para avaliagao; esses padroes 
precisam ser submetidos a acreditagao do CMS. Em alguns estados, a acreditagao por um orgao estadual tambem 
precisa ser realizada para que o laboratorio comercialize seus servigos nesse estado (p. ex., estado de Nova York). vm 

Avaliagao de proficiencia (ou competencia) profissional. Um elemento integrante da acreditagao continuada e a 
participagao dos profissionais nos testes de proficiencia ou competencia. Periodicamente, os laboratories 
participantes recebem especimes rotulados como “indefmidos”. Os laboratorios avaliam os especimes e devolvem 
as respostas ao orgao acreditador e, em seguida, os resultados sao avaliados para atribuir uma nota. Tambem nesse 
caso, o CAP instituiu esse protocolo muitos anos antes da lei CLIA ‘67. Hoje em dia, as regras sao estabelecidas 
pelo govemo, embora exista alguma liberdade para trabalhar com elas. Os melhores programas fomecem 
treinamento educacional como parte dos exercicios. O CLSI tem oferecido orientagao para melhorar o desempenho 
dos laboratorios por meio dos testes de competencia. 2 " Quando nao se dispoe de uma fonte externa de amostras para 
os testes de competencia com um analito, o laboratorio precisa desenvolver outro metodo para avaliar o desempenho 
dos seus profissionais. Existem varios metodos desse tipo, inclusive troca de amostras entre laboratorios e produgao 
de um painel de “desafios” indefmidos dentro do laboratorio. 2 ' 

Com a lei CLIA ‘88, algumas regras aparentemente obvias foram codificadas; o protocolo dos testes de 
competencia deve estar mais proximo possivel dos que sao utilizados com os especimes clmicos (inclusive a 
participagao da mesma equipe de testagem) e os profissionais do laboratorio nao podem comparar seus resultados, 
antes de enviar as respostas - em outras palavras, nao podem colar! 

Qualificagoes da equipe. As regulamentagoes da lei CLIA ‘88 fomecem especificagoes detalhadas quanto aos 
profissionais de todos os niveis dos laboratorios que realizam testes de media e alta complexidade. 

Manuais de procedimentos. Embora nao exista uma prescrigao rigida para a elaboragao de normas e 
procedimentos por escrito, alguns principios gerais devem ser adotados. 34 As normas devem estar claramente 
descritas - e rigorosamente seguidas. Os procedimentos devem incluir o fiindamento do teste, as instrugoes para sua 
realizagao e referencias. Os melhores procedimentos devem estar tao bem-descritos que um individuo qualificado 
que nunca realizou o teste antes poderia ler o procedimento detalhado, segui-lo e realizar o teste. Os manuais devem 
estar disponiveis a todos os trabalhadores que necessitem consulta-los. 

Requisitos de espago. As regulamentagoes nao especificam requisitos detalhados quanto ao espago fisico. Em 
vez disso, elas indicam que o espago deve ser adequado para realizar o trabalho satisfatoriamente. Contudo, alguns 
textos descrevem diretrizes para os laboratorios em geral 24 e para os laboratorios de microbiologia; 12 " essas 
diretrizes podem servir como guias uteis para construgao de uma instalagao nova ou para a avaliagao da adequagao 
de um laboratorio existente. 

Referenda ou laboratorios de referenda. E raro encontrar um laboratorio que seja capaz de atender plenamente 
a todos os pedidos encaminhados pelos medicos. Alguns especimes precisam ser enviados a um laboratorio 
especializado para realizar testes adicionais." A escolha de um ou mais laboratorios de referencia nao deve ser feita 
ao acaso. As opgoes disponiveis devem ser avaliadas cuidadosamente com a equipe medica, se apropriado. Prego 
nao e o unico determinante, ou mesmo o fator mais importante. A escolha deve ser revisada periodicamente. 

Confidendalidade do paciente. A lei HIPAA (Health Insurance Portability and Accountability Act) de 1996 
estabelece salvaguardas a confidencialidade das informagoes e permite que os pacientes tenham acesso aos seus 
prontuarios medicos. Hoje em dia, isso inclui os resultados dos exames laboratoriais. Mediante solicitagao, os 
resultados dos exames devem ser fomecidos ao paciente dentro de um prazo razoavel. Tambem e necessario 
estabelecer precaugoes que assegurem a identidade exata do paciente. Na maioria das instituigoes, existem normas 
semelhantes quanto a liberagao dos prontuarios medicos aos pacientes mediante solicitagao. Pode ser preferivel 
simplesmente seguir essas mesmas normas e procedimentos no que se refere aos resultados de exames derivados do 
laboratorio. 

FDA e os testes desenvolvidos pelos laboratorios. A FDA tem supervisionado a produgao de produtos 
industriais importantes sob o ponto de vista medico. Esse orgao declarou que essa responsabilidade de supervisionar 
estende-se aos testes desenvolvidos pelos laboratorios. Isso traz muita preocupagao a comunidade medica, 
considerando o numero de laboratorios que estao em operagao diariamente em todo o pais, e tomou-se um padrao de 
cuidado na pratica medica. A ordem de interromper e abandonar (“cease and desist”) lx imediatamente um teste, que 


felizmente ainda nao foi emitida ate hoje, poderia ser deleteria ao cuidado dos pacientes e retomaria a pratica 
medica a decadas atras. O desafio de “como” a FDA fara a supervisao, considerando uma infraestrutura ja 
sobrecarregada, ainda esta por ser solucionado. 

Controle de risco e seguranga do paciente 

Hoje em dia, a maioria das instituigoes que prestam servigos de saude participa dos programas de controle de riscos. 
Na verdade, muitos hospitais e clfnicas criaram departamentos de controle de risco formais plenamente 
fiindamentados e equipados com profissionais, que ajudam a reduzir ao minimo as chances de acidentes e as 
praticas de alto risco, que poderiam causar danos aos pacientes e aos funcionarios. A acreditagao dos hospitais tem 
enfatizado a necessidade de melhoria continua na area de seguranga. A expectativa e que os pacientes recebam os 
cuidados medicos mais modemos, sem correr qualquer risco.' 17 Essas iniciativas tambem enfatizam um ambiente 
seguro aos funcionarios. Alem de melhorar o ambiente onde se prestam cuidados de saude por motivos altruistas, 
essas iniciativas tambem reduzem os custos dos processos dispendiosos de indenizagao dos trabalhadores e das 
agoes de impericia. 

Como trabalha em colaboragao com o comite de controle da qualidade, o gerente de riscos tem a atribuigao de 
investigar os casos nos quais o controle de qualidade esta abaixo dos limiares estabelecidos, ou situagoes nas quais 
os funcionarios ou os pacientes podem correr risco desnecessario. Depois de revisar os detalhes da situagao com os 
representantes apropriados do departamento envolvido e depois de reunir os dados necessarios, o gerente de riscos 
submete um relatorio condensado ao comite de controle da qualidade com agoes corretivas recomendadas. O 
dialogo entre o gerente de riscos e o diretor do comite continua ate que haja consenso quanto a um piano de agao 
apropriado. Em seguida, e preciso monitorar a adesao da equipe do departamento ao piano de agoes corretivas. 

Embora o foco principal do controle de riscos esteja voltado para o cuidado prestado aos pacientes, o laboratorio 
clinico participa assegurando que todas as operagoes realizadas no laboratorio sejam compativeis com as praticas e 
normas gerais da instituigao. Quando equipamentos ou instrumentos sao danificados em consequencia de incendio 
ou acidentes eletricos; quando pessoas sofrem lesoes; ou quando trabalhadores contraem infecgoes graves 
adquiridas no laboratorio, entao o fluxo operacional pode ser interrompido e os resultados podem ser emitidos com 
atrasos. Por isso, o controle de riscos do laboratorio esta relacionado principalmente com a adogao e o 
monitoramento de praticas seguras no laboratorio, que sao voltadas mais para os funcionarios que para os pacientes. 
A responsabilidade por danos certamente cabe ao empregador, ainda que a negligencia que levou a lesao possa ser 
de um trabalhador contratado. 64 Por isso, os gerentes de risco sao insistentes em realizar cursos de educagao 
orientados para a seguranga e em assegurar que todas as regras e regulamentagoes pertinentes a seguranga no 
laboratorio sejam adotadas e seguidas. 

Outra area importante, que tem suscitado preocupagao crescente aos gerenciadores de risco, e a financeira. 
Existem regulamentagoes estritas acerca de conflitos de interesse, cobranga fraudulenta e aliciamento ilegal nos 
negocios (/. e., corrupgao). A cobranga dos programas govemamentais (Medicare e Medicaid) deve usar um 
conjunto de codigos de exames, que sao conhecidos como codigos de Terminologia Processual Corrente (TPC). A 
maioria das seguradoras tambem utiliza esses codigos, que sao revisados e publicados anualmente pela AMA, que 
foi encarregada pelo govemo de desempenhar essa tarefa. Sugestoes quanto a elaboragao dos codigos podem ser 
fomecidas por qualquer membro da organizagao, mas o comite operacional da AMA e composto por suas 
sociedades constituintes. No campo da medicina laboratorial, essas sociedades sao o CAP e a ASCP (American 
Society for Clinical Pathology). 

Seguranga no laboratorio 

Embora seja responsabilidade legal dos gerentes dos hospitais e dos laboratorios assegurar um ambiente de trabalho 
seguro, os funcionarios tambem podem ter a responsabilidade de aderir aos padroes de seguranga descritos no 
Manual de Seguranga do Laboratorio; de chamar a atengao do supervisor para quaisquer riscos potenciais ou reais, 
que possam ser encontrados durante o desempenho das atividades profissionais; e buscar cuidados medicos 
imediatos quando houver algum acidente relacionado com o trabalho. 64 

Em cada laboratorio ou departamento, deve existir um funcionario de seguranga designado, cujos deveres sao 
garantir que os padroes e as diretrizes de seguranga sejam impressos e publicados e que os demais funcionarios 
sejam informados acerca destes padroes por meio de cursos e encontros sobre seguranga no laboratorio agendados 


periodicamente. Alem disso, esses fiincionarios nomeados trabalharn diretamente com o gerente de riscos do 
hospital de forma a conciliar e corrigir quaisquer falhas de conduta ou irregularidades descobertas. 

Regras e regulamentagoes gerais de seguranga. Os profissionais do laboratorio sao instruidos a nao 
assumir riscos desnecessarios. Descuido, negligencia e praticas perigosas podem causar lesoes graves, nao apenas 
ao individuo, mas tambem aos colegas de trabalho e aos pacientes. A seguir, relacionamos algumas consideragoes 
gerais, que tomam o trabalho nos laboratories de microbiologia menos perigoso. 31 Cada diretor de laboratorio e 
responsavel por assegurar que as normas e os procedimentos do laboratorio atendam as exigencias legais (federais, 
estaduais ou municipais) vigentes e aos padroes da boa pratica laboratorial. 

• Todos os fiincionarios devem ser instruidos quanto a localizagao e ao fiincionamento de todos os equipamentos e 
instalagoes de seguranga, inclusive cobertores antifogo, extintores de incendio, chuveiros e fontes de agua para 
lavar os olhos. Tudo isso deve estar facilmente acessivel no laboratorio 

• Os equipamentos de protegao pessoal (luvas cirurgicas, aventais de laboratorio etc.) devem ser usados se houver 
necessidade. Os aventais de laboratorio devem ser usados (com botoes fechados) sempre que o fiincionario 
estiver no laboratorio e devem ser retirados antes de sair. Mascaras individualmente adaptadas a cada 
fiincionario devem ser usadas durante algumas manipulagoes, que possam resultar na formagao de aerossois 
infectantes com patogenos importantes (p. ex., Mycobacterium tuberculosis) 

• Os habitos e o asseio pessoais devem ser considerados. Cabelos longos devem ser amarrados, de forma que nao 
interfiram com o fiincionamento dos equipamentos ou dos reagentes. A aplicagao de cosmeticos na area de 
trabalho e proibida. Sandalias e calgados abertos nao oferecem protegao adequada aos pes e nao sao aceitaveis. 
Dedos, lapis e outros objetos nao devem ser colocados na boca. Brincadeiras bruscas e pegadinhas sao 
inadequadas nesse ambiente e nao devem ser toleradas 

• Lentes de contato, especialmente as gelatinosas, absorvem determinados solventes e podem acarretar riscos 
quando ocorrem esguichos e derramamentos. Os funcionarios devem ser instruidos enfaticamente a nao usar 
lentes de contato no laboratorio, ou a usar oculos de seguranga quando estiverem trabalhando com materiais 
causticos ou infectantes 

• E proibido comer ou guardar alimentos e bebidas no laboratorio ou nos refrigeradores usados para conservar 
especimes ou materiais do laboratorio 

• A pipetagem de qualquer material com a boca e absolutamente proibida. Existem varios dispositivos apropriados 
para a pipetagem segura 

• Os profissionais de laboratorio com infecgoes cutaneas, doengas respiratorias agudas ou outras doengas 
contagiosas em atividade devem evitar contato com os pacientes. Quando essas infecgoes (p. ex., influenza) 
colocarem em risco outros colegas de trabalho, o fiincionario doente nao deve vir ao trabalho 

• E importante que os fiincionarios do laboratorio conhegam as caracteristicas de todos os materiais em uso, de 
forma que possam ser adotadas precaugoes apropriadas durante seu uso e descarte. O fabricante deve fomecer 
esse tipo de informagao de seguranga em catalogos (MSDS; do ingles, material safety data sheet). Esses 
catalogos devem ser mantidos em algum setor do laboratorio e Hear facilmente acessiveis a todas as pessoas do 
laboratorio 

• Etiquetas e sinais apropriados devem ser afixados em todos os especimes ou instrumentos e em todas as areas do 
laboratorio, nas quais sejam necessarios para manter a seguranga do ambiente de trabalho 

• A Tabela 1.19 resume os tipos e os niveis de descontaminagao. E importante compatibilizar o tipo de 
desinfecgao ou esterilizagao com o risco biologico. 19,20,119 

Precaugoes de seguranga rotineiras 

Centrifugagao 

• Antes de centrifiigar qualquer material, examine os tubos, os frascos ou as garrafas para verificar se ha 
rachaduras. Substitua periodicamente os amortecedores de borracha dos fiindos dos pinos giratorios e remova 
qualquer material que nao deveria estar ai localizado (p. ex., vidro quebrado) 

Tabela 1.19 Tipos de descontaminagao, desinfecgao e esterilizagao. 3 

Nivel" Categoria EPA/FDA CategoriaCDC Exemplo Tipode Exemplos 






microrganismos 


Desinfetante hospitalar 

Desinfetante de nivel 

Compostos deamonio 

Bacterias na forma 

Staphylococcus spp., 


baixo 

quaternario 

vegetativa 

Virus envelopados ou de 

tamanho medio 

Pseudomonas spp. 

Virus da 

imunodeficiencia 

humana (HIV) 

Herpes simples 

Hepatites Be C 

Coronavirus 

Desinfetante hospitalar 

Desinfetante de nivel 

Compostos deamonio 

Fungos 

Aspergillus spp., Candida 

comalegadaaqio 

tuberculocida 

intermediary 

quaternario com 

alcool; fenois; 

iodoforos; produtos 

contendo doro 

Virus pequenos ou sem 

envoltorio lipidico 

Mycobacteria 

spp. 

Enterovirus 

Rinovirus 

M. tuberculosis 

Esterilizante ou 

desinfetante de nivel 

alto 

Desinfetante de nivel alto 

Glutaraldefdo; peroxido 

de hidrogenio 

Esporos de bacterias 

Bacillus spp. 

Esterilizagao 

Esterilizagao 

Oxido de etileno; 

autoclave 

Todos os microrganismos 



a 0s agentes citados em cada nivel tambem sao eficazes contra microrganismos destruidos pelos compostos dos niveis mais 

altos. Os prions requerem consideragoes especiais; consultara referencia 99. Adaptada das references 19 e 20. 

• Assegure-se de que a centrifuga esteja perfeitamente balanceada antes de usar. Examine os aneis dos pinos 
giratorios e os carregadores de tubos de forma a certificar a correspondence dos pesos 

• Antes de abrir a tampa para retirar as amostras, certifique-se de que a centrifuga parou completamente de girar. 
Use o dispositivo de frenagem apenas para levar a rotagao a uma parada mais rapida e completa 

• Se um tubo quebrar dentro da centrifuga, primeiro desligue o aparelho, aguarde no minimo 20 minutos antes de 
abrir a tampa e, depois de colocar a mascara e as luvas, limpe e desinfete cuidadosamente o interior da 
centrifuga 

• Como parte do programa de manutengao rotineira, toda centrifuga deve ser lavada cuidadosamente com um 
desinfetante apropriado ao final de cada dia de trabalho. A manutengao preventiva de todas as partes 
operacionais deve ser programada regularmente, conforme a necessidade 

• Se algum material potencialmente infectante for centrifugado, o que sempre ocorre com os especimes 
biologicos, as amostras devem ser colocadas em um tubo fechado (tubos de centrifuga com tampa selada). 

Agulhas e vidraria 

• Descarte todas as vidrarias rachadas ou lascadas em recipientes apropriados 

• Recolha o vidro quebrado com uma vassoura e um pano; nao utilize as maos 

• Os objetos de vidro nao devem ser descartados no ralo ou jogados sem protegao em uma cesta de lixo onde sao 
descartadas folhas de papel. Eles podem cortar os dedos e as maos dos individuos que recolhem o lixo. Os cacos 
de vidro devem ser colocados em um recipiente destinado a objetos cortantes 

• As agulhas e as lancetas (pontiagudas) usadas devem ser colocadas em coletores apropriados de descarte seguro 
para agulhas usadas. Esses coletores de objetos perfurocortantes devem ser substituidos periodicamente, quando 
estiverem a aproximadamente dois tergos da capacidade do recipiente; devem ser monitorados para evitar que 
fiquem abarrotados 



Na medida do possivel, evite remover ou trocar agulhas das seringas. Existem dispositivos que podem ser 
usados para proteger os fiincionarios, quando e necessario remover agulhas. A pratica de trocar agulhas antes de 
derramar o sangue de pungao venosa dentro dos fracos de hemocultura foi abandonada na maioria dos hospitals. 

Seguranga eletrica 

Toda a equipe deve conhecer a local izagao das chaves gerais e das caixas dos disjuntores dos circuitos. Nao 

tente consertar qualquer instrumento enquanto ele ainda estiver ligado 

Conectores ou cabos quebrados, danificados ou desgastados nao devem ser usados 

As tomadas de parede nao devem ser sobrecarregadas. Nunca utilize plugues do tipo benjamim 

Todos os cabos e equipamentos eletricos do tipo plugue devem ter cabos e plugues aterrados. Todos os choques, 

inclusive “formigamentos” leves, devem ser investigados 

Os cabos de extensao devem ser utilizados apenas de acordo com as normas e procedimentos gerais do hospital. 
Precaugoes nos corredores 

Abra com cuidado portas que se comunicam com corredores. Fique atento as portas giratorias. Se houver uma 
janela na porta, verifique se o caminho esta livre antes de abrir as portas 

Mantenha-se a direita quando se aproximar de cruzamentos nos corredores e quando utilizar escadas. Caminhe 
tranquilamente e nunca corra em saguoes, salas e escadas. Espelhos posicionados adequadamente fomecem 
imagens de possivel trafego nos corredores que se cruzam 

Esteja atento aos riscos existentes no salao, inclusive leitos, carrinhos ou mesas. Verifique se ha objetos no piso, 
inclusive clipes de papel, cabos eletricos, ladrilhos soltos e liquidos derramados. Os corredores nao devem ser 
usados para armazenar equipamentos, porque isto representa um risco, especialmente a saida apressada durante 
um incendio. 

Levantamento de peso 

As lesoes da regiao lombar estao entre as causas mais frequentes de doenga incapacitante entre os profissionais 
que trabalham nos hospitals. Quando possivel, evite levantar objetos pesados. Sempre pega ajuda 
Se for preciso levantar objetos sozinho, tome as seguintes precaugoes: 

° Forme uma base segura, ou seja, mantenha os pes afastados cerca de 30 cm 
° Flexione o corpo nos joelhos para pegar o objeto 
° Mantenha o objeto perto do seu corpo e segure-o firmemente 

° Mantenha os bragos e o dorso tao retos quanto possivel e levante gradativamente firmando o corpo sobre as 
pemas. 

Manuseio de especimes e derramamentos 

Os especimes devem ser recolhidos em recipientes resistentes e aprovados com fechamento adequado para 
evitar vazamento ou derramamento. Todos os especimes devem ser considerados um risco em potencial 
Cortes das maos devem ser cobertos adequadamente com curativos adesivos. Use luvas descartaveis se a 
atividade laboral exigir contato com qualquer liquido ou tecidos corporals 

Se uma amostra apresentar indicios de perfuragao, vazamento ou sujeira na bolsa de risco biologico que contem 
o especime, siga as recomendagoes da instituigao quanto ao que fazer quando ha vazamento. Isso pode exigir um 
contato com o medico para que ele obtenha outro especime 

As requisigoes de amostras contaminadas por sangue devem ser rejeitadas. Se o processamento for necessario 
em uma situagao de emergencia, manuseie essas requisigoes apenas com luvas. Avise ao profissional solicitante 
que esses materiais contaminados constituem um risco a saude. Felizmente, o uso generalizado dos sistemas 
eletronicos de solicitagao de exames tern tornado esse problema menos frequente 

Lave as maos cuidadosamente com agua e sabao varias vezes por dia e, especialmente, depois de manusear 
especimes e antes de sair para cafe ou almogo 

Os derramamentos devem ser manuseados de acordo com o tipo de material envolvido e com as normas de 
servigo. 

Manuseio de dejetos e materiais perigosos 


• Separe algumas pias do laboratorio para descartar urina e outros especimes com liquidos corporais. Os 
profissionais nao devem ter permissao para lavar as maos nessas pias 

• As bolsas de risco biologico (assim etiquetadas) devem ser usadas para descartar todas as amostras 

potencialmente contaminadas - tubos de sangue, recipientes de amostras, pipetas e pontas de pipetas e cubas de 

reagao, entre outros. Deixe espago suficiente na parte superior, de forma que o saco possa ser facilmente fechado 
e seguro. Uma pratica recomendavel e usar duas bolsas para colocar materiais de risco biologico 

• Descarte artigos de vidro e objetos perfurantes ou pontiagudos em recipientes apropriados. Quando estiver cheio 
a tres quartos, esses recipientes devem ser colocados em caixas de lixo rotuladas adequadamente para descarte 
seguro 

• Para evitar acumulagao excessiva, remova ao longo do dia, quando necessario, as bolsas de risco biologico 
cheias para as areas de descarte designadas 

• Mergulhe a vidraria contaminada em uma solugao desinfetante. Enxague cuidadosamente com agua e leve a 
autoclave antes de que seja reutilizada 

• Ao final de cada dia ou depois de um derramamento, todas as superficies de trabalbo devem ser desinfetadas 

com um agente eficaz contra os agentes patogenicos esperados nessa area. Todos os equipamentos retirados do 

laboratorio devem ser primeiramente descontaminados. Alem disso, as capelas de seguranga de fluxo laminar 
tambem devem ser descontaminadas (de preferencia por um tecnico habilitado a cuidar deste equipamento), 
antes que seja realizada qualquer manutengao ou que os filtros sejam substituidos. 

Agentes biologicos 

Classificagdo dos agentes biologicos. Os CDC e os National Institutes of Health (NIH) classificaram os 
microrganismos infecciosos em grupos de risco," resumidos na Tabela 1.20. O documento oficial pode ser 
solicitado ao escritorio de impressao do govemo dos EUA ou baixado sem custos pela internet 
(http://www.cdc.gOv/biosafety/publications/bmbl5/B MBL.pdf). x 

Contenqdo fisica dos materiais de risco biologico. As barreiras fisicas as infecgoes no laboratorio sao de ordem 
pessoal ou institucional. As barreiras pessoais incluem higiene apropriada (p. ex., separar instalagoes para ingestao 
de alimentos e lavagem das maos) e equipamentos de protegao individual (EPI, p. ex., escudos contra borrifos, 
oculos de protegao, luvas, aventais e mascaras). Os equipamentos de protegao coletivos institucionais sao estruturais 
(EPC, p. ex., instalagoes isoladas, portas e fechaduras) e tecnologicas (p. ex., manutengao da qualidade e filtragao do 
ar). As CSB sao componentes essenciais a protegao dos trabalhadores. E importante salientar que a CSB e as 
capelas com exaustao para remover produtos quimicos atendem a finalidades muito diferentes. E possivel construir 
uma CSB que pode ser usada como uma capela para produtos quimicos, mas apenas alguns tipos de CSB devem ser 
usados para compostos quimicos e as capelas nao devem ser usadas para microrganismos infecciosos. 

A Tabela 1.21 resume a classificagao das CSB, que estao ilustradas nas Figuras 1.21 a 1.25. A maioria dos 
laboratories clinicos utiliza CSB da classe II para processar especimes e trabalhar com microrganismos isolados, 
especialmente com os que estao presentes em um aerossol perigoso. As capelas da classe I raramente sao utilizadas 
hoje em dia; as capelas da classe III nao sao usadas comumente nos laboratories clinicos. Nas cabines das classes II 
e III, o ar e direcionado atraves da superficie de trabalho por um fluxo laminar originado da parte superior da 
cabine, reduzindo o risco de contaminagao das amostras pelos microrganismos suspensos em aerossol. Algumas 
vezes, esses dispositivos sao chamados de cabines de seguranga com fluxo laminar. O fluxo laminar de baixo para 
cima tambem protege a area de trabalho contra o ar nao filtrado que e aspirado pelo portal frontal das cabines classe 
II; o ar que entra pela frente e dirigido pelo fluxo laminar para dentro da calha situada abaixo da superficie de 
trabalho, onde e filtrado antes de reunir-se finalmente ao fluxo laminar que se origina de baixo. 


Tabela 1.20 Classificagao dos agentes biologicos com base em seu risco. 3 


Nivel de 

biosseguranga 

(NBS) 

Classe dos agentes 

biologicos 

Exemplos de agentes 

biologicos 

Praticas 

Equipamento de 

seguranga (barreiras 

primarias) 

Instalagoes (barreiras 

secundarias) 

1 

Nao conhecidos como 

causa consistente 


Praticas microbiologicas 

padronizadas 

Nenhuma 

E necessaria uma pia de 

bancada com ralo 



de doen^a nos 
adultos saudaveis 


Associadosa doen^as 

Enterobacterias 

Nivel de Biosseguran^a 1 

CSB da dasse 1 ou II, ou 

Praticas do NBS-1, mais: 

humanas 

Candida spp. 

(NBS-1) mais: 

outros dispositivos 

• Autoclave 

Riscos = perfuragao 

percutanea, 

ingestaoou 

exposigao das 

Complexo 

Mycobacterium 

avium 

• Acesso restrito 

• Sinaisdealerta 

para risco biologico 

de conten^ao fisica 

para todas as 

manipulates dos 

agentes gue possam 

disponivel 

mucosas 

Herpes-virus simples 

• Precau^oes para 

ser veiculadospor 




objetos 

borrifos ou aerossois 




"pontiagudos" 

de material 





infectante 




• Manual de 





biosseguran^a 

EPI; aventais de 




definindo todas as 

laboratory, luvas e 




praticas de 

protetores faciais, 




descontaminagao 

conforme a 




de dejetos ou 

praticas de 

vigilancia medica 

necessidade 


Agentes autoctones ou 

Mycobacterium 

Praticas do NBS-2, mais: 

CSB da dasse 1 ou II, ou 

Praticas do NBS-2, mais: 

exoticos com 

tuberculosis 

• Acesso restrito 

outros dispositivos 

• Separato fisica dos 

potencial de 

Francisella tuiarensis 

• Descontamina^ao 

de contengao fisica 

corredores de 

transmissao por 


para todas as 

acesso 

aerossol 

Virus do oeste do Nilo 

de todos os dejetos 

manipulates dos 

Adoen^a causadapode 

ter conseguencias 

graves ou fatais 


• Descontamina^ao 

das roupas usadas 

no laboratory, 

agentes gue possam 

ser veiculadospor 

borrifos ou aerossois 

• Acesso com portas 

duplasfechadas 

automaticamente 



antes gue sejam 

de material 

• Araspiradopor 



enviadasa 

EPI; aventais de 

exaustorenao 



lavanderia 

laboratory, luvas e 

recirculado 



• Soro basal 

protetores faciais, 

• Fluxodearnegativo 




conforme a 

para dentro do 




necessidade 

laboratory 

Agentes perigosos ou 

Arenavirus causadores 

Praticas do NBS-3, mais: 

Todos os procedimentos 

Praticas do NBS-3, mais: 

exoticos, gue 

de febre 

• Trocas de roupas 

realizados em CSB 

• Predio separado ou 

acarretam risco alto 

hemorragica (p. ex., 

antes de entrar 

da dasse III, ou em 

zona isolada 

decausardoen^as 

Lassajunin, 


CSB da dasse 1 ou II 


potencialmente 

Machupo) 

• Banhosdechuveiro 

em combinato com 

• Suprimentoe 

fatais e infecgoes 

Filovirus causadores de 

aosair 

umaroupade 

exaustaodear 

laboratoriais 

transmitidas por 

aerossol, ou agentes 

semelhantes com 

febre hemorragica 

(p. ex., Marburg, 

Ebola) 

• Todos os materials 

descontaminados 

antes desair da 

proteto total do 

corpo com 

pressurizagao 

separadas, vacuo e 

sistemas de 

descontaminato 


risco de transmissao 
desconhecido 


instalagio do 
laboratory 


positiva e 
suprimentodear 


• Outras exigences 
listadas na 
referenda 99 


a O nivel de seguranga de alguns agentes infecciosos aumenta quando sao realizadas manipulagoes, durante as quais se 
poderia esperar que provavelmente sejam produzidos aerossois, ou quando sao utilizados grandes volumes de material. No 
caso de alguns agentes do nivel 2, urn nivel mais alto de biosseguranga esta indicado quando sao manipuladas culturas que 
comprovadamente contem o agente infeccioso. Existe urn sistema de classificagao diferente para os agentes presentes nos 
animais infectados natural ou experimentalmente. 

NBS = nivel de biosseguranga; CSB = cabine de seguranga biologica; EPI = equipamento de protegao individual. 

Adaptada da referenda 99. 

A velocidade do fluxo de ar das CSB das classes I e II precisa ser validada por um tecnico habilitado ao menos 
uma vez por ano, ou sempre que for realizado algum servigo de reparo. A cabine deve ser descontaminada por um 
tecnico habilitado, antes que seja realizada qualquer manipulagao que exija violagao da area contaminada (p. ex., 
substituigao dos filtros, troca ou conserto de motores, ou mudanga de posigao da cabine). 


Tabela 1.21 Comparagao das cabines de seguranga biologica. 


Tipo 

Velocidade 

nominal de 

circulagaodo 

ar (Lfpm) 

Padrao do fluxo de ar 

Radioisotopos/quimicos 

toxicos 

Niveisde 

biosseguranga 

Protegao do 

produto 

(especime) 

Classe 1 

Frente aberta 

75 

0 ar entra pela frente; sai por tras e pelo alto 

atraves de filtro HEPA (ver Figura 1.21) 

Nao 

2,3 

Nao 

Classe II 

Tipo A 

75 

Recirculagao de 70% do ar atraves de filtro 

HEPA; exaustao atraves de filtro HEPA (ver 

Figura 1.22) 

Nao 

2,3 

Sim 

Classe II 

Tipo B1 

100 

Recirculagao de 40% do ar por filtro HEPA; 

exaustao atraves de filtro HEPA e ductos 

rigidos (ver Figura 1.23) 

Sim (niveis/volatilidade 

baixa) 

2,3 

Sim 

Classe II 

Tipo B2 

100 

Nenhuma recirculagao; exaustao completa 

atraves de filtro HEPA e ductos rigidos (ver 

Figura 1.24) 

Sim 

2,3 

Sim 

Classe II 

Tipo B3 

100 

Igual ao tipo IIA, mas todo o ar circula sob 

pressao negativa para o ambiente e a 

exaustao do ar passa por ductos rigidos 

Sim 

2,3 

Sim 

Classe III 

NA 

0 suprimento de ar entra e sai atraves de 

Sim 

3,4 

Sim 


filtros HEPA (ver Figura 1.25) 


Lfpm = pes lineares por minuto (do ingles, linear feet per minute)', HEPA = particulas de alta energia (do ingles, high-energy 
particulate). 


Adaptada da referenca 99. 
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Vista em perfil 

■ FIGURA 1.21 Planta de uma cabine de seguranga biologica classe I. A. Essas cabines com pressao negativa puxam o ar 
do ambiente para dentro da cabine a uma velocidade de 75 fpm e fazem sua exaustao atraves de urn filtro HEPA para o 
ambiente ou ao exterior por meio de urn ducto. Elas nao protegem o especime ou a amostra de contaminagao por materias 
presentes no ar ambiente. Como o especime nao e protegido, essas cabines nao sao utilizadas comumente em microbiologia 
clinica e foram praticamente substituidas pelos equipamentos da classe II. (Adaptada da referenda 99.) 
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■ FIGURA 1.22 Planta de uma cabine de seguranga biologica classe II. O ar e puxado do ambiente para dentro da cabine 
por meio de uma abertura frontal (A), geralmente a uma velocidade de 75 fpm. Em seguida, o are recirculado por todo o 
espago (D) e urn filtro HEPA (E); uma parte do ar (em geral, 70%) e recirculada e devolvida a area de trabalho; o restante e 
eliminado atraves do filtro HEPA (C) para o ambiente. Quando o restante do ar e aspirado para urn espago pleno sob pressao 
negativa e levado ao exterior do predio, a cabine e classificada como classe III B3. O trabalho pode ser observado 
visualmente atraves de uma faixa de vidro (B). O ventilador esta designado pela letra (F). (Adaptada da referencia 99.) 
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■ FIGURA 1.23 Planta de uma cabine de seguranga biologica classe II B1. O ar proveniente do ambiente entra na cabine 
pela abertura frontal a uma velocidade de 100 fpm. Em seguida, parte do ar (nos casos tipicos, 40%) e recirculada por uma 
calha (A) e urn espago inteiro recirculante (D), onde passa por filtros HEPA (B e E) antes de ser eliminado ao exterior (G) 
atraves de outro filtro HEPA (F) por meio de ductos sob pressao negativa. Como ha recirculagao minima, alem dos agentes 
biologicos, podem ser usadas quantidades pequenas de compostos quimicos, mas esse equipamento nao deve ser 
considerado equivalente a uma capela de exaustao para vapores quimicos. A area de trabalho (H) pode ser observada 
atraves de uma faixa de vidro (C). (Adaptada da referencia 99.) 
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■ FIGURA 1.24 Planta de uma cabine de seguranga biologica classe II B2. O ar proveniente do ambiente entra na cabine 
pela abertura frontal (A) e e puxado para dentro de um espago inteiro na cabine (E), antes de ser eliminado ao exterior 
atraves de um filtro HEPA (C) circulado por um sistema de ductos sob pressao negativa. Simultaneamente, o ar ambiente 
entra na cabine por uma segunda abertura (F) e atraves de um filtro HEPA (D) e, em seguida, desce e circula pela area de 
trabalho, finalmente se reunindo ao jato de ar dentro do espago pleno da cabine (E). A area de trabalho pode ser observada 
atraves de uma faixa de vidro (B). Compostos quimicos toxicos podem ser usados nessa cabine, que nao tern recirculagao de 
ar. (Adaptada da referencia 99.) 

























































































■ FIGURA 1.25 Planta de uma cabine de seguranga biologica classe III. Essa cabine funciona como uma caixa envelopada 
totalmente fechada com ar recirculante. Os agentes perigosos ficam completamente contidos dentro da caixa, de forma que o 
trabalhador nao e exposto. O mesmo efeito pode ser conseguido quando se utiliza uma cabine da classe II em combinagao 
com uma roupa biologica conectada a urn suprimento de ar para o trabalhador, praticamente isolando o profissional e seu 
suprimento de ar. O ar entra por urn portal e atraves do filtro HEPA (D), antes de ser eliminado por urn filtro HEPA (C) dentro 
de urn sistema de ductos sob pressao negativa e sair ao exterior. O trabalhador manipula as amostras por meio de luvas 
seladas (A) e observa o que faz atraves de urn escudo de vidro (B). As amostras sao introduzidas na caixa por urn sistema de 
bloqueio (E). Entre as desvantagens desse equipamento esta a dificuldade de realizar manipulagoes delicadas atraves das 
luvas espessas de borracha. (Adaptada da referenda 99.) 

Riscos infecciosos comuns nos laboratories diagnosticos. Embora a maioria dos agentes infecciosos 
encontrados no laboratorio clinico possa causar doengas nos profissionais que trabalham neste ambiente, urn numero 
relativamente pequeno atende aos requisites. Miller et a/. 80 descreveram sua experiencia com infeegoes humanas 
adquiridas em laboratories ao longo de 25 anos de trabalho no National Animal Disease Center (NACD) em Ames, 
Iowa - uma instituigao na qual sao realizadas experiences com doengas transmitidas por animais domesticos e 
silvestres. O nlvel de risco dos trabalhadores desse laboratorio provavelmente e um pouco maior que o de um 
laboratorio clinico comum. Entre 1960 e 1985, foram notificadas ao NACD 128 exposigoes laboratoriais aos 
microrganismos causadores de zoonoses, que resultaram em 34 infeegoes associadas a contaminagao laboratorial. A 
brucelose representou 47% dos casos, a leptospirose 27% e as micobacterioses 9%. Os demais casos de infeegao 
ocorridos nos laboratories do NACD foram causados por especies de Salmonella e Chlamydophila, virus da doenga 
de Newcastle (que nao causa doenga nos seres humanos) e especies de Trichophyton. 

Com base em estudos acumulados, as 10 infeegoes adquiridas em ambientes laboratoriais mais comumente 
encontradas sao: (1) brucelose, (2) febre Q, (3) febre tifoide, (4) tularemia, (5) tuberculose, (6) tifo, (7) hepatites 
virais, (8) encefalite equina venezuelana, (9) coccidioidomicose e (10) psitacose. 90-92,118 Algumas dessas infeegoes 
sao dificeis de evitar, embora a meta sempre seja a ocorrencia de nenhum caso. Contudo, em algumas circunstancias 
- ao menos retrospectivamente - existe claramente algum meio de evitar a infeegao. Por exemplo, um estudante de 
tecnologia medica (tecnologia aplicada a medicina) de 22 anos contraiu febre tifoide com complicagoes, depois de 
trabalhar com Salmonella Typhi como um microrganismo nao identificado. O que e pior ainda, 22% dos 
tecnologos de um laboratorio desenvolveram gastrenterite causada por Shigella sonnei. A tipagem das bacterias 
isoladas dos tecnologos infectados revelou que elas eram identicas a uma bacteria, que fora fomecida a um 
estudante como um microrganismo nao identificado. x Alguns agentes infecciosos que nao poderiam ser 

































































encontrados em um laboratorio clinico podem causar infecgocs nos profissionais que trabalham em laboratories de 
pesquisa, 5 "' 7 ’" 7 algumas vezes quando sao realizadas manipulagoes que formam aerossois sem contengao adequada. 

Precaugoes universais. Ironicamente, os profissionais que trabalham em laboratories encontram-se sob risco 
significativamente menor de adquirir infecgocs que seus colegas medicos. Existem varias razoes para isso. Os 
pacientes espirram e tossem, enquanto as placas de cultura e os especimes clinicos podem ser manuseados de forma 
padronizada e segura, impedindo a disseminagao da infeegao. A menos que sejam realizados procedimentos que 
formem aerossois volumosos no laboratorio, o risco dos laboratoristas e relativamente pequeno. Os medicos e os 
enfermeiros tern chances muito maiores de usar objetos pontiagudos (p. ex., bisturis e agulhas), em comparagao com 
os profissionais que trabalham nos laboratories. Na medicina atual, os riscos infecciosos maiores sao atribuidos aos 
patogenos transmitidos pelo sangue. Os tecnologos que trabalham com microbiologia tem riscos menores que seus 
colegas de outras areas do laboratorio, inclusive bioquimica e hematologia, nas quais sao manipuladas diariamente 
grandes quantidades de amostras. Os agentes infecciosos mais graves adquiridos nos laboratories sao virus da 
imunodeficiencia humana (HIV) e virus das hepatites B e C. Dentre esses microrganismos, o VHC e o mais 
prevalente na maioria dos hospitais, porque existe uma vacina eficaz contra o virus da hepatite B e a incidencia do 
HIV na populagao em geral nao e tao alta quanto a do VHC. Felizmente, existe uma vacina eficaz contra o virus da 
hepatite B, porque o risco de que um profissional nao imunizado adquira essa infeegao e muito maior que o de 
adquirir a infeegao causada pelo VHC ou HIV. 

Recomendagoes visando a redugao das infeegoes transmitidas pelo sangue foram publicadas por CDC, 15-18 
CLSI 35 e pelos profissionais que trabalham em laboratories)’ 

A Tabela 1.22 resume os riscos de contrair os principais patogenos transmitidos pelo sangue. 18 
Em geral, nao e possivel prever quais individuos podem ser portadores de patogenos transmitidos pelo sangue, 
razao pela qual surgiu o conceito de precaugoes universais. Ou seja, todos os especimes devem ser considerados 
perigosos. A especificagao de alguns especimes como “perigosos” aumenta as chances de que os profissionais 
tenham uma falsa sensagao de seguranga ao lidar com as outras amostras que, na verdade, podem conter patogenos 
transmissiveis pelo sangue. 

Os CDC e a OSHA estabeleceram as seguintes precaugoes universais: 13 

• Sangue e liquidos corporais de todos os pacientes devem ser manuseados como material infectante. Esses 
especimes fomecidos por qualquer paciente devem ser considerados infectantes (i. e., contem patogenos 
transmitidos pelo sangue) 

• Todos os especimes de sangue e liquidos corporais devem ser colocados em um recipiente apropriado (com uma 
tampa segura) e resistente para evitar vazamento durante o transporte 

• Todos os profissionais que processam amostras de sangue e liquidos corporais (p. ex., remogao das tampas dos 
tubos a vacuo) devem usar luvas - mais um protetor facial (ou uma mascara com oculos comuns ou oculos de 
protegao); como altemativa, esses profissionais podem trabalhar em uma CSB que tenha protegao adequada 
contra borrifos (/. e., uma barreira de vidro entre o especime e o tecnologo) 

• Os profissionais precisam trocar as luvas e lavar as maos quando terminam de processar os especimes 

• Os profissionais nunca devem pipetar com a boca, mas sim usar dispositivos mecanicos 

• O uso de agulhas e seringas deve ser restrito as situagoes em que nao ha altemativa; nesses casos, devem ser 
utilizados dispositivos de seguranga para manuseio de agulhas 

• As superficies de trabalho do laboratorio devem ser descontaminadas com um germicida quimico apropriado 
depois de um derramamento de sangue ou liquidos corporais, ou depois de concluir as atividades de trabalho 

• Os materials contaminados utilizados nos testes laboratoriais devem ser descontaminados antes do 
reprocessamento ou, se forem descartaveis, devem ser colocados em sacolas e descartados de acordo com as 
normas da instituigao 

• Todos os profissionais devem lavar as maos depois de concluir as atividades laboratoriais e retirar as roupas de 
protegao antes de sair do laboratorio. 

As recomendagoes para lidar com exposigoes variam com os diversos agentes infecciosos; essas recomendagoes 
sao revisadas periodicamente pelos CDC e alteradas conforme a necessidade. Em geral, o paciente de origem deve 
ser testado para determinar se existe risco e o profissional acidentado deve ser acompanhado para avaliar se foi 
infectado. A imunizagao e/ou quimioterapia antiviral profilatica pos-exposigao sao apropriadas em determinadas 


situagoes. Essas medidas devem ser recomendadas por medicos especializados em doengas infecciosas ou outros 
medicos experientes. E importante enfatizar que todos os esforgos devem ser voltados para a prevengao, de forma 
que nunca venha a ocorrer o problema de urn acidente. A prevengao pode consistir em imunizagao dos profissionais 
em risco e redugao das exposigoes aos objetos “perfurocortantes” (agulhas, laminas de bisturi, vidro quebrado etc.), 
que sao as causas mais comuns de acidentes desse tipo. 

Limpeza de materials infecciosos derramados. O protocolo recomendado para a limpeza de materiais 
infecciosos derramados e o seguinte: 35 


Tabela 1.22 Riscos de contrair algumas infecgoes virais transmitidas por via hematogenica depois da 
exposigao ao sangue por picada de agulha. 9 


Virus 

Condigao do paciente de origem 

Resultado 

Risco (%) 

Hepatite B 

Positivo para HBsAg e HBeAg 

Hepatite clinica 

22 a 31 


Positivo para HBsAg e negativo para HBeAg 

Hepatite clinica 

1 a 6 



Soroconversao 

23 a 37 

Hepatite C 

Soropositivo 

Soroconversao 

0 a 7 

HIV 

Soropositivo 

Soroconversao 

0,30 


a O risco apos entrar em contato com sangue atraves das mucosas nao esta definido com tanta precisao, mas e menor que 
depois de exposigao por uma picada de agulha. Dados da referenda 18. 


• Usar luvas (de preferencia luvas de limpeza pesada resistentes a perfuragao), aventais e mascaras 

• Se houver fragmentos de vidro ou outros objetos, devem ser recolhidos sem que sejam tocados diretamente antes 
de continuar o processo de limpeza 

• Se o derramamento for grande, usar coberturas de calgados impermeaveis a agua 

• Cobrir o derramamento com um material absorvente e acrescentar desinfetante concentrado. Depois de esperar 
por 10 minutos, continuar com o processo de limpeza 

• Caso exista possibilidade de que sejam produzidos aerossois - por exemplo, um tubo quebrado na centrifuga 
desligue o aparelho, mas deixe-o fechado por no minimo 30 minutos para permitir que os aerossois assentem 

• Absorver o volume de material derramado com materiais descartaveis antes de iniciar o processo de desinfecgao 

• Limpar a area em que houve o derramamento para remover todo o material contaminante visivel utilizando uma 
solugao detergente aquosa ou uma solugao a 10% de agua sanitaria para uso domestico 

• Descontaminar a area com um desinfetante apropriado (Tabela 1.19) 

• Recolher o material desinfetante com um absorvente e enxaguar a area com agua. A ultima etapa e secar a area 
para evitar quedas 

• Descartar todos os materiais em um recipiente de protegao contra riscos biologicos. 

Se houver derramamento de um agente NBS-3 fora de uma CSB, evacue a area por no minimo 60 minutos e 
avise as autoridades responsaveis, de acordo com as normas de sua instituigao. 

Transporte de especimes e agentes etiologicos. Todos os especimes microbiologicos a serem transportados 
pelos correios dos EUA ou por transportadores comerciais devem ser embalados de acordo com as regulamentagoes 
rigorosas especificadas pelo DOT (Department of Transportation) e pela IATA. Os microrganismos isolados 
(agentes etiologicos) que nao fazem parte do nivel de biosseguranga 1 (Tabela 1.20) e os especimes diagnosticos 
supostamente contaminados por esses agentes etiologicos devem ser embalados e rotulados adequadamente. 

Os especimes devem ser preparados para resistir a choques ou oscilagoes de pressao, que possam ocorrer 
durante seu manuseio e causar vazamento do seu conteudo. O vazamento de um recipiente pode nao apenas 
predispor a amostra a contaminagao potencial, como tambem expor as pessoas que o manuseiam ou que o recebem a 
exposigao aos agentes patogenicos. A Figura 1.26 ilustra como embalar e rotular adequadamente amostras com 
agentes etiologicos. O recipiente principal (tubo de ensaio, frasco) precisa ser fechado com uma tampa a prova 
d’agua e envolvido por material de embalagem suficiente para absorver seu conteudo liquido, caso ocorra um 




vazamento. Em seguida, esse recipiente deve ser colocado dentro de outro recipiente a prova d’agua, de preferencia 
metalico ou de plastico e equipado com uma tampa de rosea. Por fim, os recipientes principal e auxiliar sao 
fechados dentro de uma caixa para transporte construida com fibra corrugada, papelao ondulado ou Styrofoam". 

Gelo seco e considerado um material perigoso. Uma caixa de transporte contendo gelo seco como refrigerador 
de uma amostra deve ser rotulada com as palavras “ESPECIME MEDICO CONGELADO POR GELO SECO“. 
A embalagem deve ser preparada de modo que o gas dioxido de carbono possa sair, impedindo acumulo de pressao, 
que poderia causar ruptura do recipiente. O gelo seco deve ser colocado fora do recipiente auxiliar, junto com o 
material absorvente, de modo que o recipiente auxiliar nao fique solto dentro do recipiente extemo a medida que o 
gelo seco sublima. 

Alem do rotulo com enderego, o recipiente extemo tambem deve ter afixado o rotulo de agentes 
etiologicos/material biomedico (com seu logo em vermelho sobre um fiindo branco), bem como uma instrugao ao 
transportador, conforme esta ilustrado na Figura 1.27. 

Os profissionais que embalam isolados microbiologicos e especimes clinicos devem ter treinamento 
especializado sobre as regulamentagoes vigentes. O registro de sua certificagao deve ser mantido em seus arquivos 
pessoais. Individuos nao habilitados nao devem embalar isolados microbiologicos ou especimes clinicos. X1 

Riscos nao biologicos 

Substancias quimicas 

• E necessario elaborar um piano de higiene quimica para o laboratorio. 31 Existem diretrizes para destinagao do 
lixo dos laboratories 

• As substancias combustiveis volateis emitem vapores na superficie do liquido. O ponto de fiilgor corresponde a 
temperatura minima possivel, na qual e produzida uma concentragao de vapores suficiente para produzir 
combustao. As substancias volateis sao descritas coletivamente como inflamaveis. A classificagao baseada nos 
pontos de fiilgor e nos pontos de ebuligao e a seguinte: 

° Inflamaveis: 

• Classe IA: ponto de fiilgor < 22°C; ponto de ebuligao < 38°C 

• Classe IB: ponto de fiilgor < 22°C; ponto de ebuligao > 38°C 

• Classe IC: ponto de fiilgor > 21°C; ponto de ebuligao < 38°C 

° Combustiveis: 

• Classe IIIA: ponto de fiilgor > 60°C e < 94°C 

• Classe IIIB: ponto de fiilgor > 94°C 

• Alguns materiais combustiveis podem ser encontrados no laboratorio de microbiologia, embora nao em 
quantidades utilizadas em algumas outras areas. O eter dietilico e um risco especialmente importante, 
porque pode formar peroxidos explosivos quando exposto ao ar. O eter tern sido utilizado em algumas 
tecnicas de concentragao de parasitologia. Hoje em dia, existem alternativas que eliminam esse risco e 
devem ser consideradas. Se for necessario usar eter, a menor quantidade possivel deve ser mantida no 
laboratorio e deve ser armazenada adequadamente 

• As substancias quimicas corrosivas sao defmidas como as que tern pH < 2,1 ou > 12,5, ou que podem corroer 
ago (SAE 1020) a uma profiindidade maior que 6,35 mm (0,25 polegada) por ano a temperatura de 54,5°C 
(130°F). No laboratorio, os corrosivos mais comuns sao acidos fortes (p. ex., acido cloridrico). Os carregadores 
de frascos com acido devem ser usados para transportar acidos concentrados em volumes maiores que 500 m £ 
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■ FIGURA 1.26 Tecnica apropriada para embalar materials biologicamente perigosos. 
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■ FIGURA 1.27 Logo de agentes etiologicos com “instrugoes ao transportador”, que deve ser afixado por fora de qualquer 
embalagem contendo materials potencialmente perigosos ou infectantes. 

• Substancias quimicas incompativeis (identificadas com base na FISPQ [Ficha de Informagoes de Seguranga de 
Produto Quimico] ou na MSDS) nao devem ser utilizadas ou armazenadas juntas 

• As latas e os armarios para armazenamento seguro devem estar localizados longe de fontes de calor, chamas, 
fagulhas e saidas. As areas de armazenamento devem ser adequadamente ventiladas e com acesso restrito a 
equipe do laboratorio. Todas as substancias quimicas inflamaveis e corrosivas devem ser guardadas em um 
armario de armazenamento quimico a prova de fogo, de acordo com as regulamentagoes locais e nacionais 

• Todos os recipientes devem ser claramente rotulados com as seguintes informagoes: 

° Conteudo 

° Alertas de risco 
° Precaugoes especiais 
° Data de recebimento/preparagao 
° Data de abertura/inicio do uso 
° Data de vencimento 
° Fabricante 

• No caso de derramamento de uma substancia quimica liquida: 29,31 

° Determinar o tipo de risco consultando a FISPQ/MSDS, se necessario. Se o derramamento caracterizar uma 
emergencia, evacue a area. Se o material acarretar risco de incendio, elimine todas as fontes de ignigao e 
tome medidas para neutralizar a substancia quimica 

° Avise a equipe responsavel e, se necessario, pega ajuda adicional. Identifique qualquer necessidade de usar 
dispositivos de protegao individual 
° Confine o derramamento a menor area possivel 


° Neutralize acidos com carbonato dissodico. Neutralize alcalis com acido borico a 1%. Nos casos de 
derramamentos de volumes maiores de acidos ou alcalis, lave com bastante agua depois da neutral izagao 
° Limpe todas as areas borrifadas durante o derramamento 

° Nos casos de derramamento de llquidos inflamaveis e toxicos, use um absorvente para reduzir a pressao de 
vapor e evitar a possibilidade de ignigao do llquido 
Descarte das substancias qulmicas: 

° Use luvas de borracha, um avental de borracha e oculos de protegao 

° Retire todos os objetos da pia destinada ao descarte. Comece derramando um jato de agua fria na pia, sem 
causar respingos 

° Derrame lentamente o liquido a menor distancia do ralo, sem causar respingos. Apenas volumes menores 
que 500 m t podem ser descartados no ralo da pia 
° Continue a derramar agua fria por varios minutos depois de concluir o descarte 

° Descarte solventes organicos hidrossoluveis (metanol, acetona) conforme foi descrito antes. No caso de 
liquidos organicos insoluveis em agua, apenas volumes menores que 100 mf podem ser descartados 
conforme foi explicado antes. Com os volumes maiores que 100 mf, consulte os profissionais de seguranga 
hospitalar ou do Environmental Health and Safety Office de sua localidade. 

Riscos radiologicos: no passado, os laboratories clinicos utilizavam compostos radioquimicos, principalmente 
em imunoensaios. Esses procedimentos foram substituidos por imunoensaios enzimaticos ou tecnicas 
moleculares. Entretanto, se algum material radioativo for utilizado no laboratorio, as regulamentagoes 
pertinentes devem ser seguidas rigorosamente. Em geral, ha um funcionario de seguranga institucional para 
materiais radioativos, comumente no setor de radiologia 

Carcinogenicos: cuidados especiais com a seguranga sao necessarios quando se utilizam compostos quimicos, 
que comprovadamente tem algum potencial neoplasico. No laboratorio de microbiologia, formaldeido e o 
composto dessa categoria mais comumente encontrado. A formalina e uma solugao de formaldeido (solugao a 
4%) estabilizada e vendida comercialmente. O formaldeido e combustivel e potencialmente carcinogenico. As 
regulamentagoes locais quanto ao armazenamento, ao uso e ao descarte variam. Em geral, se for utilizado 
formaldeido, a area de trabalho deve ser bem ventilada e, de preferencia, os tecnicos devem utilizar uma capela 
de exaustao quimica. O CAP exige o monitoramento dos vapores de formaldeido no ambiente de trabalho 
Mercurio: o mercurio elementar e um risco significative a saude. No laboratorio de microbiologia, esse 
composto e encontrado mais comumente nos termometros convencionais e em alguns fixadores utilizados em 
parasitologia. Embora os volumes envolvidos sejam pequenos, algumas instituigoes decidiram eliminar por 
completo o uso de mercurio, voluntariamente ou em razao das leis locais. xu 

Incendio 

Todos os fiincionarios do hospital sao responsaveis por evitar incendios e ajudar a reduzir perdas, caso esses 
ocorram 

Mantenha as areas de trabalho livres de entulhos acumulados e materiais inflamaveis em excesso. Corredores, 
passagens estreitas e escadas devem ser mantidos livres de obstrugoes, que possam dificultar a saida ou o 
fomecimento de combustivel em caso de incendio 

Esteja ciente das fontes de ignigao, chamas expostas, aquecedores e geradores de fagulhas (motores, 
interruptores eletricos, atrito e estatica). Mais de 22% dos incendios hospitalares sao causados por fios 
defeituosos 

A equipe deve ser instruida quanto a forma e as diferengas da utilizagao de varios tipos de extintores de 
incendio, que sao classificados em quatro classes, de acordo com o tipo de incendio: 

° Classe A: incendios que envolvem materiais combustiveis comuns, inclusive madeira, papel, tecidos e 
plasticos. O uso de um extintor de agua pressurizada (tipo A) e aceitavel 
° Classe B: incendios que envolvem liquidos inflamaveis, inclusive alcool, gasolina, querosene e graxa; utilize 
um extintor de dioxido de carbono (tipo B) 

° Classe C: incendios que envolvem equipamentos eletricos, nos quais pode haver risco de choque resultante 
da condutividade eletrica. Desligue o circuito e use um agente extintor nao condutor (i. e., nunca use um 
extintor de agua; utilize um extintor de po quimico seco [tipo C]) 


° Classe D: incendios que envolvem metais combustiveis, inclusive magnesio e potassio. Nesses casos, sao 
necessarias tecnicas especiais. Nunca utilize agua; use po quimico seco. Ligue imediatamente para o corpo 
de bombeiros da localidade 

• As mantas anti-incendio sao utilizadas para abafar roupas e devem ser envolvidas ao redor da vitima. Se as 
roupas pegarem fogo, deite no chao e role para abafar as chamas sobre o piso. Nao corra atras de uma manta - o 
fluxo de ar apenas alimenta as chamas e causa lesoes mais graves. Do mesmo modo, uma manta anti-incendio 
deve ser usada no piso; enrolar a manta em tomo de um individuo de pe apenas forma uma chamine para as 
chamas 

• Siga todas as regulamentagoes do corpo de bombeiros da localidade. Participe dos treinamentos periodicos para 
incendios, que sao realizados pelo hospital. Cada funcionario deve conhecer o procedimento para apagar 
incendios e as vias de evacuagao em sua area de trabalho no laboratorio. 

Biodefesa 

A possibilidade de que terroristas utilizassem agentes quimicos, biologicos ou radioativos era real ha muitos anos, 
mas tal potencial adquiriu um significado novo depois (1) da tragedia do World Trade Center e (2) da descoberta de 
cartas contendo esporos de antraz, enviadas pelo servigo postal pouco tempo depois. Hoje em dia, todos os 
laboratories dos EUA sao obrigados a limitar determinados agentes patogenicos ao uso absolutamente essencial e a 
fomecer aos orgaos do governo um inventario desses microrganismos. Alem disso, cada laboratorio precisa elaborar 
um piano de biodefesa para lidar com o bioterrorismo. Pouquissimos laboratories diagnostics manuseiam um dos 
agentes patogenicos selecionados em suas premissas (Tabela 1.23). A responsabilidade principal de lidar com a 
maioria desses microrganismos cabe aos laboratories de referenda, aos laboratories de saude publica e a outros 
laboratories do governo. A responsabilidade principal do laboratorio diagnostico e reconhecer a possibilidade de 
isolar um dos microrganismos listados durante as atividades normais de avaliagao das amostras clinicas. Quando o 
laboratorio reconhece a possibilidade de ter isolado um desses microrganismos, ele deve ser referenciado a um 
servigo de apoio designado, as autoridades responsaveis devem ser notificadas e os residuos dos especimes dos 
quais o microrganismo foi isolado devem ser destruidos. Se houver suspeita de bioterrorismo, a investigagao 
imediatamente assume um componente criminal. A Tabela 1.23 resume as categorias de agentes potencialmente 
utilizados em bioterrorismo. 14 

O piano nacional de prevengao antiterrorismo preve uma categorizagao dos laboratorios em varios niveis, com 
responsabilidades crescentes de avaliar as possiveis ameagas. A Tabela 1.24 detalha a classificagao dos laboratorios. 
As quatro categorias originais foram condensadas em tres. 14 

Garantia da qualidade 

Uma das marcas caracteristicas dos laboratorios clinicos excelentes e a atengao constante a qualidade do trabalho. 
Garantia da qualidade e um termo abrangente, que inclui varias atividades. Em alguns casos, essas atividades sao 
defmidas por termos ligeiramente diferentes nas diversas instituigoes. A melhoria da qualidade (ou melhoria da 
qualidade total) deu origem a garantia da qualidade, que hoje pode estar originando a “melhoria continua”. Contudo, 
a mensagem basica e que os microbiologistas precisam avaliar constantemente seus metodos e processos na 
tentativa de melhorar o desempenho, a precisao e a qualidade. O controle da qualidade e um componente tradicional 
e esta descrito separadamente neste capitulo. 

A garantia da qualidade pode ser executada por metodos completamente intemos, ou pode ser realizada como 
parte de um programa externo. Existem diretrizes consensuais nacionais. 32,30 Esses programas devem contemplar 
todas as fases do ciclo diagnostico. 32 

Alguns aspectos de um programa de garantia da qualidade foram descritos na segao sobre acreditagao 
laboratorial, que inclui programas de qualidade como um dos componentes essenciais. As atividades internas 
incluem documentagao da validagao/verificagao de cada teste recem-introduzido no laboratorio. A documentagao do 
uso do laboratorio pelos medicos e importante e pode fazer parte de um programa mais amplo de utilizagao dos 
exames. Tambem e importante documentar o desempenho da equipe tecnica que executa cada atividade da qual e 
responsavel. Tambem e avaliada a compatibilidade das observagoes morfologicas entre os tecnologos que realizam 
as mesmas atividades. A avaliagao formal das competencias de todos os profissionais que realizam exames 
laboratoriais (inclusive enfermeiros e medicos) e um requisite da acreditagao para todos os testes de moderada e alta 
complexidade. Recentemente, foram publicadas diretrizes consensuais nacionais para a implantagao do programa. 23 


Tabela 1.23 Classificagao dos agentes quimicos e biologicos com potencial para terrorismo. 


Categoria do agente 

Categoria A 


Categoria B 


Categoria C 


Descricao da categoria 

• Fadlmente disseminados ou transmitidos de uma 
pessoa a outra 

• Causam mortalidade alta com possivel impacto 
significativo na saude publica 

• Poderiam gerar panico entre o publico e perturbagao 
social 

• Reguerem agoes preventivas especiais de saude 
publica 

• Facilidade de disseminagao moderada 

• Morbidade moderada e mortalidade baixa 

• Exigem vigilancia redobrada das doengas gue causam 


Agentes emergentes com: 

• Disponibilidadeampla 

• Facilidade de replicagao e disseminagao 

• Morbidade, mortalidade e impacto na saude publica 
potencialmente altos 


Exemplos 

Variola maior (virus da variola) 

Bacillus anthracis (antraz) 

Yersinia pestis (peste) 

Toxina do Clostridium botulinum (botulismo) 

Francisella tularensis (tularemia) 

Filovirus (virus Ebola e Marburg) 

Arenavirus causadores de febres hemorragicas 

Coxiella burnetii (febre Q) 

Brucella spp. (brucelose) 

Burkholderia mallei (mormo) 

Alfavirus (p. ex., virus das encefalomielites oriental e 
ocidental) 

Ricina, toxina de Ricinus communis (semente da 
mamona) 

Toxina e de Clostridiumperfringens 
Enterotoxina B estafilococica 
Salmonella spp 
Shigella dysenteriae 
Escherichia coli (0157:H7) 

Vibrio cholerae 
Cryptosporidium parvum 
Virus Nipah 
Flantavirus 

Virus gue causam febre hemorragicas transmitidas 
por carrapatos 

Virus das encefalites transmitidas por carrapatos 
Virus da febre amarela 

Mycobacterium tuberculosis resistente a varios 
farmacos 


Adaptada da referenda 14. 


Tabela 1.24 Classificagao dos laboratories envolvidos na investigagao de terrorismo quimico ou 
biologico. 




Nivel 

Descrigao 

Exemplos 

A 

• Detecgao precoce de disseminagao intendonal de 

agentes quimicos ou biologicos 

• Processamento inidal dos espedmes clinicos 

• Laboratorios de saude publica ou hospitalares 

• Servigos com biosseguranga de baixa complexidade 

B (originalmente, BeC) 

• Capacidades essendais de isolamento e caracterizagao 

de determinados agentes utilizados em bioterrorismo 

• Tern a fungao de evitar gue os laboratorios de nivel 

mais altos de complexidade figuem sobrecarregados 

de espedmes 

• Capacidade avangada de identificagao rapida de 

determinados agentes utilizando cultura e tecnicas 

moleculares 

• Laboratorios de saude publica locais e estaduais 

• Laboratorios federais de nivel alto de complexidade 

• Centros medicos academicos 


• Participam do desenvolvimento e da avaliagao de 

testes 


C(originalmente, D) 

• Niveis mais altos de contengao e sofisticagao 

• Grupo seleto de laboratorios federais 


• Capacidade de detectar agentes criados por tecnicas 

de engenharia genetica 

• Laboratorios academicos que operam no nivel mais 

alto de contengao por contrato federal 


Adaptada da referenda 14. 


A avaliagao do desempenho do seu laboratorio pode ser aperfeigoada comparando-se seu desempenho com o de 
outros colegas com base em um programa extemo de garantia da qualidade. O CAP oferece dois programas desse 
tipo. ’ " Um parametro selecionado para avaliagao e conhecido como indicador. 

O primeiro programa, conhecido como Q-Probes, consiste em um estudo singular de um unico problema, por 
exemplo, a frequencia dos microrganismos cutaneos nas hemoculturas (/. e., indices de contaminagao das 
hemoculturas). Cada laboratorio participante envia os resultados de um exame, que foi realizado de acordo com um 
protocolo predefmido. Os resultados de todos os participantes sao analisados cuidadosamente e todos os laboratories 
que submeteram seus resultados recebem uma critica. 

Por outro lado, o programa Q-tracks e um sistema de monitoramento repetitive de um pequeno numero de 
indicadores, que foram considerados especialmente uteis a avaliagao do desempenho dos laboratories. Por exemplo, 
o TDR do laboratorio para determinado analito poderia ser estudado ao longo do tempo. Desse modo, e possivel 
ilustrar graficamente o desempenho ao longo do tempo, em comparagao com outros laboratories. 

Como ja foi mencionado, um laboratorio tambem pode avaliar seu desempenho comparado ao de outros 
participantes por meio da realizagao dos testes de proficiencia. 25 ’ 109 Inicialmente, os testes de proficiencia eram 
aplicados pelo CAP como recurso educacional para melhorar o desempenho dos laboratories. Depois da 
promulgagao das duas leis CLIA, os testes de proficiencia tornaram-se elementos obrigatorios a prestagao de 
servigos de medicina laboratorial. xm 

Controle da qualidade 

Em sentido estrito, o controle da qualidade consistia em uma avaliagao sistematica continua do trabalho, de forma a 
assegurar que o produto final se conformava aos limites de tolerancia previamente estabelecidos de precisao e 
exatidao. 3 Hoje em dia, diretores e supervisores de laboratories compreendem que o controle da qualidade e apenas 
uma das facetas da area mais ampla de garantia da qualidade. Os leitores interessados podem acessar as exigencias 
atuais do CAP quanto ao controle da qualidade (assim como quanto a seguranga e outros aspectos gerenciais 
importantes) acessando o documento Laboratory General Checklist (em ingles), que esta disponivel na pagina do 
CAP (http://www.cap.org). 



Em sentido amplo, o controle da qualidade em microbiologia e tanto ciencia quanto arte. Isso inclui itens 
intangiveis como senso comum, juizo equilibrado e atengao constante aos detalhes. Os programas de controle da 
qualidade devem ser organizados tendo em vista objetivos bem-defmidos e os dados devem ser documentados para 
monitorar e, se necessario, melhorar o desempenho. 

Componentes de um programa de controle da qualidade. Um programa basico de controle da qualidade 
em microbiologia contem varios elementos especificos, que precisam ser levados em consideragao durante a 
implcmentagao das diversas fases do programa. Bartlett 6 desenvolveu um programa de controle da qualidade e 
descreveu diversos niveis de atividades, que variam das basicas ate as mais avangadas. Utilizando seu esbogo, um 
supervisor pode selecionar o nivel de atividade que e apropriado a sua equipe e ao volume de trabalbo de 
determinado laboratorio. Esses itens foram utilizados e aperfeigoados nos documentos do CLSI citados como 
references ao longo de todo este livro. 

O CAP estabeleceu normas para acreditagao dos laboratories medicos, inclusive uma checklist de inspegao para 
laboratories de microbiologia. Essa checklist fomece aos supervisores de microbiologia diretrizes valiosas para 
realizar uma avaliagao pormenorizada das necessidades de controle da qualidade de seus laboratories. Algumas das 
exigencias estao incorporadas nas regulamentagoes federais da CLIA ‘88. 

As regulamentagoes sao reavaliadas continuamente e podem ser revisadas. Algumas alteragoes sao mais 
rigorosas que as de alguns orgaos de acreditagao designados (p. ex., CAP); outras sao menos rigorosas. Por lei, os 
orgaos designados precisam ter padroes que sejam no minimo tao rigorosos quanto os do CMS, mas que podem ser 
ainda mais exigentes. 

Uma alteragao significativa ocorria enquanto este capitulo era escrito: a exigencia de um novo piano de controle 
da qualidade pelo CMS, conhecido como IQCP (Individualized Quality Control Plan). Informagoes sobre esse piano 
estao disponiveis na pagina do CMS (www.cms.gov). Ver tambem as recomendagoes de CAP, CLSI e American 
Society for Microbiology. xn 

Inicialmente, o laboratorio deve escolher um coordenador de controle da qualidade. As responsabilidades desse 
coordenador devem estar claramente defmidas e ele deve receber autoridade apropriada, de forma que os problemas 
possam ser resolvidos eficientemente quando ocorrerem. Esse coordenador tern a responsabilidade de estabelecer os 
padroes minimos para o controle da qualidade a serem alcangados pelo laboratorio, bem como descrever as diversas 
medidas adotadas para o monitoramento e a vigilancia diarias de todas as facetas do programa. 

O coordenador deve assegurar que todas as atividades estejam claramente descritas em um manual de controle 
da qualidade. Esse manual tambem deve descrever claramente os seguintes elementos: 

• Detalhes de todas as praticas de controle da qualidade, inclusive procedimentos e agendamentos para 

monitoramento do fiincionamento dos equipamentos 

• Processo de monitoramento de todos os meios e reagentes quanto a reatividade, datas de vencimento e padroes 

de reagao dos microrganismos apropriados testados 

• Todos os resultados dos testes de proficiencia. 

Formularios apropriados devem ser adaptados para obter dados numericos em tabelas, graficos ou diagramas, de 
modo que qualquer item fora de controle possa ser detectado imediatamente. Alem disso, o coordenador precisa 
revisar todos os registros de controle e verificar todas as determinagoes que estejam fora do controle. Tambem e 
necessario documentar as agoes corretivas adotadas para todas as determinagoes que estiverem fora do controle. A 
seguir, apresentamos um resumo sucinto de varios componentes de um programa de controle da qualidade. 

Monitoramento dos equipamentos do laboratorio. Em todos os laboratories de microbiologia, e necessario 
implantar um programa de manutengao preventiva, de forma a assegurar o fiincionamento adequado de todos os 
equipamentos eletricos e mecanicos. Os equipamentos devem ser verificados a intervalos predeterminados; alguns 
componentes operacionais devem ser substituidos depois de um periodo defmido de uso, ainda que possam nao 
aparentar desgaste. A Tabela 1.25 ilustra uma lista resumida com alguns equipamentos, procedimentos de 
monitoramento que devem ser realizados, a frequencia e os limites de tolerancia. A equipe do laboratorio deve 
tomar providencias de modo a assegurar que todas as inspegoes sejam realizadas e que todos os dados sejam 
registrados precisamente nos graficos ou nos manuais de manutengao. E importante detectar imediatamente 
tendencias crescentes ou decrescentes, de forma que medidas corretivas apropriadas possam ser tomadas antes que 


ocorram erros graves. As temperaturas de incubadoras, refrigeradores, congeladores, banhos-maria e caixas de 
aquecimento devem ser aferidas e registradas diariamente com um termometro calibrado pelo Bureau of Standards 
(no Brasil, Inmetro), ou por outro que tenha sido verificado por um termometro calibrado. A concentragao de C0 2 
de todas as incubadoras com C0 2 tambem deve ser verificada diariamente. Quando alguma leitura esta fora da faixa 
estabelecida pelo controle da qualidade, a causa deve ser determinada e o defeito, corrigido imediatamente. 

Monitoramento dos meios de cultura, reagentes e suprimentos. Todos os meios e reagentes devem ser 
comparados com controles apropriados quanto a reatividade esperada. Estudos demonstraram que alguns meios 
disponiveis no mercado tern grau elevado de confiabilidade. No entanto, existem consensos que recomendam o 
controle de qualidade pelo servigo local. 23 Alguns meios com problemas ocasionais de controle da qualidade (p. ex., 
agar-chocolate, meio para cultura de C. jejuni e agar de Thayer-Martin) devem ser submetidos a testes de controle 
em cada laboratorio. Outros nao precisam ser testados quando o fabricante do meio fomece documentagao de que 
observou reatividade apropriada. 

Sugestoes de microrganismos utilizados como controle e os resultados aceitaveis dos meios de cultura mais 
comumente utilizados nos laboratories clinicos podem ser encontrados na Tabela 1.26. Os microrganismos de 
estoque do controle da qualidade podem ser mantidos no laboratorio por meio de subculturas das bacterias isoladas 
e recuperadas como parte do trabalho de rotina. Uma altemativa mais conveniente, ainda que mais dispendiosa, e 
comprar microrganismos desidratados fomecidos de colegoes de cultura, tais como American Type Culture 
Collection (ATCC, 12301 Parklawn Dr., Rockville, MD) ou outras colegoes, fomecidas comercialmente por outras 
empresas. Cada lote do meio deve ser verificado quanto a reatividade e a sustentagao apropriada do crescimento 
microbiano, seja pelo fabricante ou pelo laboratorio local. 

Tanto os tubos como as placas com meio de cultura e os reagentes devem ter rotulos que indiquem claramente 
seu conteudo e as datas de preparagao e vencimento. Quando “codificados”, devem ser referenciados de modo que 
mesmo profissionais que nao trabalham no laboratorio sejam capazes de interpretar os codigos. Regras de controle 
da qualidade claramente defmidas tambem se aplicam aos testes de sensibilidade aos antibioticos. 

Cada lote com meios em tubo ou placa tambem deve ser submetido a testes de esterilidade, principalmente os 
meios nos quais os componentes sao acrescentados depois da esterilizagao. As verificagoes de esterilidade devem 
ser realizadas visualmente e por meio de subcultura. Por exemplo, alguns meios seletivos podem suprimir 
suficientemente o crescimento visivel das bacterias; contudo, bacterias viaveis podem aparecer na subcultura. Os 
meios preparados tambem devem ser examinados quanto a existencia de outros sinais de deterioragao, inclusive 
descoloragao, turbidez, alteragoes de cor, indicios de congelamento/descongelamento e grau de hidratagao. 

A frequencia com que os testes de controle da qualidade dos meios e dos reagentes (inclusive sorologicos) sao 
realizados e defmida claramente pelos diversos orgaos de acreditagao. A Tabela 1.27 descreve algumas regras de 
controle da qualidade dos meios e reagentes. As recomendagoes quanto ao controle da qualidade nao sao estaticas. E 
importante seguir as recomendagoes vigentes, ao menos em parte, uma vez que as mudangas provavelmente podem 
resultam em menos ou mais trabalho. 


Tabela 1.25 Procedimentos de monitoramento do controle da qualidade dos equipamentos de 
microbiologia utilizados comumente. 


Equipamento 

Procedimento 

Intervalo 

Limitesdetolerancia 

Refrigeradores 

Registros de temperatura 0 

Diario ou continuo 

2a8°C 

Congeladores 

Registros de temperatura 0 

Diario ou continuo 

-8 a -20°C 




-60 a -75°C 

Incubadoras 

Registros de temperature" 

Diario ou continuo 

35,5°C±1°C 

Incubadoras (C0 2 ) 

Determinagio da concentragio de 

C0 2 

Diario 

5 a 10% 




Uso de um analisador de 




gasometria ou aparelho Fyrite' 6 



Banhos-maria 

Registros de temperatura 0 

Diario 

36 a 38°C 




55 a 57°C 

Aquecedores 

Registros de temperatura" 

Diario 

± 1°C do ajuste 

Autoclaves 

Testar com uma fita de esporos 

Ao menos 1 vez/semana 

Nenhum crescimento de esporos na 


(Bacillus stearothermophilus ) 


subcultura indica esterilidade 




doequipamento 

DeterminagaodopH 

Teste com solugoes de calibragao do 

A cada uso 

±0,1 unidadespH do padrao 


pH 


utilizado 

Jarras de anaerobiose 

Fita com indicadordeazulde 

A cada uso 

Conversao da fita de azul para 


metileno 


branco indica pressao baixa de 

0 2 

Cabine de anaerobiose com luva 

Cultura de Clostridium novyi tipo B 

Periodicamente 

Crescimento indica pressao muito 




baixa de 0 2 . E utilizada apenas 

quando e necessaria pressao de 

0 2 extremamente baixa 




A solugao deve permanecer incolor 




quando a pressao de 0 2 esta 


Solugao com indicador de azul de 

Diario ou continuo 

baixa 


metileno 



Rotor para testes sorologicos 

Contagem das revolugoes por 

Diario ou continuo 

180 rpm + IOrpm 


minuto 



Centrifugas 

Contagem das revolugoes por um 

Mensal 

Faixa de 5% do ajuste do botao 


tacometro 


indicador 

Capelas de seguranga 

Medigao da velocidade do ar c que 

Semestral ou trimestral 

50 pes de fluxo de ar por minuto + 


passa pela abertura frontal 


5 pes/minuto 


a Cada termometro de monitoramento deve estar calibrado por outro termometro-padrao. 
6 Bacharach Instrument Co., Pittsburgh, PA. 

‘Velometer Jr, Alnor Instrument Co., Chicago, IL. 


Tabela 1.26 Controle de qualidade dos meios utilizados comumente: microrganismos de controle 
sugeridos e reagoes esperadas. 9 


Meio 

Microrganismos de controle 

Reagoes esperadas 

Agar-sangue 

Streptococcus spp. do grupo A 

Crescimento adequado, |3-hem6lise 


5. pneumoniae 

Crescimento adequado, |3-hem6lise 

Agarde bile-esculina 

Especies de Enterococcus 

Crescimento adequado, cor preta 


Streptococcus spp. alfa-hemoliticos, exceto grupo D 

Nenhum crescimento; nenhuma coloragao no meio 




Agar-chocolate 

Haemophilus influenzae 

Crescimento adeguado 


Neisseria gonorrhoeae 

Crescimento adeguado 

Agar-ureia de Christensen 

Proteus mirabilis 

Completamente rosado (positivo) 


Klebsiella pneumoniae 

Parcialmente rosado (positivo parcial) 


Escherichia coii 

Amarelo (negativo) 

Agar-citrato de Simmons 

K. pneumoniae 

Crescimento ou cor azul (positiva) 


E. coli 

Nenhum crescimento, continua verde (negativa) 

Agar de cistina-tripticase (CTA) e dextrose 

N. gonorrhoeae 

Amarelo (positiva) 


Moraxella catarrhalis 

Nenhuma alteragao de cor (negativa) 

Sacarose 

E. coli 

Amarelo (positiva) 


N. gonorrhoeae 

Nenhuma alteragao de cor (negativa) 

Maltose 

Especies de Salmonella ou N. meningitidis 

Amarelo (positiva) 


N. gonorrhoeae 

Nenhuma alteragao de cor (negativa) 

Lactose 

N. lactamicus 

Amarelo (positiva) 


N. gonorrhoeae 

Nenhuma alteragao de cor (negativa) 

Lisina-descarboxilases 

K. pneumoniae 

Azulado (positiva) 


Cronobacter sakazakii 

Amarelo (negativo) 

Arginina (di-hidrolase) 

Enterobacter cloacae 

Azulado (positiva) 


Proteus mirabilis 

Amarelo (negativa) 

Ornitina 

P. mirabilis 

Azulado (positiva) 


K. pneumoniae 

Amarelo (negativa) 

Desoxirribonuclease (DNase) 

Serratia marcescens 

Zona dareamento (acrescentar HCL1N) 


E. cloacae 

Nenhuma zona de dareamento 

Agar-eosina—azul de metileno 

E. coli 

Crescimento adeguado; brilho metalico esverdeado 


K. pneumoniae 

Crescimento adeguado; colonias roxas, sem brilho 


Shigella flexneri 

Crescimento adeguado, colonias transparentes 

(lactose-negativas) 

Agar enterico Hektoen’ 

Salmonella Typhimurium 

Colonias verdes com centres negros 


S. flexneri 

Colonias verdes transparentes 


E. coli 

Crescimento ligeiramente inibido, colonias 

alaranjadas 

Indol (meio de Kovac) 

E. coli 

Vermelho (positiva) 


K. pneumoniae 

Nenhuma corvermelha (negativa) 


Agar-ferro de Kigler 

E. coli 

Indinagio acida/fundo alcalino 


S. flexneri 

Indinagio alcalina/fundo acido 


Pseudomonas aeruginosa 

Indinagio alcalina/fundo alcalino 


Salmonella Typhimurium 

Indinagio alcalina/fundo negro 

Agar-ferro e lisina 

5. Typhimurium 

Fundo e inclinagio roxos, + H 2 S 


S. flexneri 

Indinagio roxa, fundo amarelo 


P. mirabilis 

Indinagio vermelha, fundo amarelo 

AgarMacConkey 

E. coli 

Colonias rosadas (lactose-positivas) 


P. mirabilis 

Colonias incolores, sem espalhar 


Especies de Enterococcus 

Nenhum crescimento 

Malonato 

E. coli 

Nenhum crescimento 


K. pneumoniae 

Crescimento adequado, azul (positiva) 

Mobilidade (agar semissolido) 

P. mirabilis 

Meio opaco (positiva) 


K. pneumoniae 

Nenhuma borda penugenta na linha da faixa 

(negativa) 

Caldo ou agar de nitrato 

E. coli 

Vermelho ao acrescentar reagentes 


Acinetobacter Iwoffi 

Nenhum vermelho (negativa) 

Agar-sangue e alcool feniletilico 

Especies de Streptococcus 

Crescimento adequado 


E. coli 

Nenhum crescimento 

o-nitrofenol-p-D-galactopiranosi'dio (ONPG) 

Serratia marcescens 

Amarelo (positiva) 


Salmonella Typhimurium 

Incolor (negativa) 

Fenilalanina-desaminase 

P. mirabilis 

Verde (acrescentar FeCI 3 a 10%) 


E. coli 

Nenhum verde (negativa) 

Agar para Salmonella-Shigella (SS) 

5. Typhimurium 

Colonias incolores, centres negros 


E. coli 

Nenhum crescimento 

Teste de Voges-Proskauer 

K. pneumoniae 

Vermelho (acrescentar reagentes) 


E. coli 

Nenhum crescimento (negativa) 

Agar de xilose-lisina-dextrose (XLD) 

Sorotipos de Salmonella 

Colonias vermelhas (lisino-positivas) 


E. coli 

Colonias amarelas (a^uca r-positivas) 


Especies de Shigella 

Colonias transparentes (negativas) 


a De Microbiology Checklist, College of American Pathologists. Revisada em 2014. 
Tabela 1.27 Controle da qualidade de alguns meios e reagentes. 3 




Meios ou reagentes 

Frequencia 

Controles 

Corante de Gram 

Cada lote novo de corantes e no mlnimo 1 

vez/semana 

Bacterias gram-positivas e gram-negativas 

Outros corantes nao imunologicos e nao 

fluorescentes 

Cada dia de uso e cada lote, numero do lote e 

transporte novo 

Reatividadeadequada 

Corantes fluorescentes 

Cada vez que forem usados 

Reatividadeapropriada 

Catalase, coagulase, oxidase, bacitracina, 

Cada lote, numero do lote, ou transporte novo 

Controles positivos e negativos 

optoquina, 0NPG, discos X ou V ou XV, 

sistemas de identificagao 

Antissoros [Salmonella e Shigella ) 

Cada lote, numero de lote e transporte novo; 

quando for preparado ou aberto e, depois 

disso, uma vez a cada 6 meses 

Controles positivos e negativos 

Beta lactamase (exceto Cefinase’) 

Cada dia em queforusada 

Controles positivos e negativos 

Beta lactamase (Cefinase”) 

Cada lote, numero de lote ou transporte novo 

Controles positivos e negativos 

Sondas de acido nucleico 

Cada dia em que forem usadas 

Controles positivos e negativos 

Corante alcool-acido-fucsina 

Cada dia em que forem usados 

Controles positivos e negativos 

Corante de Ziehl-Neelsen 

Testes de sensibilidade aos antibioticos 

Diaria ou semanalmente, desde que sejam 

atendidos determinados criterios (ver Capltulo 

17) 

Microrganismos apropriados 


Observagao: No futuro, esta tabela sera alterada com a implementagao do IQCP, mas pode funcionar como orientagao geral 
para o controle da qualidade. 

a De Microbiology Checklist, College of American Pathologists. Revisada em 2014. 
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obrigatoria. Todos os services de saude com 10 ou mais leitos de unidade de terapia intensiva (UTI) devem notificar 
mensalmente a Anvisa a ocorrencia de infec^oes primarias de corrente sanguinea (IPCS) relacionadas ao uso de cateter 
venoso central (CVC). 

' N. T. Associates degree = graduafoes tecnologicas com dura?ao de 2 anos. 

V, N. T. Waived e Non-waived = a CL1A classifica os exames de laboratorio em alta complexidade, moderada complexidade e 
waived (baixa complexidade), oil simplificadamente, em waived e non-waived. Os waived tests sao definidos como testes de 
baixa complexidade, metodologia simples e facil execu?ao, enquanto non-waived tests sao aqueles que apresentam moderada 
ou alta complexidade e devem atender a requisites especificos e detalhados em normas que regulamentam a qualidade dos 
testes laboratoriais. (Fonte: http://www.controllab.com.br/pdf/qualifique_39.pdf.) 

VI, N. R. T. No Brasil, a Anvisa e o orgao governamental que regulamenta questoes tecnicas de laboratories clinicos (RDC n 2 
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XIV N. R. T. No Brasil, ver recomendaqioes de Anvisa, SBPC, SBAC e ONA. 



CAPfTULO L 

Introducao a Microbiologia 

Parte II | Diretrizes para coleta, transporte, processamento, analise e emissao de 
resultados das culturas obtidas de fontes especificas de especimes 


Introducao 

Infeccoes das vias respiratorias 

Infecgoes das vias respiratorias superiores 
Infecgoes das vias respiratorias inferiores 

Infeccoes do trato gastrintestinal 

Infeccoes do trato gastrintestinal inferior 
Infecgoes do trato gastrintestinal superior 

Infeccoes das vias urinarias 

Sinais e sintomas ch'nicos 
Fatores relacionados com o hospedeiro 
Coleta de amostras de urina para cultura 
Cultura dos especimes de urina 
Testes de triagem para infec^ao urinaria 

Infeccoes do trato genital 

Infecgoes sexualmente transmissi'veis 

Infeccoes genitais nao transmissi'veis por relates sexuais 

Complicates graves das infeccoes genitais 

Diagnostico das infecgoes do trato genital 

Coleta de especimes da uretra masculina 

Coleta de especimes genitais femininos 

Coleta de especimes das ulceras genitais 

Infeqoes dos ossos e das articulates 

Manifestates ch'nicas e diagnostico 

Infectes do sistema nervoso central 

Meningite 

Encefalites e abscessos cerebrais 

Diagnostico das infecgoes do sistema nervoso central 

Feridas, abscessos e celulite 

Manifestates ch'nicas 

Diagnostico das infecgoes de feridas, abscessos e celulite 



Infecgoes oculares 

Manifestagoes ch'nicas 
Diagnostico das infecgoes oculares 

Infeccoes sangumeas 

Manifestagoes ch'nicas e patogenia 
Coleta de amostras para hemocultura 
Sistemas para processamento das hemoculturas 
Estudos comparativos 
Consideragoes especiais 


Introducao 

Neste capitulo, enfatizamos os passos necessarios ao diagnostico das infecgoes. Em cada uma das segoes 
subsequentes, descrevemos os sinais e sintomas dos pacientes com infecgoes que afetam os principais sistemas do 
organismo. A Tabela 2.1 resume as informagoes necessarias aos procedimentos de coleta, transporte e 
processamento dos especimes. Salvo especificagao em contrario, este capitulo discute principalmente a fase pre- 
analitica do ciclo diagnostico. As fases subsequentes sao mencionadas apenas sucintamente, porque sao abordadas 
na maioria dos proximos capitulos. Em 2013, a American Society for Microbiology (ASM) e a Infectious Diseases 
Society of America (IDSA) publicaram diretrizes conjuntas acerca da utilizagao do laboratorio de microbiologia. 7 
Todos os estudantes de microbiologia clinica devem ter acesso imediato a essas diretrizes. 

Infecgoes das vias respiratorias 

O trato respiratorio e subdividido em vias respiratorias superiores e inferiores. As vias respiratorias superiores 
incluem o nariz, a garganta, a orofaringe e a nasofaringe. As vias respiratorias inferiores consistem em laringe, 
traqueia, bronquios, bronquiolos e vias respiratorias terminais ou alveolos pulmonares. A orelha media, que se 
comunica com a faringe posterior por meio da tuba auditiva; as glandulas salivares, que sao conectadas a cavidade 
oral por meio de ductos; e os seios paranasais, que drenam para a cavidade nasal por meio de ostios, tambem sao 
considerados nesta segao. 

Infecgoes das vias respiratorias superiores 

Microbiota autoctone. O diagnostico das infecgoes das vias respiratorias superiores e complicado, porque 
microrganismos potencialmente patogenicos tambem podem ser encontrados comumente nos individuos sadios 
como parte de sua microbiota normal. Mesmo Streptococcus pyogenes pode ser isolado (geralmente em quantidades 
pequenas) da garganta de individuos assintomaticos e isso explica por que nao se recomenda realizar cultura ou 
outros exames como “teste de cura” depois de uma faringite estreptococica. Alguns microrganismos, inclusive 
Neisseria gonorrhoeae, nunca fazem parte da microbiota normal. 


Tabela 2.1 Diagnostico das infecgoes bacterianas que acometem diversas areas do corpo. 


Local da infecgao 

Sinais e sintomas iniciais 

Especimes para cultura 

Bacterias potencialmente 

associadas as infecgoes 

Trato respiratorio 

Vias respiratorias superiores - seios 

Aguda: 

Streptococcus pneumoniae 


paranasais: 

Swab nasofaringeo 

Estreptococos beta-hemoliticos do 


Cefaleia e eritema na regiao malar 

Lavados dos seios paranasais 

grupoA 


Rinite 

Cronica: 

Staphylococcus aureus 


Radiografia: opacificagao dos seios 

Lavados dos seios paranasais 

Haemophilus influenzae 


paranasais, niveis hidroaereos, 

Especime de biopsia cirurgica 

Klebsiella spp. e outras enterobacterias 




Orelha media 


Trato gastrintestinal 


ou espessamento das mucosas 

Vias respiratorias superiores - Swab da faringe posterior 

orofaringeefaringe: . , , , . 

Swab das tonsilas (abscesso) 

Eritema e edema das mucosas . . 

Swab nasofaringeo 

Exsudagao nas tonsilas 

Formagao de pseudomembranas 

Edema da uvula 

Cobertura acinzentada da 
li'nguaflingua de morango" 

Hipertrofia dos linfonodos cervicais 

Vias respiratorias inferiores - Escarro (positividade baixa) 

bronquios e pulmoes: 

Sangue 

Tosse: escarro sanguinolento ou . . . 

Secregoes obtidas a broncoscopia 

profuso 

Aspiradotranstragueal 

Dor toracica 

Aspirado ou biopsia do pulmao 

Dispneia 

Condensagaopulmonar: 

Estertores e roncos 
Redugao do murmurio vesicular 
Diminuigao da percussao 
Infiltrados nas radiografias 
Lesoes cavitarias 
Empiema 


Secregao serosa ou purulenta 
Dor intensa na orelha e na mandi'bula 
Cefaleia pulsatil 

Eritema e abaulamento da membrana 
timpanica 


Superior - estomago e duodeno: 

Gastrite e doem;a ulcerosa peptica 
Inferior - intestinos delgado e grosso: 
Diarreia 


Aguda: 

Nao e realizada cultura 
Swab nasofaringeo 
Aspirado da membrana timpanica 
Cronica: 

Secregao do meato externo 

Biopsia gastrica ou duodenal 

Amostra de fezes 
Swab ou muco retal 


Bacteroides spp. e outros anaerobios 
(seios paranasais) 

Estreptococos beta-hemoliticos do 
grupoA 

Corynebacterium diphtheriae 
Neisseria gonorrhoeae 
Bordetella pertussis 


Streptococcus pneumoniae 

Haemophilus influenzae 

Staphylococcus aureus 

Klebsiella pneumoniae e outras 
enterobacterias 

Moraxella catarrhalis 

Legionella spp. 

Mycobacterium spp. 

Fusobacterium nucleatum, Prevotella 
melaninogenicus e outros 
anaerobios 

Bordetella spp. 

Aguda: 

Streptococcus pneumoniae e outros 
estreptococos 

Haemophilus influenzae 

Cronica: 

Pseudomonas aeruginosa 
Proteus spp. 

Bacterias anaerobias 
Helicobacter pylori 

Campylobacter jejuni e outras especies 
de Campylobacter 


Trato urinario 


Trato genital 


Sistema nervoso central 


Disenteria 
Purulenta 
Mucosa 
Sanguinolenta 
Dor abdominal em colicas 


Infecgao da bexiga: 

Piuria 

Disuria 

Hematuria 

Dorehipersensibilidade: 
suprapubica ou noabdome 
inferior 

Infecgao renal: 

Dorlombar 

Hipersensibilidade: angulo 
costovertebral (ACV) 

Homens: 

Secregao uretral: serosa ou 
purulenta 

Ardencia ao urinar 

Hematuria no final do jato 

Mulheres: 

Secregao vaginal purulenta 

Ardencia ao urinar 

Dor, espasmo e hipersensibilidade 
noabdome inferior 

Cancro ou cancroide da mucosa 

Cefaleia 

Dor na nuca e no dorso 
Rigidezdenuca 


Hemocultura (febre tifoide) 


Urina obtida do jato medio obtida por 
tecnica limpa 

Urina obtida por cateteriza^ao 
Urina obtida por aspiragao suprapubica 


Secregao uretral 
Secretes prostaticas 

Cervice uterina 

Swab retal (e do esflncter anal) 
Swab uretral 

Microscopia em campo escuro 


Li'guido cefalorraguidiano 
Aspirado subdural 
Hemocultura 


Salmonella spp. 

Shigella spp. 

Escherichia coli (cepas toxigenicas) 

Vibrio cholerae e outras especies de 
Vibrio 

Yersinia spp. 

Clostridium difficile (demonstragao da 
toxina) 

Enterobacterias 

Escherichia coli 

Klebsiella spp. 

Proteus spp. 

Enterococcus spp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Staphylococcus aureus, S. epidermidis e 
S. saprophyticus 

Neisseria gonorrhoeae 
Haemophilus ducreyi 
Treponema pallidum (si'filis) 
Mobiluncus spp. e outros anaerobios 
Gardnerella vaginalis 
Patogenos nao bacterianos: 
Trichomonas vaginalis 
Candida albicans 
Mycoplasma spp. 

Chlamydia trachomatis 
Herpes-virus simples 
Neisseria meningitidis 
Haemophilus influenzae 
Streptococcus pneumoniae 


Olho 


Sangue 


Teste positivo do sinal de elevaqio da 
perna esticada 

Sinai de Kernig 

Nauseas evomitos 

Estupor ou coma 

Erup^ao peteguial 

Secreqio conjuntival: serosa ou 
purulenta 

Eritema (hiperemia) da conjuntiva: 
olho vermelho 

Dor e hipersensibilidade ocular 


Picos febris intermitentes 
Calafrios 

Sopro cardfaco (endocardite) 
Petequias: pele e mucosas 
"Hemorragias lineares" subungueais 
Mal-estar 


Cultura de secreqio orofarfngea ou 
escarro 


Secreqio purulenta 
Especimedofundodesaco 
Especime do angulo interno do olho 


Sangue: duas a tres culturas; repetir, 
quando necessario 

Qualguerfoco infeccioso primario 
suspeito: 

Li'quido cefalorraquidiano 
Trato respiratorio 
Pele — umbigo 
Pele-ore I ha 
Feridas 
Trato urinario 


Estreptococos beta-hemoh'ticos dos 
grupos A e B (grupo B nos 
lactentes) 

Enterobacterias: pacientes debilitados, 
lactentes e depois de craniotomia 

Listeria monocytogenes 

Haemophilus spp. 

Moraxella spp. 

Neisseria gonorrhoeae 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pyogenes 

Pseudomonas aeruginosa (relatar 
imediatamente) 

Streptococcus spp. 

Grupo A-todasasidades 

Estreptococos do grupo viridans 
(endocardite) 

Grupos A, B e D - recem-nascidos 

S. pneumoniae 

Staphylococcus aureus 

Listeria monocytogenes 

Corynebacterium jeikeium 

Haemophilus influenzae 

Grupo "HACEK" ( Haemophilus spp., 
Aggregatibacter aphrophilus, 
Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, 
Cardiobacterium hominis, Eikenella 
corrodens e Kingella spp.) 

Escherichia coli e outros "coliformes" 

Salmonella enterica, sorogrupo Typhi 

Pseudomonas aeruginosa 

Bacteroides fragitis e outras bacterias 


anaerobias 


Feridas 

Secregao: serosa ou purulenta 

Aspirado da secre^ao 

Staphylococcus aureus 


Abscesso: subcutaneo ou submucoso 

Swab profundo da secreqio purulenta 

Streptococcus pyogenes 


Eritema e edema 

Crepitagao (formaqio de gas) 

Dor 

Ulceragao ou formaqio de fistula 

Biopsia dotecido 

Clostridium spp., Bacteroides spp. e 

outras bacterias anaerobias 

Enterobacterias 

Pseudomonas aeruginosa 

Enterococcus spp. 

Ossose articulates 

Edema daarticulagao 

Aspirado daarticulagao 

Staphylococcus aureus 


Eritema ecalor local 

Biopsia sinovial 

Haemophilus influenzae 


Doraorealizarmovimentos 

Espiculas osseas ou aspirado da 

Streptococcus pyogenes 


Hipersensibilidade a palpagao 

Radiografias: sinovite ou osteomielite 

medula ossea 

Neisseria gonorrhoeae 

Streptococcus pneumoniae 

Enterobacterias 

Mycobacterium spp. 


A microbiota orofaringea dos individuos higidos e composta basicamente de estreptococos do grupo viridans, 
estreptococos beta-hemoliticos, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae. Streptococcus pneumoniae, 
Moraxella catarrhalis, algumas bacterias anaerobias (inclusive Fusobacterium spp. e Actinomyces israelii) e fungos 
(p. ex., Candida albicans ). Esses microrganismos vivem nas vias respiratorias superiores sem causar doenga. Nos 
individuos que adoecem e sao hospitalizados, a microbiota autoctone deixa de ser predominantemente gram-positiva 
(especialmente estreptococos) e passa a ter predominio de bacterias gram-negativas (enterobacterias e Pseudomonas 
spp .). 134 A razao dessa alteragao pode estar relacionada com a perda de fibronectina, que facilita a ligagao das 
bacterias gram-positivas, presente normalmente nas superficies das celulas do epitelio orofaringeo . 286,338 Esse 
aumento da populagao de bacterias gram-negativas na nasofaringe dos pacientes hospitalizados e problematico 
porque, se houver um episodio de aspiragao, estas bacterias sao desprendidas da superficie mucosa e sao levadas aos 
pulmoes, onde frequentemente causam pneumonia e/ou abscesso pulmonar. 

Faringite. Faringite aguda e a infecgao mais comum das vias respiratorias superiores. O patogeno mais importante 
certamente e S. pyogenes (estreptococo beta-hemolitico do grupo A). Outras causas comuns de faringite aguda sao 
infecgoes virais . 25 

Faringite estreptococica. A faringite causada por S. pyogenes pode ser sugerida clinicamente quando se 
observam inflamagao e edema da mucosa faringea de um paciente com queixas de dor de garganta, dificuldade de 
engolir e sinais e sintomas secundarios (p. ex., febre, cefaleia e hipersensibilidade dos linfonodos cervicais 
anteriores). Em alguns casos, esses pacientes podem apresentar uma erupgao escarlatiniforme. Exsudatos purulentos 
sobre a faringe posterior e a regiao tonsilar sao encontrados comumente. As manifestagoes clinicas das faringites 
estreptococica e nao estreptococica sao praticamente as mesmas . 26 Embora alguns autores tenham recomendado o 
diagnostico unicamente por criterios clinicos, a opiniao prevalente e que nao e possivel determinar a causa com base 
nas observagoes clinicas e que e necessario obter confirmagao laboratorial do diagnostico . 2 

A existencia de uma membrana fibrinosa acinzentada e resistente (“pseudomembrana”), pus drenando de 
abscessos ou dos ostios dos seios paranasais e ulceras da mucosa sugerem outras doengas infecciosas diferentes da 
faringite estreptococica aguda, ou doenga invasiva avangada. Nesses casos, o medico deve adotar uma abordagem 
diagnostica que leve em consideragao outros patogenos, alem dos estreptococos do grupo A. 

Estreptococos beta-hemoliticos de outros grupos alem do A (grupos C e G) causam sinais e sintomas 
semelhantes aos das cepas desse grupo, ainda que mais brand os . 2 ' 1 Esses estreptococos de outros grupos nao estao 
associados a febre reumatica como sequela nao infecciosa. Embora as cepas do grupo A possam ser encontradas 



ocasionalmente na orofaringe em quantidades pequenas, as cepas dos grupos C e G sao colonizadores habituais. Por 
isso, e mais diflcil interpretar o isolamento desses microrganismos em contagens baixas. Quando os estreptococos 
dos grupos C e G sao isolados em cultura pura ou como microrganismos predominantes, e razoavel relatar sua 
presenga com um adendo explicando seu significado clinico e sua interpretagao. 

O padrao tradicional para diagnosticar faringite estreptococica tern sido a cultura bacteriana em agar-sangue de 
cameiro e essa tecnica ainda e aceitavel como metodo diagnostico. Os metodos rapidos para detectar antigeno 
estreptococico do grupo A sao amplamente utilizados nos laboratories e no pronto-atendimento em consultorios e 
clinicas. A maioria desses ensaios tern especificidade alta, mas a sensibilidade nao e suficientemente fidedigna para 
que se possa confiar em um resultado negativo. 25 As tecnicas mais modemas, que utilizam leitores automatizados (e 
imunofluorescencia, em alguns casos), ampliaram a sensibilidade desses ensaios. Considerando a sensibilidade 
baixa desses ensaios, uma pratica corrente e solicitar cultura bacteriana depois de um teste rapido negativo. 
Contudo, as diretrizes praticas publicadas pela IDSA nao recomendam mais a realizagao rotineira de culturas de 
orofaringe como teste confirmatorio para adultos com faringite comum e resultados negativos nos testes de detecgao 
rapida. 26 No entanto, nao houve alteragoes no que se refere as culturas confirmatorias de orofaringe para criangas 
com faringite. Alem disso, e importante rever o folheto de instrugoes dos exames de detecgao rapida de antigenos, 
porque podem ser necessarios testes confirmatorios com a fmalidade de conseguir acreditagao. 

Uma das vantagens principais dos testes de detecgao rapida e que eles permitem o tratamento mais rapido dos 
pacientes com resultados positivos, deste modo reduzindo o periodo de desconforto e possibilitando que eles voltem 
em menos tempo ao trabalho ou a escola. A frequencia das sequelas nao infecciosas (febre reumatica e 
glomerulonefrite) nao aumenta quando se utilizam culturas convencionais para estabelecer o diagnostico. Os testes 
antigenicos rapidos aumentam os custos e, embora muitos sejam de baixa complexidade, alguns sao classificados 
como moderadamente complexos (ver Capitulo 1) - com investimentos adicionais de tempo e dedicagao por parte 
da equipe medica. Ha pouca razao para a realizagao dos testes “rapidos” em um laboratorio central, porque os 
pacientes ja terao voltado para casa quando os resultados estiverem disponiveis. Os medicos devem avaliar 
individualmente a utilidade da realizagao dos testes antigenicos rapidos. 

Existem altemativas moleculares a cultura como tecnica para diagnosticar infecgao por estreptococos do grupo 
A. Ha uma sonda genetica para estreptococos desse grupo (GASDirect®, Hologic, San Diego, CA) como alternativa 
aceitavel a cultura, embora alguns autores tenham demonstrado que ela e ligeiramente menos sensivel que a tecnica 
aprimorada de cultura. 50 Por outro lado, muitos estudos demonstraram aumento da sensibilidade (em comparagao 
com as culturas) com a reagao da cadeia de polimerase (PCR; do ingles, polymerase chain reaction) para 
estreptococos do grupo A. Embora os indices de detecgao sejam maiores com essa tecnica, sempre e necessario 
considerar a possibilidade de detectar S. pyogenes, que faz parte da microbiota normal de alguns individuos. Um 
ensaio altamente positivo, como e o caso de um teste de PCR, poderia fomecer resultado positivo para estreptococo 
do grupo A, quando esse microrganismo faz parte da microbiota normal do paciente, mas a faringite e causada por 
um agente patogenico viral. Hoje em dia, nao ha como determinar se o resultado positivo para estreptococos do 
grupo A e causado por um agente etiopatogenico ou por um representante da microbiota coexistente; nesse caso, as 
informagoes quantitativas fomecidas pelos ensaios de PCR em tempo real poderiam ser uteis. Na epoca em que este 
capitulo estava sendo escrito, havia ao menos dois ensaios diagnosticos moleculares rapidos, que pretendiam 
alcangar ou alcangaram a condigao de “baixa complexidade” para uso em contextos de pronto-atendimento. 
Futuramente, os estreptococos do grupo A poderao ser detectados por esses metodos, sem necessidade de realizar 
testes confirmatorios. 

Difteria. Hoje em dia, a difteria e extremamente rara nos EUA. 25 A difteria e basicamente uma infecgao de 
criangas, nas quais ocorre em surtos esporadicos, embora adultos possam ser infectados, principalmente quando 
fazem parte de grupos socioeconomicos menos favorecidos. 1 A membrana espessa acinzentada ou azulada, que 
recobre a faringe posterior com edema acentuado dos tecidos subjacentes e circundantes, geralmente pode ser 
diferenciada da mucosa vermelho-brilhante associada a faringite estreptococica aguda. 

O diagnostico e estabelecido por cultura da membrana em meio de Loeffler ou meio seletivo com telurito. O 
agente etiologico da difteria pode ser diferenciado das outras especies de Corynebacterium com base na 
espectrometria de massa por time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz (MALDI-TOF; do ingles, 
matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)} Quando o sistema detecta a presenga de 
Corynebacterium diphtheriae, ainda e preciso determinar se o microrganismo produz toxina. Os especimes enviados 


para cultura de C. diphtheriae devem ser preferencialmente encaminhados a um laboratorio de saude publica ou a 
um laboratorio de referenda (ver Capitulo 14). Esses laboratories tambem podem realizar ensaios baseados em PCR 
para esse microrganismo e/ou para o bacteriofago lisogenico que codifica a toxina. 

Faringite causada por Arcanobacterium haemolyticum. Essa bacteria causa faringite aguda muito semelhante 
a faringite estreptococica, inclusive com erupgao escarlatiniforme em alguns casos. Na verdade, esse microrganismo 
tern mais tendencia a provocar uma erupgao escarlatiniforme que os estreptococos do grupo A. Em geral, a infeegao 
acomete adolescentes e adultosjovens, em contraste com os estreptococos beta-hemoliticos, que geralmente causam 
doenga nas criangas pequenas. 2 A. haemolyticum e isolado mais facilmente em agar-sangue humano que em agar- 
sangue de carneiro, mas pode ser recuperado em laboratorio clinico. Esse microrganismo pode ser descartado 
inadvertidamente como um estreptococo dos gmpos nao A, quando a coloragao por Gram e/ou o teste de catalase 
nao e realizado (ver Capitulo 14). 

Faringite gonococica. A infeegao orofaringea por N. gonorrhoeae pode ser assintomatica, causar faringite 
indistinguivel da que e produzida pelos estreptococos do grupo A, ou estar associada a doenga disseminada. 2 Essa 
infeegao deve ser considerada nas mulheres e nos homens homossexuais que praticam felagao. Os medicos devem 
assinalar essa possibilidade ao laboratorio, de forma que o material possa ser inoculado em meios proprios para 
isolamento do gonococo. A cultura em meios que promovem o crescimento de N. gonorrhoeae e recomendavel, mas 
alguns autores validaram swabs orofaringeos para realizar testes de amplificagao do acido nucleico. 

Faringite viral. Diversos virus podem causar faringite, inclusive adenovirus, rinovirus, coronavirus, virus 
parainfluenza, virus influenza e virus Epstein-Barr (VEB). A infeegao por VEB merece consideragoes especiais. 
Depois de uma fase prodromica febril inespecifica da infeegao causada por esse virus, tern inicio uma faringite 
aguda com hipertrofia das tonsilas, exsudatos esbranquigados e linfadenopatia cervical. Tambem podem ser 
formadas petequias palatinas. 2 ' Em seguida, os sinais e sintomas sistemicos da mononucleose infecciosa - inclusive 
anormalidades hematologicas, hepatosplenomegalia e linfadenopatia generalizada - tomam esse diagnostico mais 
evidente. Nos estagios iniciais, a faringite pode sugerir doenga estreptococica, mas os adolescentes e os adultos 
jovens desenvolvem infeegoes sintomaticas mais comumente. O diagnostico e firmado por sorologia. Um quadro 
semelhante pode ocorrer como parte da sindrome retroviral aguda causada pelo virus da imunodeficiencia humana, 
mas o inicio e mais agudo e nao se formam exsudatos. Uma erupgao maculopapulosa generalizada e comum na 
sindrome retroviral aguda, mas raramente ocorre com a mononucleose infecciosa, a menos que o paciente tenha 
usado ampicilina. 

Os adenovirus causam faringite aguda muito semelhante a faringite estreptococica. Em geral, os pacientes 
tambem tem conjuntivite, que serve como indicio a esse diagnostico (febre faringoconjuntival). Alguns enterovirus 
(p. ex., sorotipos do virus Coxsackie A) causam faringite aguda com vesiculas na faringe posterior como uma das 
manifestagoes da doenga mao-pe-boca. Nos casos tipicos, essa infeegao acomete criangas e pode ser diagnosticada 
clinicamente sem dificuldades, em razao da formagao de vesiculas na pele e nas mucosas. A faringite causada pelo 
herpes-virus simples tambem foi descrita nos adultos jovens, mas esse virus (assim como os adenovirus) e 
encontrado nos individuos assintomaticos. Ver mais detalhes sobre infeegoes virais no Capitulo 23. 

Outras causas infecciosas de faringite. Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae foram descritos 
como agentes etiologicos de faringite, mas comumente causam doenga das vias respiratorias inferiores. As especies 
de Candida, especialmente C. albicans, formam exsudato cremoso e muito aderente quando infectam a orofaringe 
(/. e., moniliase), mas nao causam faringite exuberante. O citomegalovirus pode causar uma sindrome semelhante a 
mononucleose infecciosa como parte da infeegao primaria por esse virus. Como foi mencionado antes, alguns virus 
respiratorios podem causar desconforto faringeo como parte de uma doenga respiratoria aguda. 

As diretrizes conjuntas da IDSA e da ASM afirmam que H. influenzae, S. aureus, Neisseria meningitidis e S. 
pneumoniae nao sao agentes etiologicos de faringite e nao devem ser procurados em culturas da orofaringe. 7 Por 
isso, o pedido de “Cultura Completa de Orofaringe” (na qual qualquer bacteria que cresga deve ser identificada) nao 
deve ser recomendado. Em vez disso, o pedido deve conter as expressoes “Cultura para Estreptococos” ou “Triagem 
para Estreptococos”. 

Coleta de amostras para culturas de orofaringe. A Figura 2.1 ilustra o metodo apropriado para obter um swab 
com especime para cultura de faringe. Um foco de luz forte posicionado acima do ombro do examinador e 
direcionado para o coletor de especimes deve ser focado dentro da cavidade oral, de forma que o swab possa ser 
direcionado para a faringe posterior. O paciente deve ser instruido a inclinar a cabega para tras e respirar 


profundamente. A lingua e ligeiramente deprimida por um abaixador, de forma a demonstrar as fossas tonsilares e a 
faringe posterior. O swab deve ser introduzido entre os pilares tonsilares e por tras da uvula. E importante ter o 
cuidado de nao tocar nas paredes laterais da cavidade bucal ou na lingua, de forma a reduzir a contain inapao por 
bacterias comensais. Pedir ao paciente para emitir um longo “ah” ajuda a levantar a uvula e evitar engasgo. As areas 
tonsilares e a faringe posterior devem ser esfregadas firmemente com o swab. Tambem e importante coletar 
amostras de qualquer exsudato purulento presente. 
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■ FIGURA 2.1 Tecnica de coleta de material de orofaringe para cultura. Pega ao paciente para abrir bem a boca e emitir um 
longo “ah”. A lingua deve ser deprimida suavemente com um abaixador e o swab e direcionado sobre a lingua ate a faringe 
posterior. A mucosa localizada atras da uvula e entre os pilares tonsilares deve ser raspada com um movimento suave de 
varredura. 

Depois da coleta, o swab deve ser colocado imediatamente dentro de um tubo esteril ou outro recipiente 
apropriado para o transporte ao laboratorio. Se o isolamento for apenas de estreptococos beta-hemoliticos do grupo 
A (/'. e., uma “triagem para estreptococos”), os swabs podem ser deixados a secar durante o transporte, sem 
comprometer a recuperapao dos microrganismos viaveis. Alguns laboratories de referencia recomendam que as 
pontas dos swabs sejam colocadas em um agente dessecante (p. ex., gel de silica) para impedir a sobrevivencia dos 
microrganismos comensais e facilitar o isolamento de S. pyogenes. Os swabs para recuperapao de virus devem ser 
colocados em um meio de transporte especial (ver Capitulo 23), embora alguns microbiologistas tenham observado 
que os swabs em meios de transporte recomendados para bacterias tambem sao aceitaveis para culturas virais. 274 







Outras infecgoes da cavidade oral (exceto faringite). Gengivite e caries dentarias sao causadas por 
bacterias, mas interessam principalmente aos dentistas, nao aos medicos. Na verdade, alem da faringite, as bacterias 
causam pouquissimas infecgoes das cavidades nasais e orais. Em vista da impossibilidade de coletar material 
superficial para cultura desses espagos sem incluir a microbiota autoctone abundante, as culturas de bacterias a 
partir das lesoes nao fornecem resultados interpretaveis. 

A gengivoestomatite ulcerativa necrosante (angina de Vincent, estomatite de Vincent ou “boca de trincheira”) e 
uma infecgao causada pelo sinergismo de varias bacterias anaerobias da cavidade oral. Hoje em dia, essa infecgao e 
rara. Entretanto, a estomatite de Vincent pode ser acompanhada de sepse e infecgao disseminada, pelo que 
hemoculturas devem ser realizadas nos pacientes com a doenga. A demonstragao de bacilos fiisiformes e 
espiroquetas gram-negativos na preparagao corada por Gram e obtida de uma ulcera oral ou gengival ajuda a firmar 
o diagnostico presuntivo de angina de Vincent. As culturas dos materiais obtidos da boca e da cavidade oral 
raramente sao uteis, em razao da presenga de algumas especies de anaerobios comensais. 

As especies de Capnocytophaga - bacterias fusiformes encontradas normalmente na orofaringe - tambem foram 
associadas a formagao de ulceras na mucosa oral e as hemoculturas positivas, principalmente nos pacientes com 
neutropenia grave. 3 Is Essas bacterias podem ser isoladas em meios seletivos para Neisseria patogenica, em razao de 
sua resistencia a vancomicina, colistina e trimetoprima. Com a utilizagao de um meio seletivo com composigao 
semelhante a de um meio seletivo para Neisseria, Rummens et al . 244 isolaram especies de Capnocytophaga em 96% 
das culturas de orofaringe, em comparagao com apenas 6% das placas de agar-chocolate inoculadas 
simultaneamente. 

Fungos tambem podem causar infecgoes da cavidade oral. A infecgao fungica mais comum nessa area e 
moniliase. As especies de Candida, especialmente C. albicans, formam placas brancas na mucosa oral, ou causam 
acometimento mais difuso da cavidade oral com formagao de um exsudato espesso semelhante ao requeijao 
cremoso. Esse diagnostico pode ser confirmado pela demonstragao de pseudo-hifas e blastoconidios em processo de 
germinagao em um esfregago do exsudato corado por Gram. Quando a historia clinica consiste em uma ulcera 
mucosa de longa duragao e dificil de cicatrizar na cavidade oral, deve-se considerar a possibilidade de disseminagao 
cutanea de uma doenga micotica sistemica. Nesses casos, deve-se realizar uma biopsia de tecidos para exame 
histologico, alem de exame direto e cultura do exsudato. Uma escara negra no palato duro de um paciente com 
neutropenia sugere a possibilidade de zigomicose invasiva, que e uma emergencia medica. Nesse cenario, deve-se 
obter um corte congelado em carater de emergencia, assim como um exame direto e cultura. A diferenciagao entre 
as hifas mucoraceas de um zigomiceto e as hifas septadas hialinas de Aspergillus, ou de um fungo com aspecto 
semelhante, tern importancia fundamental porque voriconazol (um antifungico utilizado comumente) e inutil ao 
tratamento da zigomicose. 

O herpes-virus simples - especialmente do sorotipo 1 - pode causar gengivoestomatite aguda durante a infecgao 
primaria. A maioria dos individuos e exposta na infancia ou nos primeiros anos da vida adulta. As lesoes vesiculares 
formam-se na pele da face e na mucosa labial, mas podem estender-se para as areas anteriores da boca. No passado, 
o diagnostico podia ser confirmado pela demonstragao de celulas infectadas em um esfregago corado (preparagao de 
Tzanck), mas hoje esse nao e mais o metodo de preferencia. Na maioria dos casos, a detecgao desse virus e realizada 
por um teste com anticorpo fluorescente direto (AFD) ou cultura. Os ensaios de amplificagao do acido nucleico viral 
tambem poderiam ser utilizados nesse contexto, depois de sua validagao apropriada. 

Infecgoes e culturas da nasofaringe. O “resfriado comum” e a infecgao mais comum da nasofaringe e, em 
geral, e causado por um dos mais de 100 sorotipos de rinovirus. Essa infecgao raramente acarreta risco de morte, 
embora hoje saibamos que as vias respiratorias inferiores e ate outros orgaos tambem possam ser afetados. 79 
Entretanto, o resfriado comum e uma causa importante de morbidade e resulta na perda de varios dias de trabalho, 
tornando-o um fator economico significative. A ubiquidade dessa infecgao e ilustrada pelo fato de que, embora 
pouquissimos de nos tenhamos contraido tuberculose ou febre hemorragica, todos experimentamos o desconforto de 
um resfriado comum. Coriza (/. e., corrimento nasal) e o sintoma predominante, mas febre nao faz parte da infecgao. 
Exames laboratoriais sao desnecessarios, porque a doenga e autolimitada e ainda nao existe tratamento especifico. 
Contudo, hoje em dia e possivel detectar os rinovirus e/ou coronavirus utilizando alguns dos diversos paineis a 
venda no mercado para multiplos virus respiratorios. A detecgao de um desses virus como agente etiologico pode 
ser util, principalmente quando e combinada com a exclusao de outros virus respiratorios patogenicos, inclusive 
influenza e virus sincicial respiratorio (VSR). 


A coleta de especimes da nasofaringe tem pouca utilidade pratica, exceto em algumas s ituagoes bem-defmidas. 
Os swabs de nasofaringe tem valor limitado na confirmagao do diagnostico de otite media aguda 28 ' 1 ou sinusite 
bacteriana aguda, 85 mas sao os especimes preferidos para isolar Bordetella pertussis (agente etiologico da 
coqueluche ou “tosse comprida”). 124 Esses especimes tambem sao uteis para realizar testes moleculares para M. 
pneumoniae e C. pneumoniae. Os swabs e aspirados nasofaringeos sao igualmente eficazes no diagnostico das 
infecgoes respiratorias virais, 95 ainda que alguns virologistas prefiram os aspirados para recuperar o VSR. 

Os especimes nasofaringeos sao obtidos por vista direta utilizando iluminagao sobre os ombros. Com o dedo 
polegar de uma das maos, levante suavemente a ponta do nariz. Umedega a ponta de urn pequeno swab nasofaringeo 
de haste flexivel em agua esteril ou soro fisiologico e introduza suavemente dentro de uma das narinas. Direcione o 
swab para tras e para cima ao longo do septo nasal, ate uma resistencia bem perceptivel indique que a ponta 
encostou na faringe posterior. Remova suavemente o swab. Durante a introdugao dirigida do swab, se voce 
encontrar resistencia incomum, tente realizar o mesmo procedimento na outra narina. Se o paciente conseguir tolerar 
o desconforto, deixe o swab em contato com a nasofaringe posterior por 15 a 30 segundos. Os swabs floculares mais 
modemos, que contem superficie mais ampla, tem sido preferidos para a obtengao de especimes de melhor 
qualidade. 

Otite media e sinusite. A orelha media e os seios paranasais estao interligados as vias respiratorias superiores 
por meio de ductos. As infecgoes sao causadas principalmente por virus e bacterias e ocorrem quando patogenos 
que vivem no nariz e na garganta conseguem ter acesso a orelha media e aos seios paranasais normalmente 
estereis. 89,109,314 As infecgoes agudas sao causadas por virus respiratorios e algumas bacterias - S. pneumoniae, M. 
catarrhalis e H. influenzae. 118 Quando a infecgao toma-se cronica, os bacilos gram-negativos aerobios facultativos, 
as bacterias anaerobias e os fungos assumem um papel proeminente nas infecgoes polimicrobianas. 70,89 E 
praticamente impossivel obter um especime confiavel coletando amostras das vias respiratorias. 

Tambem e dificil obter amostras para culturas dessas estruturas. Felizmente, os patogenos causadores de doenga 
aguda sao previsiveis, de modo que o tratamento antimicrobiano pode ser iniciado sem a necessidade de realizar 
procedimentos invasivos. Nos casos de doenga cronica, podem ser necessarios procedimentos invasivos e 
intervengoes cirurgicas. 

Epiglotite. A epiglotite bacteriana aguda, que antes era causada mais comumente por H. influenzae tipo B, l8h e 
uma infecgao potencialmente fatal, mas felizmente a incidencia dessa doenga tem diminuido substancialmente com 
a imunizagao. A epiglotite aguda e uma emergencia medica. O edema da epiglote pode bloquear as vias 
respiratorias, a menos que seja aliviado por traqueostomia ou intubagao por visao direta de um especialista. A 
maioria dos historiadores acredita que George Washington morreu de epiglotite aguda, que foi tratada por sangrias 
repetidas. 198 O mais jovem dos seus tres medicos assistentes queria tentar a tecnica recem-desenvolvida de 
traqueostomia no primeiro presidente dos EUA, mas foi impedido por seus superiores “mais sabios”. O diagnostico 
da epiglotite deve ser estabelecido clinicamente, porque a obstrugao pode ser agravada quando se toca na epiglote 
para coletar uma amostra. Nos casos de epiglotite causada por Haemophilus, as hemoculturas frequentemente eram 
positivas. 

Laringite. Na maioria dos casos, a laringite e (mais comumente) as laringotraqueobronquites agudas (ou crape) sao 
causadas por virus respiratorios. Os virus parainfluenza provavelmente sao os agentes etiologicos mais comuns da 
laringotraqueobronquite, mas esse quadro pode ser um componente da doenga causada por varios virus 
respiratorios. Outro agente patogenico e M. pneumoniae , 69 Em casos raros, o herpes-virus simples pode causar 
traqueite. 

Outras infecgoes das vias respiratorias superiores. As infecgoes dos tecidos moles da cabega e do pescogo 
geralmente se originam da cavidade oral e sao causadas por microrganismos, que la residem normalmente. Os 
abscessos retrofaringeos e a infecgao do espago retrofaringeo (abscesso peritonsilar) sao complicagoes infecciosas 
de tonsilite e faringite estreptococicas. Essas infecgoes podem comprimir as vias respiratorias e tambem constituem 
emergencias medicas. 106 A coleta de amostras dos abscessos peritonsilares deve ser realizada por aspiragao 
percutanea para evitar contaminagao pela microbiota orofaringea. 

Do mesmo modo, as infecgoes dentarias podem estender-se para os tecidos moles adjacentes e levar a formagao 
de abscessos, ou aos ossos e causar osteomielite. As infecgoes cervicais com drenagem cronica podem ser causadas 


por A. israelii (actinomicose), 35121 que e um dos componentes da microbiota orofaringea de alguns individuos. O 
material retirado do trajeto fistular deve ser obtido por aspiragao ou curetagem; um swab nao e apropriado para 
recuperar as concregoes (granulos de enxofre), nas quais se concentram bacterias. Como altemativa, pode ser 
aplicada gaze sobre o trajeto fistular para recolber os granulos, que ficam emaranhados nos intersticios do tecido. O 
material de drenagem pode ser colocado em uma placa de Petri, diluido com agua esteril e examinado para a 
presenga de concregoes. Quando os granulos sao esmagados, a demonstragao de bacilos gram-positivos ramificados 
confirma o diagnostico. Em seguida, o granulo esmagado pode ser semeado em cultura anaerobia para determinar a 
causa especifica. 

No passado, as infecgoes micobacterianas tambem causavam linfadenopatia cervical e os linfonodos comumente 
drenavam para a superficie da pele (escrofula). Na maioria dos casos, essas infecgoes eram causadas por 
Mycobacterium bovis, que entrava no corpo pela orofaringe depois de ser ingerido com leite contaminado. A 
pasteurizagao erradicou esse tipo de infecgao. Em geral, a linfadenopatia associada a tuberculose ocorre depois da 
doenga pulmonar primaria. Hoje em dia, nos paises economicamente ricos com incidencia baixa de tuberculose, as 
infecgoes micobacterianas dos linfonodos cervicais sao causadas mais comumente pelos membros do complexo 
Mycobacterium avium (CMA) e acometem basicamente criangas pequenas. 21 A sindrome de Lemierre e uma 
infecgao potencialmente fatal da orofaringe com disseminagao para o seio cavemoso e outras estruturas anatomicas 
importantes da cabega e do pescogo. Nos casos tipicos, essa sindrome esta associada a Fusobacterium necrophorum, 
mas outras bacterias tambem podem estar envolvidas. A infecgao comumente se evidencia por dor de garganta 
seguida de dor e formagao de massa na regiao cervical. A disseminagao dessa infecgao ao seio cavemoso provoca 
trombose da veia jugular interna. Em geral, 5% dos pacientes com essa sindrome morrem. 140 

No passado, a infecgao mais comum das glandulas salivares era caxumba (parotidite epidemica), mas a 
imunizagao eficaz praticamente a erradicou. A infecgao bacteriana das glandulas parotidas nao e comum, mas 
quando ocorre e causada frequentemente por S. aureus. 

Infecgoes das vias respiratorias inferiores 

As vias respiratorias inferiores incluem todas as estruturas localizadas abaixo da laringe. As estruturas e as infecgoes 
aqui consideradas incluem traqueia (traqueite), bronquios e bronquiolos (bronquite e bronquiolite) e espagos aereos 
distais ou alveolos (pneumonia). 

Traqueobronquite. As infecgoes agudas podem ser causadas por bacterias ou vims. Nas criangas, predominam 
patogenos virais e micoplasmas. 69 Os sinais e sintomas sao tosse, febre e expectoragao em volumes variaveis. Uma 
doenga bem-defmida evidenciada por um guincho inspiratorio e linfocitose periferica, a coqueluche, e causada por 
B. pertussis ou B. parapertussis (esta ultima geralmente causa um quadro mais brando). 31 Entretanto, os acessos 
tipicos de “tosse comprida” nao ocorrem nas fases iniciais da doenga. Episodios de apneia (interrupgao da 
respiragao) sao comuns, mas nao sao fatais. Adenovirus podem causar uma sindrome semelhante, embora seu papel 
etiologico seja controvertido. O herpes-vims simples tambem pode causar essa doenga, principalmente nos recem- 
nascidos infectados e nos pacientes com outra doenqa coexistente grave. C. pneumoniae e um patogeno conhecido, 
que causa bronquite aguda e tambem pneumonia. 

A traqueobronquite cronica causa manifestaqoes clinicas semelhantes as das doenqas agudas, mas o quadro e 
mais prolongado e menos intenso. Os agentes etiologicos bacterianos predominam, principalmente S. pneumoniae, 
H. influenzae nao encapsulados e M. catarrhalis. 

A doenqa aguda prolongada tambem pode sobrepor-se a bronquite cronica. No passado, M. pneumoniae estava 
associado a uma tosse persistente, mas hoje se sabe que B. pertussis pode causar doenqa cronica nas criangas 
maiores, nos adolescentes e nos adultos, 20 enquanto C. pneumoniae pode provocar uma doenga de longa duragao. 

Em geral, as infecgoes virais nao sao diagnosticadas com apoio laboratorial, a menos que a doenga seja 
suficientemente grave para exigir hospitalizagao. As infecgoes causadas por B. pertussis, M. pneumoniae e 
Chlamydophila sao diagnosticadas por cultura ou, mais comumente, por metodos moleculares. Os exames 
sorologicos, que consistem na detecgao de imunoglobulina M (IgM) ou elevagao do titulo de imunoglobulina G 
(IgG), sao solicitados comumente para pacientes com suspeita de infecgao por M. pneumoniae e C. pneumophila. 
Hoje em dia, existem ensaios moleculares aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) dos EUA para 
detectar Bordetella, cuja sensibilidade e maior que a da cultura. A bronquite cronica geralmente e avaliada por meio 


de culturas de escarro, quando a gravidade da doenga justifica sua realizagao. Os medicos devem fazer solicitagoes 
especiais quando consideram a possibilidade de infecgao por Bordetella, Mycoplasma ou Chlamydophila. 

Bronquiolite. A infecgao das vias respiratorias mais fmas situadas antes dos espagos aereos distais (alveolos) e 
causada predominantemente por virus e M. pneumoniae . 117,336 A bronquiolite acomete principalmente lactentes e 
criangas pequenas e ocorre mais comumente nos meses do inverno. Depois de um periodo prodromico de infecgao 
das vias respiratorias superiores, basicamente coriza, os principais sinais e sintomas sao tosse, sibilos e estridor (/. 
e., dificuldade de respirar). O diagnostico diferencial pode incluir asma e obstrugoes fisicas (p. ex., um corpo 
estranho). A bronquiolite e autolimitada e o diagnostico laboratorial e necessario apenas quando os pacientes tern 
doenga suficientemente grave para impor uma intemagao hospitalar. 

Pneumonia. A infecgao mais grave das vias respiratorias e a pneumonia, que acomete principalmente os espagos 
aereos distais, desde os ductos alveolares ate os alveolos propriamente ditos. Os sintomas da pneumonia sao febre, 
tosse, expectoragao variavel, dispneia (/'. e., falta de ar ou dificuldade de respirar) e dor toracica. A dor toracica pode 
ser difusa, vaga e constante ou localizada e intermitente, e pode ser agravada pela respiragao profunda (se houver 
pleurite). Em geral, falta de ar e dispneia indicam acometimento dos bronquiolos terminais e dos alveolos por um 
processo pneumonico mais difuso. Os sinais fisicos que corroboram uma infecgao das vias respiratorias inferiores 
sao estertores e roncos, redugao do murmurio vesicular e da percussao localizada em pacientes com pneumonia 
lobar. 73 

As pneumonias tern sido classificadas de varias formas. Por uma questao de simplificagao, aqui consideramos os 
seguintes tipos: pneumonia atipica, pneumonia aguda e pneumonia cronica. Alem disso, a pneumonia de aspiragao, 
o abscesso pulmonar e o empiema merecem consideragoes especiais. Por fim, sob o ponto de vista terapeutico, as 
pneumonias podem ser classificadas em bases epidemiologicas: pneumonia ambulatorial (“pneumonia com paciente 
andando”) e pneumonia que requer hospitalizagao; pneumonia adquirida na comunidade ou no hospital (/. e., 
pneumonia nosocomial); pneumonia dos pacientes imunossuprimidos; pneumonia associada a fibrose cistica; e 
pneumonia das faixas etarias extremas. A diferenciagao entre pneumonia lobar (causada classicamente por S. 
pneumoniae [ou pneumococo] e K. pneumoniae do sorotipo 1 [ou pneumonia de Friedlander]) e pneumonia 
multifocal (causada por outras bacterias) e menos util na pratica clinica, porque ha sobreposigao acentuada desses 
dois padroes. 

O tipo de pneumonia produzida e resultado da combinagao de fatores microbianos e condigoes dos mecanismos 
de defesa do hospedeiro. A maioria das pneumonias e causada pela inalagao dos patogenos respiratorios ou pela 
aspiragao (que pode ser microscopica e subclinica) do conteudo das vias respiratorias superiores. A medida que a 
microbiota colonizadora da orofaringe muda, por exemplo, durante uma internagao hospitalar prolongada, o mesmo 
acontece com o tipo de microrganismos que infectam os pulmoes. 

Pneumonia atipica. A pneumonia atipica foi defmida na decada de 1930 como uma infecgao das vias 
respiratorias inferiores que nao se assemelhava as lesoes classicas descritas na epoca. A diferenga principal e que ha 
formagao de pouquissimo escarro nos pacientes com pneumonias atipicas. Em geral, a infecgao e mais branda que 
nos casos de pneumonia classica, embora isso nem sempre ocorra. Os principais patogenos responsaveis pelas 
pneumonias atipicas sao M. pneumoniae, C. pneumoniae e Legionella spp. 

Pneumonia aguda. No contexto ambulatorial (/'. e., pneumonia adquirida na comunidade), a pneumonia aguda e 
uma combinagao das pneumonias atipica e classica causadas por bacterias orofaringeas. O patogeno “classico” mais 
importante ainda e o pneumococo (S. pneumoniae), mas outros agentes patogenicos sao H. influenzae (hoje em dia, 
principalmente de cepas nao tipaveis) e M. catarrhalis. n,lll ’ m 

As pneumonias virais sao raras nos adultos imunocompetentes, ou podem passar despercebidas. Esse tipo de 
pneumonia ocorre em uma porcentagem pequena dos adultos previamente saudaveis infectados por influenza. 
Nesses casos, as infecgoes bacterianas secundarias (superinfegcao) acarretam riscos significativos. Pneumonia viral 
aguda e a mais importante entre as criangas pequenas, nas quais se sobrepoe a bronquiolite causada pelo VSR e pelo 
virus parainfluenza tipo 3. Citomegalovirus e a causa mais comum de pneumonia viral dos pacientes 
imunossuprimidos. 

As pneumonias agudas adquiridas nos hospitais sao causadas mais comumente por enterobacterias, 
Pseudomonas spp. e S. aureus?* A modificagao dos agentes etiologicos reflete as alteragoes da composigao da 
microbiota colonizadora das vias respiratorias superiores (ver Capitulo 1). 


Pneumonia de aspiragao. Embora a maioria das pneumonias seja causada pela aspiragao do conteudo 
orofaringeo, a aspiragao profusa causa um quadro bem-definido de pneumonia focal, que afeta as partes inferiores 
do pulmao quando o paciente esta de pe ou deitado (/. e., lobos inferiores e segmento superior do lobo superior). Na 
populagao ambulatorial, os microrganismos infectantes consistem em uma mistura de bacterias aerobias 
(principalmente gram-positivas) e anaerobias. 8 Nos pacientes hospitalizados, a pneumonia de aspiragao reflete a 
microbiota gram-negativa recem-adquirida das vias respiratorias superiores. 

Pneumonia cronica. Como o proprio nome indica, a evolugao da pneumonia cronica e longa. Em geral, os 
sintomas sao menos dramaticos que os da pneumonia aguda. Por isso, o diagnostico pode ser postergado por 
semanas ou meses, porque as unicas manifestagoes clinicas da infecgao podem ser sinais e sintomas inespecificos, 
inclusive febre baixa, mal-estar (z. e., o paciente “sente-se mal”) e emagrecimento. Os agentes etiologicos das 
pneumonias cronicas sao micobacterias e fiingos, mas infecgoes bacterianas renitentes tambem podem causar esse 
tipo de pneumonia. As especies de Candida estao notavelmente ausentes da lista de patogenos pulmonares, exceto 
em casos raros, dos quais a maioria consiste em candidiase generalizada dos pacientes imunossuprimidos. 

Abscesso pulmonar. O abscesso pulmonar esta diretamente relacionado com as pneumonias de aspiragao e, 
algumas vezes, e descrito como abscesso pulmonar putrido em razao do odor fecal das bacterias anaerobias 
infectantes. 8 ' 1 A formagao de abscessos tambem depende dos fatores de virulencia microbiana. S. aureus, 
enterobacterias e Pseudomonas spp. comumente causam lesoes destrutivas, que desorganizam a arquitetura 
pulmonar. Por outro lado, a pneumonia pneumococica classica preserva a arquitetura dos pulmoes. Alguns fungos, 
especialmente as especies de Aspergillus e os zigomicetos, comumente invadem os vasos sanguineos. A 
consequencia disso e trombose seguida de morte quando a oxigenagao e impedida (um processo conhecido como 
infarto). Pseudomonas aeruginosa tambem pode causar vasculite. Quando a trombose esta associada a um agente 
infeccioso, o processo e descrito como infarto septico e e particularmente destrutivo. A trombose pode ocorrer in 
situ ou resultar de um trombo transportado pela corrente sanguinea ate o pulmao (z. e., um embolo). 

Outro tipo de lesao destrutiva sao os granulomas (ver Capitulo 1). Nos casos tipicos, os granulomas sao 
produzidos por micobacterias (especialmente Mycobacterium tuberculosis) e fungos dimorficos (principalmente 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Coccidioides spp.). Esses microrganismos estao descritos com 
mais detalhes nos capitulos que abordam a micobacteriologia e a micologia. 

Empiema. A inflamagao da pleura (i. e., membrana mesotelial que reveste os pulmoes e a cavidade toracica) e 
comum nos pacientes com pneumonia (pleurisia) e pode causar exsudagao de liquidos (z. e., derrame pleural). 1 
Quando o proprio derrame pleural e infectado, a inundagao desse liquido por pus espesso (z. e., leucocitos 
polimorfonucleares) resulta na formagao de um empiema. As causas sao as mesmas das pneumonias bacterianas, 
mas tambem ocorre empiema tuberculoso. A cicatrizagao pode levar a obliteragao da cavidade pleural. Em alguns 
casos, a camada fibrosa restritiva que resulta da inflamagao comprime o pulmao e precisa ser removida 
cirurgicamente (z. e., descorticagao). 

Pneumonias em populates especiais. As pneumonias dos idosos sao mais perigosas que as dos adultos 
mais jovens, mas a lista de patogenos e semelhante. 168,206 Isso explica por que e extremamente importante que os 
adultos de 65 anos ou mais e alguns grupos de alto risco recebam vacinas para pneumococos. Esses mesmos grupos 
tambem devem ser vacinados anualmente contra influenza. Hoje em dia, esta claro que alguns agentes patogenicos 
(p. ex., VSR), que antes pareciam ser agentes etiologicos das criangas, tambem infectam adultos e idosos. Do 
mesmo modo, C. pneumoniae tambem pode causar infecgoes nessa populagao de pacientes. 

Os pacientes imunossuprimidos estao sujeitos a adquirir alguns patogenos, que normalmente nao causam doenga 
nos individuos imunocompetentes. Entre esses patogenos oportunistas estao parasitas, inclusive Toxoplasma gondii ; 
virus como o citomegalovirus; fungos como as especies de Aspergillus, zigomicetos, Cryptococcus neoformans e 
Pneumocystis jirovecii; e micobacterias como CMA. 261 Alem disso, os pacientes imunossuprimidos tern menos 
capacidade de erradicar infecgoes causadas por patogenos encontrados mais comumente. As infecgoes por 
adenovirus e ate mesmo pelo virus parainfluenza podem ser graves e potencialmente fatais. 

Um grupo especial de pacientes imunossuprimidos e representado pelos portadores de fibrose cistica. 1 ’ 9 Tres 
patogenos acompanham esses pacientes ao longo de toda a evolugao de sua doenga: S. aureus, H. influenzae e P 
aeruginosa. As cepas de P aeruginosa que infectam pacientes com fibrose cistica tern uma caracteristica mucoide 
tipica, que e encontrada com frequencia muito menor nos demais pacientes. Burkholderia cepacia e 
Stenotrophomonas maltophilia, ambas classificadas anteriormente como especies de Pseudomonas, assim como as 


especies de Alcaligenes, tambem sao patogenos importantes e preocupantes na fibrose cistica. As infecgoes sao 
dificeis de tratar e os patogenos comumente sao multidrogarresistentes e se disseminam facilmente de um individuo 
para outro. 

Doengas broncopulmonares alergicas podem ser causadas por Aspergillus fumigatus, outros fiingos e os 
actinomicetos aerobios. 102 A. fumigatus e um patogeno oportunista versatil, que pode causar doenga invasiva nos 
pacientes imunossuprimidos; uma bola de fungos nas cavidades preexistentes dos pacientes imunocompetentes; e 
reagao imune nos individuos com predisposigao atopica (alergicos). 94,97 Em aspergilose alergica, hifas sao 
encontradas nos espagos aereos, onde estimulam uma reagao inflamatoria, mas nao invadem os tecidos como ocorre 
na doenga broncopulmonar alergica. 

Coleta dos especimes para diagnosticar infecgoes das vias respiratorias inferiores 

Escarro expectorado. Escarro expectorado e o especime mais simples e menos dispendioso para diagnosticar 
infecgoes das vias respiratorias inferiores. Existe controversia significativa quanto a utilidade dessa abordagem 
diagnostica, tendo em vista a dificuldade demonstrada por alguns pacientes de mobilizar as secregoes das vias 
respiratorias inferiores e a frequencia com que as amostras sao contaminadas pela microbiota orofaringea, na 
medida em que elas passam pela boca. 233 Entretanto, quando o especime e coletado cuidadosamente, ele pode 
fomecer informagoes uteis ao tratamento inicial dos pacientes com pneumonia. 243 

O paciente deve ser instruido cuidadosamente quanto a tecnica correta de coleta do escarro, em vez de saliva. 
Pedir aos pacientes que escovem seus dentes e fagam gargarejo com agua pouco antes de coletar o especime reduz a 
quantidade de bacterias orofaringeas contaminantes. Spada et air demonstraram redugao de 1 log na concentragao 
media de bacterias contaminantes: de 3,6 ± 7,5 x 10 8 para 3,7 ± 7,2 x 10 7 com as amostras de escarro obtidas dos 
pacientes imediatamente depois de uma lavagem simples da boca. E importante evitar o uso de desinfetantes bucais 
ou solugoes para gargarejo vendidas no comercio, porque podem conter substancias antibacterianas. Depois de 
coletar os especimes, eles devem ser enviados imediatamente ao laboratorio, em vez de ficarem aguardando a beira 
do leito ou na sala de coleta. 

As amostras de escarro das primeiras horas da manha devem ser obtidas porque contem as secregoes 
acumuladas durante a noite, nas quais as bacterias patogenicas mais provavelmente se concentram. As coletas de 24 
horas nao devem ser aceitas, em razao da proliferagao excessiva da microbiota contaminante. Quando a produgao de 
escarro e escassa, a indugao com nebulizagao de soro fisiologico pode ajudar a obter uma amostra mais 
representativa das vias respiratorias inferiores. Evite usar “solugao salina para injegao”, porque muitas dessas 
preparagoes contem substancias antibacterianas. 2 ” 

Com essa fmalidade, podem ser usados dispositivos especiais para coleta de escarro disponiveis comercialmente 
nas empresas de suprimentos de laboratorio, ou uma jarra esteril com boca larga e tampa de rosea bem-adaptada. De 
forma a evitar contaminagao da superficie externa do recipiente, o paciente deve ser instruido a pressionar a borda 
do recipiente sob a tampa inferior, de forma a recolher toda a amostra de escarro expectorado. 2 

Aspirado endotraqueal. Amostras das vias respiratorias inferiores podem ser obtidas introduzindo-se um cateter 
pela laringe ate a traqueia. Se o paciente estiver com um tubo endotraqueal ou traqueotomia, a aspiragao das 
secregoes traqueais e simples. Em geral, supoe-se que os aspirados endotraqueais evitem alguns dos problemas de 
contaminagao do escarro expectorado. Na verdade, a intubagao introduz a possibilidade de contaminagao, porque as 
secregoes orais podem descer pelo tubo endotraqueal. Por isso, esses especimes devem ser interpretados com o 
mesmo cuidado usado com o escarro expectorado. Alguns autores sugeriram que as culturas quantitativas dos 
aspirados traqueais possam fomecer resultados mais confiaveis (ver descrigao do lavado broncoalveolar adiante). 22 
A tecnica quantitativa consiste em semear no agar uma diluigao do escarro previamente liquefeito enzimaticamente. 
Uma abordagem semiquantitativa mais simples, na qual o escarro era lavado duas vezes com soro fisiologico e 
semeado no agar como se faz normalmente (ver Capitulo 1), correlacionou-se diretamente com a tecnica 
quantitativa. Essa ultima tecnica nao tern sido amplamente adotada, porque a maioria dos laboratories utiliza o 
metodo semiquantitativo. 

Aspirado translaringeo (transtraqueal). A aspiragao translaringea e uma tecnica invasiva introduzida para 
evitar problemas de contaminagao. As dificuldades tecnicas associadas ao desempenho apropriado e as 
complicagoes muito frequentes praticamente eliminaram essa abordagem para coleta de especimes. 

Broncoscopia rigida. O broncoscopio rigido era capaz de coletar amostras apenas das vias respiratorias centrais. 
Embora essa tecnica seja apropriada a obtengao de material para culturas de micobacterias, ela nao e adequada aos 


microrganismos que colonizam a orofaringe e infectam as vias respiratorias distais. A broncoscopia rigida raramente 
e realizada hoje em dia. 

Broncoscopia flexivel. A broncoscopia de fibra optica e a tecnica utilizada comumente para realizar biopsias 
transbronquicas e obter lavados bronquicos e lavados e escovados broncoalveolares, especialmente nos pacientes 
com abscessos pulmonares ou outras infecgoes pulmonares profundas suspeitas. Essas tecnicas tambem sao 
utilizadas para diagnosticar cancer. A tecnica de lavagem bronquica utiliza um cateter duplo acoplado a um 
telescopio, cuja extremidade distal e conectada a polietilenoglicol a fim de proteger uma pequena escova bronquica. 
Essa tecnica foi recomendada para assegurar a melhor recuperagao de bacterias aerobias e anaerobias (facultativas e 
obrigatorias) das lesoes pulmonares situadas profundamente. 10 A coleta bem defmida de amostras das lesoes focais 
pode ser realizada depois da local izagao da ponta do broncoscopio por fluoroscopia. Embora sua popularidade tenha 
crescido inicialmente, o indice de contaminagao desses especimes limitava a utilidade das culturas obtidas por estes 
metodos. Os especimes obtidos por escova protegida nao sao significativamente melhores que os conseguidos com 
lavagem broncoalveolar. 

Os especimes que nao puderem ser semeados imediatamente no meio de cultura devem ser refrigerados. O 
sucesso desse procedimento depende dos seguintes fatores: (1) obtengao de material suficiente retirado pela escova 
dos bronquiolos distais e dos alveolos, de forma a preparar varias laminas; (2) preparagao de um conjunto complete 
de coloragoes especiais e varias culturas; e (3) busca por mais de um tipo de microrganismo. 

Lavado broncoalveolar. A lavagem broncoalveolar consiste em injetar 30 a 50 mi de soro fisiologico por meio 
de um broncoscopio de fibra optica, que e introduzido ate as ramificagoes bronquiolares perifericas. Em seguida, o 
soro fisiologico e aspirado e enviado para preparagao de esffegagos e cultura. As culturas quantitativas ou 
semiquantitativas das secregoes respiratorias obtidas pelas tecnicas de escova bronquica protegida e lavagem 
broncoalveolar foram recomendadas para diagnosticar pneumonia em pacientes intubados mantidos com respirador 
artificial. 52 Os microrganismos presentes em concentragoes acima de 10 3 a 10 4 unidades formadoras de colonia 
(UFC)/m£ e as amostras que apresentam bacterias intracelulares em mais de 25% das celulas inflamatorias indicam 
pneumonia, que requer tratamento especifico. Infelizmente, a experiencia com a microbiologia quantitativa das 
secregoes respiratorias tern sido amplamente variavel. 300 Um grupo de pesquisadores encontrou especificidade alta 
quando utilizou o valor de corte de 10 5 UFC/rrU para analisar o liquido obtido por lavagem broncoalveolar, mas a 
sensibilidade foi de apenas 33%, em grande parte devido ao tratamento antibiotico administrado previamente. 279 Os 
autores concluiram que, com essa concentragao bacteriana, a pneumonia poderia ser diagnosticada confiavelmente, 
mas um resultado negativo nao excluia este diagnostico. 

Aspiragao por agulha fina e biopsia pulmonar. Em geral, a aspiragao por agulha fma e realizada sob controle 
radiologico, principalmente quando ha uma lesao bem-localizada. ,()1 Essa tecnica e excelente para obter material 
para cultura e citologia; o exame citologico in situ ajuda a orientar a tecnica de cultura. Por exemplo, a existencia de 
granulomas levaria o medico a priorizar as culturas para micobacterias e fungos, enquanto a presenga apenas de 
neutrofilos poderia sugerir uma causa bacteriana. A biopsia transbronquica e um meio de obter quantidades menores 
de tecidos intactos durante a broncoscopia. Embora essas biopsias frequentemente levem ao diagnostico, elas estao 
sujeitas a erros de amostragem. Quando o diagnostico nao e estabelecido pelas tecnicas descritas antes, entao pode 
ser necessario realizar uma biopsia pulmonar aberta. Essa abordagem e a mais invasiva e esta reservada para os 
casos nos quais as outras tecnicas falharam. Um fragmento pequeno em forma de cunha e retirado do pulmao e o 
processo patologico pode ser estudado por tecnicas histopatologicas e microbiologicas. 

Outros procedimentos podem ajudar a determinar a etiologia das infecgoes respiratorias. As hemoculturas 
sempre devem ser realizadas durante as fases agudas da pneumonia. S. pneumoniae pode ser isolado do sangue de 
25 a 30% dos pacientes com pneumonia pneumococica, frequentemente nos casos em que as culturas de escarro 
foram negativas. 200 Embora a hemocultura nao seja sensivel para detectar o agente etiologico da pneumonia, ela e 
altamente especifica. 

A detecgao dos antigenos liberados na urina e outro metodo importante para determinar o agente etiologico da 
infecgao. O teste urinario para Legionella pneumophila do sorogrupo 1 e o antigeno urinario de S. pneumoniae sao 
exames diagnosticos auxiliares importantes para diagnosticar pneumonias causadas por esses patogenos. 2 "' 2111 O 
antigeno pode ser excretado durante dias, semanas ou ate meses, de forma que um teste positivo nao confirma 
absolutamente uma infecgao recente ou em atividade. Portanto, esses testes devem ser correlacionados 
cuidadosamente com os dados clinicos e os resultados das culturas e/ou dos exames diagnosticos moleculares. A 


pesquisa do antigeno urinario de Histoplasma tambem e solicitada frequentemente para pacientes com pneumonia 
fungica supostamente causada por esse microrganismo. Esse teste e altamente sensivel nos casos de doenga 
disseminada, mas tern sensibilidade apenas moderada nas infecgoes limitadas aos pulmoes e nao tern sensibilidade 
aceitavel nos pacientes com infecgoes perifericas. 

Diagnostico laboratorial da pneumonia. O diagnostico etiologico da pneumonia e um esforgo colaborativo, 
que envolve microbiologistas, patologistas, radiologistas e clinicos. O diagnostico das pneumonias e clinico e inclui 
anamnese, estetoscopio e radiografias do torax. Com poucas excegoes importantes (p. ex., isolamento de M. 
tuberculosis), as pneumonias nao sao diagnosticadas no laboratorio de microbiologia. Os medicos que enviam uma 
amostra de escarro ao laboratorio sem ter um diagnostico clinico de pneumonia podem receber resultados confusos 
ou ate mesmo desnorteadores. Depois de estabelecer o diagnostico clinico de pneumonia, o laboratorio pode ajudar 
o medico a definir sua etiologia com base nas culturas e outros exames e escolher o tratamento apropriado, de 
acordo com os testes de sensibilidade aos antimicrobianos. 43 

As amostras de escarro devem ser processadas no menor tempo possivel depois da coleta. Estudos 
demonstraram que, depois de 20 horas de refrigeragao, houve redugao significativa dos microrganismos 
recuperaveis, 215 embora nao houvesse interferencia com o numero ou a qualidade de celulas epiteliais e neutrofilos 
segmentados. Outros estudos tambem mostraram declinio do numero de bacilos da tuberculose viaveis, que podiam 
ser recuperados do escarro depois do armazenamento a temperatura ambiente durante varios dias, 216 ainda que a 
concentragao de bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR) observados nas coloragoes alcool-acidas nao diminuisse 
depois de 20 dias. 

A qualidade das amostras de escarro tambem deve ser avaliada por meio de um dos sistemas de graduagao 
descritos no Capitulo 1. Existem controversias quanto a utilidade de fornecer identificagoes bacterianas presuntivas 
com base nos criterios morfologicos. Bartlett et al. u sugeriram inicialmente quais tipos de bacterias poderiam ser 
definidos com precisao com base na morfologia observada nos esfregagos de escarro corados por Gram. Por 
exemplo, a identificagao morfologica dos estafilococos, de “ Bacteroides-Haemophilus ” e das bacterias com 
morfologia mista foi realizada com precisao de 75%, quando as amostras de escarro eram de alta qualidade. Outros 
autores 305 demonstraram que a enumeragao semiquantitativa das bacterias presentes no escarro corado por Gram nao 
pode ser reproduzida de um tecnologo para outro (ou ainda pelo mesmo tecnologo examinando esfregagos em 
ocasioes diferentes) e que estes exames nao deveriam ser relatados. Uma explicagao possivel para essa observagao e 
a variabilidade dos esfregagos obtidos de areas diferentes. Por outro lado, um estudo mais otimista 101 sugeriu que as 
coloragoes com Gram das amostras de escarro de alta qualidade, realizadas em uma populagao seleta de adultos com 
pneumonia adquirida na comunidade, possa fornecer aos medicos informagoes suficientes para iniciar o tratamento 
antibiotico empirico. De qualquer forma, experiencia consideravel de parte dos examinadores e correlagao continua 
dos resultados laboratoriais com os indicadores clinicos sao necessarias antes que as interpretagoes das amostras de 
escarro corado por Gram tenham alguma utilidade. 

Um recurso util a garantia da qualidade dos exames e a comparagao retrospectiva dos resultados da coloragao 
por Gram com os resultados das culturas. Quando os microrganismos identificados nos esfregagos nao crescem na 
cultura, ou quando os microrganismos que crescem em quantidades moderadas a profusas nao foram encontrados 
nos esfregagos, a amostra deve ser revisada. A coloragao por Gram e relativamente insensivel (deve haver cerca de 
10 5 UFC/rrU, para que as bacterias sejam observadas), de forma que contagens baixas de bacterias na cultura podem 
muito bem passar despercebidas no esfregago. Quando um esfregago e interpretado incorretamente, ele deve ser 
revisado pelo profissional que fez a interpretagao como medida educativa e de melhoria dos processos. Quando um 
esfregago e interpretado corretamente, isso pode ser um indicio de que devam ser consideradas outras tecnicas de 
cultura. 

Os sistemas de graduagao das amostras de escarro nao se aplicam as infecgoes das vias respiratorias inferiores 
causadas por Legionella spp., micobacterias, fungos, Mycoplasma, Chlamvdophila e virus. Essas infecgoes nao 
estimulam necessariamente reagoes purulentas com celulas inflamatorias. 

A analise semiquantitativa dos bacilos da tuberculose coraveis em exames repetidos do escarro com corantes 
alcool-acidos e valiosa para determinar a eficacia do tratamento especifico para tuberculose. Uma redugao de 4+ 
para 1+ e dai para bacilos raros ou ate indetectaveis depois de um ciclo de tratamento por 4 a 6 semanas indica 
resposta favoravel aos farmacos e pode ser usada para determinar quando pode ser seguro retirar o paciente do 
isolamento respiratorio. 


A importancia dos microrganismos recuperados das amostras do trato respiratorio sempre deve ser avaliada no 
contexto do quadro cllnico, assim como dos resultados dos outros exames. A interpretaqao das culturas de escarro e 
especialmente dificil, porque elas nao sao espedficas nem sensiveis para diagnosticar infecpoes das vias 
respiratorias inferiores. Em um estudo com 249 pacientes com quadro suspeito de pneumonia, Lentino e Lucks 162 
descreveram sucintamente esse problema com base em sua experiencia (Boxe 2.1). 

Tambem pode ser dificil determinar a etiologia bacteriana das bronquites aguda e cronica, porque muitas 
especies de bacterias podem ser encontradas como parte da microbiota normal ou comensais das vias respiratorias 
(Tabela 2.2). O isolamento de S. pneumoniae, K. pneumoniae, H. influenzae ou Moraxella ( Branhamella ) 
catarrhalis como microrganismo predominante nas secrepoes respiratorias, especialmente quando os esfregapos 
corados por Gram reforpam sua presenpa e/ou esses microrganismos tambem sao recuperados das hemoculturas 
realizadas simultaneamente, confirma seu papel na patogenia da pneumonia aguda. 73,343 As amostras de escarro 
induzido recolhidas depois da inalapao de soro fisiologico por nebulizapao podem ser necessarias para aumentar a 
positividade da detecpao de alguns microrganismos, principalmente P jirovecii. 


Boxe 2.1 


Interpretagao das culturas de escarro | Observances de Lentino e Lucks 

1. Com a utilizapao dos sistemas de graduaqio da qualidade do escarro de Bartlett e de Murray e Washington, que foram descritos no Capitulo 1, 

48% das culturas de escarro enviadas ao seu laboratory nao passaram pelo criterio de qualidade e eram mais representativas das secrepoes orais. 

2. No caso descrito antes, 26,5% das amostras de escarro purulento foram obtidas de pacientes que nao tinham evidencia clinica ou radiologica de 
pneumonia. 

3. Em geral, 40% das amostras de escarro obtido de pacientes com evidencia de pneumonia nao provinham de expectorapio das secrepoes 
profundas e, por isso, tambem eram mais representativas das secrepoes orais. 

4. Apenas 10,8% dos pacientes que produziam escarro nao purulento tinham pneumonia. 

5. Apenas 56,8% dos pacientes com pneumonia produziam escarro purulento. 

Tabela 2.2 Alguns representantes da microbiota comensal e patogenos potenciais das vias respiratorias. 

Microbiota comensal 

Patogenos potenciais 

Estreptococos alfa/gama-hemoliticos 

Adenovirus 

Estreptococos beta-hemoliticos, exceto grupo A 

Anaerobios (como parte de uma infecpao mista) 

Candida spp. 

Bordetella pertussis 

Estafilococos coagulase-negativos 

Chlamydophila pneumoniae 

Corynebacterium spp. (difteroides) 

Chlamydophila psittaci 

Haemophilus parainfluenzae 

Corynebacterium diphtheriae 

Neisseria spp. 

Cryptococcus neoformans 


Citomegalovirus 


Enterobacterias 


Haemophilus influenzae 


Herpes-virus simples 


Legionella spp. 


Moraxella catarrhalis 


Mycobacterium spp. 




Mixovirus e paramixovi'rus 
Neisseria gonorrhoeae 
Neisseria meningitidis 
Pneumocystis jiro vecii 
Pseudomonas aeruginosa 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus pyogenes (grupo A) 


Quando houver suspeita de infecgoes pulmonares causadas por micobacterias, fiingos, parasitas humanos ou 
virus, tecnicas especiais precisam ser usadas para isolar os agentes etiologicos, conforme descrito nos capitulos 
dedicados a cada um desses grupos microbianos. Embora a recuperagao de alguns fungos - por exemplo, fiingos 
patogenicos dimorficos - geralmente indique doenga, outros fiingos (p. ex., especies de Aspergillus) devem ser 
recuperados repetidamente de amostras sucessivas, antes que o diagnostico possa ser confirmado. A presenga de 
hifas micoticas tem menos chances de representar contaminagao ambiental. O diagnostico das pneumonias virais e 
buscado mais comumente nos pacientes imunossuprimidos e nas criangas em estado suficientemente grave para 
necessitar de intemagao hospitalar. 

O uso de hemocultura, detecgao de antigenos urinarios e tecnicas de cultura quantitativas foi descrito 
anteriormente. Tecnicas moleculares modemas estao disponiveis para o diagnostico imediato das infecgoes causadas 
por virus e micobacterias; no fiituro, nao e provavel que o numero de condigoes nas quais essas abordagens serao 
aplicaveis seja expandido. A determinagao de um receptor soluvel desencadeante, encontrado nas celulas mieloides, 
pode ser util como nova abordagem, Contudo, seus resultados promissores ainda precisam ser confirmados. 98 

Infecgoes do trato gastrintestinal 
Infecgoes do trato gastrintestinal inferior 

Sintomas ch'nicos. Diarreia e o sintoma inicial mais comum das infecgoes do trato intestinal inferior. 297 Embora 
seja dificil definir diarreia em bases quantitativas, os pacientes geralmente sabem quando tem evacuagoes mais 
frequentes que o normal e quando as fezes adquirem consistencia mais amolecida ou liquida que o habitual. A 
diarreia pode ser acompanhada de dor abdominal espasmodica com intensidade variavel. “Enterocolite” e o termo 
usado para descrever varios tipos de infecgao do trato gastrintestinal inferior. 

“Disenteria” e um termo utilizado para descrever uma condigao na qual a diarreia acompanha-se de dor 
abdominal em colicas, tenesmo (esforgo doloroso para evacuar) e pus nas fezes. A disenteria e causada por 
microrganismos “enteroinvasivos”, que penetram na mucosa e causam inflamagao da parede intestinal. As fezes 
desses pacientes contem celulas inflamatorias e, em muitos casos, tambem tem sangue visivel macroscopicamente. 
Shigella e Entamoeba histolytica estao classicamente associadas a disenteria, mas, na realidade, ambas causam um 
espectro de doengas, em que a diarreia varia de aquosa a disenterica. 

No outro extremo desse espectro estao as sindromes diarreicas profusamente aquosas e indolores causadas por 
virus, alguns parasitas e certas bacterias. A maioria das sindromes de diarreia aguda aquosa regride 
espontaneamente dentro de 1 semana. Quando os sintomas persistem sem explicagao, devem ser considerados 
alguns parasitas (p. ex., Giardia intestinalis, antes conhecida como Giardia lamblia) e outras causas nao infecciosas. 
As fezes produzidas nas infecgoes por Giardia geralmente sao fetidas e gordurosas e flutuam na agua do vaso 
sanitario. 

Nos paises mais ricos, a febre enterica e um tipo incomum e felizmente raro de enterite. Nos casos classicos, 
essa sindrome e causada por Salmonella enterica do sorotipo Typhi, embora tambem possa ser atribuida ao sorotipo 
Paratyphi e, raramente, a outros sorotipos. Ainda que a febre enterica possa ter um componente diarreico, na 
verdade trata-se de uma doenga sistemica. A febre enterica caracteriza-se por hipertermia - primeiramente 



intermitente e depois con tin u a cefaleia, dor abdominal, esplenomegalia, bradicardia (frequencia cardiaca baixa) 
relativa e leucopenia. Diarreia nao e uma queixa marcante; na verdade, constipagao intestinal pode ser uma queixa 
mais comum nos estagios iniciais. Depois de invadir o intestino, Salmonella Typhi dissemina-se por todo o sistema 
reticuloendotelial, inclusive figado, bago e medula ossea. Conforme demonstrado pelo exemplo historicamente 
famoso de “Mary Tifoide”, 11 a vesicula biliar pode ser colonizada (especialmente quando ha calculos biliares) e a 
bacteria pode ser disseminada ao ambiente por periodos longos depois da infecgao inicial. 

Alguns agentes infecciosos estao associados a fatores de risco ou manifestagoes clinicas bem-defmidas. Alguns 
deles, como os microsporideos, ocorrem quase exclusivamente nos pacientes imunossuprimidos. Clostridium 
difficile causa doenga principalmente nos pacientes que foram tratados com antibioticos que alteram a microbiota 
gastrintestinal normal. Alguns desses agentes infecciosos sao transmitidos pela agua e pelos alimentos 
contaminados. 41 ' A Tabela 2.3 resume as principais sindromes que acometem o trato gastrintestinal inferior. 


Tabela 2.3 Principais sindromes de gastrenterite e seus agentes etiologicos mais comuns. 


Sindrome 

Bacterias 

Virus 

Parasitas 

Comentarios 

Diarreia inflamatoria, 

inclusive disenteria 

Shigella spp., E. coli enteroinvasora, 

E. coli entero-hemorragica, 

Salmonella enterica de varios 

sorotipos (p. ex., Typhimurium, 

Enteritidis), Campylobacter 

jejuni e outras especies de 

Campylobacter, Vibrio 

parahaemolyticus, Clostridium 

difficile 

Nenhum 

Entamoeba histolytica 

Afeta o intestino grosso; 

geralmente ha 

leucocitos nas fezes 

Diarreia nao inflamatoria 

E. coli enterotoxigenica, E. coli 

enteroagregativa e Vibrio 

cholerae. Diarreia causada por 

toxinas pre-formadas: 

Clostridium perfringens, Bacillus 
cereusj Staphylococcus aureus 

Norovirus, rotavirus, 

adenovirus 

entericos, 

astrovirus etc. 

Giardia intestinalis, 

Cryptosporidium belli, 

Cyclospora cayetanensis, 

microsporideos 

(fungos) 

Acometeosegmento 

proximal do intestino 

delgado; geralmente 

nao ha leucocitos nas 

fezes 

Diarreia com doenga 

sistemica, inclusive 

febre hemorragica 

Salmonella enterica do sorotipo 

Typhi, outras especies de 

Salmonella, Yersinia 

enterocolitica, Campylobacter 

spp. 

Nenhum 

Nenhum 

Acometeosegmento distal 

do intestino delgado; 

pode haver leucocitos 

mononudeares nas 

fezes 


Adaptada da referenda 108. 

Em algumas comunidades, os agentes etiologicos encontrados mais comumente nos casos de gastrenterite sao 
Campylobacter jejuni. Salmonella spp., Giardia intestinalis, rotavirus e norovirus. 66 Infelizmente, a positividade 
diagnostica das culturas de fezes realizadas na maioria dos laboratories clinicos e decepcionante (1,5 a 5,6%). 297 
Esse indice pode melhorar expressivamente com a adogao dos paineis moleculares disponiveis comercialmente para 
infecgoes gastrintestinais, que incluem agentes infecciosos como norovirus e astrovirus, os quais ate entao nao 
podiam ser detectados na maioria dos laboratories. 

Alguns agentes etiologicos da gastrenterite devem ser tratados imediatamente (p. ex., Shigella spp.); em outros 
casos, nao ha tratamento especifico disponivel (p. ex., virus); por fim, em outras infecgoes o tratamento esta 
indicado apenas quando o paciente e muito jovem, esta imunossuprimido ou tem doenga debilitante. A febre 
enterica sempre deve ser tratada com antibioticos. Os medicos tem mais tendencia a solicitar culturas de fezes 
quando se deparam com uma das seguintes condigoes:" 4 



• Paciente imunossuprimido 

• Paciente com historia de viagem recente a um pais subdesenvolvido 

• Presenga de sangue nas fezes 

• Diarreia presente ha mais de 3 dias 

• Diarreia com necessidade de reidratagao intravenosa 

• Febre. 

Os laboratories variam significativamente quanto a sofisticagao de sua investigagao dos especimes fecais. Em 
um estudo envolvendo 388 laboratories clinicos durante o ano de 1999, a maioria dos microbiologistas examinava 
as fezes quanto a presenga de Salmonella spp., Shigella spp. e Campylobacter spp. Por outro lado, cerca de 50% dos 
laboratories incluiam Escherichia coli 0157:H7, Vibrio spp. e Yersinia spp. em seus protocolos diagnostics. O 
exame das fezes para parasitas era realizado em apenas 59% dos 455 laboratories pesquisados; os restantes 
enviavam as amostras a um laboratorio de referenda para realizar esse exame.' O exame das fezes para 
Cryptosporidium spp., Cyclospora cavetanensis e microsporideos era realizado apenas com solicitagao especial por 
89% dos laboratories. E muito importante que cada laboratorio indique os patogenos pesquisados, quando transmite 
seus resultados aos medicos. Hoje em dia, nao e mais aceitavel dizer “Nenhum patogeno enterico isolado”, mas 
tambem precisa ser apresentada uma lista do que foi pesquisado e nao foi encontrado (p. ex., negativo para 
Salmonella, Shigella e Campylobacter). Em um estudo envolvendo quase 3.000 medicos de 5 estados dos EUA, 
28% nao sabiam se o laboratorio fazia testes para E. coli 0157:H7 e 40% nao sabiam se haviam sido realizadas 
culturas para Yersinia spp. e Vibrio spp." 9 

Coleta de especimes fecais. A coleta de fezes diarreicas nao e dificil. Os especimes enviados para detectar 
todos os patogenos devem ser recolhidos em recipientes limpos (nao necessariamente estereis) e de boca larga, que 
possam ser cobertos com uma tampa firmemente fechada. Na maioria dos casos, esses recipientes tern tampas com 
rosea, porque sao mais seguros para o transporte. Os recipientes usados para cultura nao devem conter conservantes, 
detergentes e ions metalicos. Tambem e importante evitar contaminagao por urina. Quando houver suspeita de um 
parasita como E. histolytica, G. intestinalis ou Cryptosporidium spp., uma pequena parte da amostra de fezes deve 
ser colocada em conservantes como alcool polivinllico (ou uma altemativa livre de mercurio) e formalina a 10%. As 
amostras de fezes para detectar virus devem seguir as recomendagoes do fabricante dos meios de transporte. 

Em alguns casos, pode ser necessario coletar um swab retal em vez de amostras de fezes, principalmente nos 
recem-nascidos ou nos adultos gravemente debilitados. Os swabs retais podem ser mais eficazes que as fezes para 
isolar algumas cepas de Shigella, porque essas bacterias sao sensiveis ao resfriamento e ao ressecamento. Outros 
estudos tambem relataram que os swabs foram mais eficazes que os especimes fecais para recuperar Clostridium 
difficile dos pacientes hospitalizados. 189 O swab retal deve ser introduzido um pouco alem do esfincter anal, 
evitando-se contato direto com a materia fecal presente no reto. Os swabs devem ser inoculados imediatamente no 
meio de cultura, ou colocados em um sistema de transporte apropriado, de forma a evitar ressecamento. Os swabs 
retais tambem tern sido usados para diagnosticar infeegao gonococica retal. 

Consideragoes epidemiologicas na avalia$ao dos pacientes com gastrenterite. O medico deve fazer 
uma anamnese detalhada, incluindo-se informagoes sobre viagem recente, exposigao a agua ou alimento 
potencialmente contaminado e casos semelhantes da doenga entre amigos ou familiares. Uma informagao 
especialmente importante e se o paciente viajou para outros paises, nos quais algumas doengas podem ser 
endemicas. A causa mais comum da “diarreia do viajante” (tambem conhecida como “vinganga de Montezuma”, 
“barriga de Deli” e outros nomes pitorescos) e E. coli enterotoxigenica, 213 mas existem varias cepas de E. coli que 
causam diarreia (p. ex., enteropatogenica, enteroagregativa) e tambem podem provocar diarreia nos viajantes. 
Outros patogenos importantes (p. ex., E. histolytica) tambem sao comuns fora dos EUA. Suprimentos de agua e 
alimentos de ma qualidade, instalagoes inadequadas de armazenamento a ffio e contaminagao pelas pessoas que 
preparam alimentos em outros paises colocam os viajantes em risco. Entretanto, nos tempos atuais de comercio 
global, ficar em casa tambem nao e isento de riscos. Epidemias de gastrenterite foram relatadas como consequencia 
da ingestao de alimentos contain inados, 40 geralmente vegetais ou frutas importadas de outros paises, que nao foram 
cozidas antes de comer. Por exemplo, um surto de infeegao por Cyclospora em varios estados dos EUA foi atribuido 
as framboesas importadas da America Central e foi notificado apenas depois que se acumularam varios casos nos 
centros nacionais de referenda. 120 E importante lembrar que bacterias encontradas comumente nas cames de aves, 



que sao destruidas durante a cocgao, podem causar doenga quando alimentos crus (p. ex., vegetais) ficam em 
contato com as tabuas de cortar cames ou balcoes utilizados para preparar as aves. 

Alguns locais, alimentos e contextos clinicos estao associados especialmente a determinados patogenos (Tabela 
2.4). Varios fatores podem colocar as pessoas em risco de adquirir enterocolite infecciosa, enfatizando a 
importancia da anamnese clinica detalhada e da notificaqao dos casos as autoridades de saude publica. 

Infeccoes do trato gastrintestinal superior 

O trato gastrintestinal superior inclui esofago, estomago e segmento proximal do duodeno (z. e., da orofaringe ao 
intestino). 

Sintomas clinicos. A esofagite causa dificuldade e dor ao deglutir (z. e., disfagia) e tambem dor que irradia para 
o dorso. A mucosa gastresofagica esta especialmente sujeita a ulceragao. Os agentes infecciosos mais comuns nessa 
area sao C. albicans e herpes-virus simples, ambos capazes de causar doenga erosiva. 

Quando o estomago e a jungao gastresofagica sao acometidos, os sintomas incluem anorexia, sensagao de 
nauseas (algumas vezes com vomitos) e dor na regiao superior do abdome. Em razao do pH muito baixo do acido 
gastrico, 99,9% das bacterias ingeridas sao destruidas dentro de 30 minutos depois de serem expostas; por isso, 
gastrite por invasao direta da parede gastrica raramente ocorre. Desse modo, as infecgoes gastrintestinais altas sao 
causadas mais comumente por virus e toxinas bacterianas pre-formadas. O acido gastrico tambem desempenha um 
papel importante na protegao do trato gastrintestinal inferior contra infecgoes bacterianas. O tratamento com 
antiacidos que neutralizam o pH acido do estomago e a gastrectomia predispoem esses pacientes as infecgoes 
entericas causadas por varias especies bacterianas. Guerrant 1 " 7 relatou que a quantidade de Vibrio cholerae 
necessaria para causar infecgao nos individuos normais (10 microrganismos/m7 > ) diminuia para apenas 10 4 /m [ nos 
voluntaries que usavam bicarbonato para neutralizar a acidez gastrica. 


Tabela 2.4 Algumas associagoes epidemiologicas dos agentes infecciosos gastrintestinais. 


Fatores 

Agente(s) infeccioso(s) 

Excursionismo e ingestao de agua em regatos nas 

montanhas 

Giardia intestinalis 

Latidnios 

Salmonella spp., Campylobacter spp., Yersinia spp., Listeria monocytogenes 

Costa Oriental e Costa do Golfo 

Vibrioes halofilicos; por exemplo Vibrioparahaemolyticus, Vibrio vulnificus 

Saladas de ovos e batatas, produtos de panificagao 

Staphylococcus aureus 

Ovos 

Salmonella spp. 

Frutas frescas 

Cryptosporidium spp. e Cyclospora spp. 

Arroz frito 

Bacillus cereus 

Hamburguer 

Escherichia coli 0157:H7 e outras E. coli entero-hemorragicas 

Pacientes imunossuprimidos 

Cryptosporidium spp., Cystoisospora belli, complexo Mycobacterium avium, hiperinfeegao 

por Strongyloides stercoraiis, citomegalovirus, Candida spp. 

Mariscos 

Vibrio spp., norovirus, virus da hepatite A 


Helicobacter pylori e reconhecido como agente etiologico mais importante da gastrite e da ulcera 
gastrica. 158,180,294 Esse microrganismo tem a propriedade bioquimica singular de hidrolisar ureia com avidez e 
rapidez, liberando em seguida ions amonio. As celulas bacterianas provavelmente se fazem circundar por um 
microambiente alcalino, assim tomando possivel sobreviver ao ambiente extremamente acido da mucosa gastrica. A 
etiologia infecciosa das ulceras pepticas nao foi detectada por muito tempo, porque a doenqa nao causa os sinais e 



sintomas classicos de uma infecgao “aguda”. O reconhecimento dessa doenga infecciosa cronica ampliou o espectro 
das enfermidades que os agentes microbianos podem causar. 

Um fator importante nas infeegoes gastrintestinais e a ingestao de microbios e/ou toxinas microbianas pre- 
formadas nos alimentos e nas bebidas, condigao conhecida popularmente como “intoxicagao alimentar”. A gastrite 
aguda e geralmente fulminante, acompanhada de fraqueza generalizada e vomitos, que podem comegar depois da 
ingestao de alimentos profusamente contaminados por toxinas produzidas por microrganismos como S. aureus, 
Clostridium perfringens e Bacillus cereus, nao resulta da invasao direta da parede gastrica pelas bacterias; pelo 
contrario, esse tipo de gastrite e causado pela agao emetica direta das toxinas pre-formadas. Essas toxinas variam 
quanto aos seus mecanismos de agao. Na maioria dos casos, embora os vomitos possam ser profusos, eles tern curta 
duragao. O diagnostico e firmado unicamente com base nas manifestagoes clinicas, porque as toxinas nao sao 
detectadas no laboratorio clinico. Os microbiologistas da area de saude publica podem recolber amostras dos 
especimes alimentares retidos na tentativa de detectar o patogeno envolvido e os mecanismos de disseminagao, mas 
essa nao e uma tarefa que cabe ao microbiologista clinico. 

Coleta de especies do trato gastrintestinal superior. Os especimes gastricos sao obtidos apenas raramente 
e estao limitados aos poucos casos nos quais nao e possivel estabelecer o diagnostico por outros meios. Os agentes 
bacterianos da intoxicagao alimentar aguda podem ser isolados do vdmito, mas isso geralmente nao e solicitado. 

As biopsias gastricas sao realizadas para detectar //. pylori , 290 > 307 Os especimes de biopsia podem ser cultivados 
para isolar H. pylori, mas esse procedimento raramente e realizado nos laboratories clinicos. As biopsias podem ser 
testadas quanto a existencia de atividade de urease, porque isso e um teste presuntivo da presenga de H. pylori. Em 
casos mais comuns, as biopsias sao examinadas histologicamente quanto a existencia de gastrite e bacterias 
espiraladas na camada de mucina. Existe um teste de antigeno fecal para detectar H. pylori, assim como um teste de 
ureia no ar exalado; ambos tern caracteristicas satisfatorias de desempenho. Por outro lado, os exames sorologicos 
nao devem ser recomendados em razao do seu desempenho insatisfatorio, quando comparado com os outros testes 
diagnosticos j a citados. 7,53 

A aspiragao do conteudo duodenal pode ajudar a estabelecer os diagnosticos de giardiase e estrongiloidiase 
quando exames repetidos das fezes nao conseguem detectar um patogeno. O uso do “teste da fita” disponivel no 
comercio (p. ex., Enterotest®) e uma altemativa a endoscopia com biopsia. O Enterotest® e uma capsula contendo 
um fio firmemente enrolado. O fio e desenrolado a uma distancia curta e a ponta e fixada com esparadrapo a 
bochecha do paciente; em seguida, a capsula e deglutida. Dentro de cerca de 30 a 60 minutos, quando a capsula ja 
chegou ao duodeno, o fio e retirado cuidadosamente e qualquer muco aderido a ele e raspado na superficie de uma 
lamina de vidro para exame microscopico direto. Como mencionamos antes, a biopsia do estomago e/ou do 
intestino delgado ainda e uma opgao diagnostica. 

Infeegoes das vias urinarias 

O trato urinario pode ser dividido em vias urinarias superiores (rins, pelves renais e ureteres) e vias urinarias 
inferiores (bexiga e uretra). Na maioria dos casos, as infeegoes das vias urinarias superiores sao ascendentes (/'. e., as 
infeegoes originam-se da bexiga e ascendem pelos ureteres ate os rins). Normalmente, a valvula vesicouretral 
impede o refluxo da urina da bexiga para dentro dos ureteres. Pacientes com anomalias urogenitais ou distensao 
excessiva da bexiga em consequencia da obstrugao do trato de saida, disfungoes neurogenicas ou compressao 
causada pelo utero aumentado durante a gestagao sao especialmente suscetiveis as infeegoes urinarias ascendentes. 
Infeegoes da pelve renal (pielite) e dos rins (pielonefrite) sao as complicagoes mais comuns. As infeegoes podem ser 
agudas ou recidivantes, nesses casos com lesoes inflamatorias crdnicas. 

Em casos menos comuns, as infeegoes das vias urinarias superiores sao causadas pela disseminagao 
hematogenica das bacterias para o cortex renal dos pacientes em septicemia. Abscessos multifocais ou pielonefrite 
supurativa aguda sao as apresentagoes clinicas comuns. 

As infeegoes urinarias podem ser divididas em casos simples e complicados. 7 Exemplos de infeegoes 
simples sao cistites ou pielonefrites agudas das mulheres jovens sem lesoes das vias urinarias ou doenga sistemica 
coexistente. Quando o diagnostico e cistite, o tratamento antibiotico empirico pode ser iniciado sem recorrer a uma 
cultura, porque E. coli e responsavel pela maioria dessas infeegoes. Um exame simples da urina (EAS ou urina-I) ou 
um teste para esterase leucocitaria (EL) deve ser realizado para demonstrar que o processo e inflamatorio; quando 


ha neutrofilos polimorfonucleares, a cultura deve ser realizada antes de iniciar o tratamento. Uma cultura 
subsequente (“teste de cura”) nao e necessaria, a menos que os sintomas persistam. 

A cistite ou a pielonefrite e considerada uma infecgao complicada nos homens, nas criangas, nos pacientes com 
cateteres de longa permanencia e nas mulheres com infecgoes repetidas, anomalias urologicas ou doenga 
coexistente. O exame simples da urina e a urocultura sao necessarios nos casos de cistite complicada e para todos os 
pacientes com pielonefrite. 283,317 

Sinais e sintomas clinicos 

As manifestagoes clinicas fundamentals das infecgoes das vias urinarias superiores sao dor no flanco e febre, 
geralmente tambem com calaffios. Aumento da frequencia miccional, urgencia para urinar e disuria sao queixas 
mais sugestivas das infecgoes da bexiga e da uretra. Entretanto, em alguns pacientes com pielonefrite ou outras 
infecgoes das vias urinarias superiores, principalmente nos portadores de infecgoes ascendentes, primeiro ocorrem 
sintomas compatfveis com infecgoes das vias urinarias inferiores. Essa diferenciagao e importante porque o 
tratamento antimicrobiano difere nessas duas condigoes. 283,317 

Nos casos tipicos, as infecgoes das vias urinarias inferiores afetam a bexiga e/ou a uretra. Os sintomas sao 
semelhantes nas infecgoes dessas duas areas, de forma que o processo tambem e conhecido como sindrome uretral 
aguda. 2 Micgoes frequentes e dolorosas de volumes pequenos de urina turva (/. e., sintomas de frequencia urinaria 
aumentada e disuria) e dor suprapubica sao as manifestagoes clinicas habituais. Vaginite nas mulheres e prostatite 
nos homens podem causar sintomas semelhantes, mas geralmente sao diferenciadas com base nas manifestagoes 
clinicas. O diagnostico e especialmente dificil nos pacientes idosos, que podem nao apresentar febre ou leucocitose 
durante uma infecgao. 

Existe muita controversia quanto ao signiflcado da bacteriuria assintomatica. Embora essa anormalidade tenha 
sido demonstrada em varios tipos de pacientes e condigoes clinicas, problemas medicos graves que exigem 
tratamento para a bacteriuria ocorrem apenas ocasionalmente: gestantes, mulheres submetidas a procedimentos 
geniturinarios invasivos e receptores de transplantes renais durante o periodo pos-operatorio imediato. 209 

Fatores relacionados com o hospedeiro 

A prevalencia das infecgoes urinarias varia com o sexo e a idade do paciente. Nos recem-nascidos e nos lactentes, as 
infecgoes urinarias sao mais comuns nos meninos, com prevalencia geral em torno de 1%. A maioria dessas 
infecgoes esta associada as anomalias congenitas. Quando as criangas comegam a frequentar a escola, a prevalencia 
e maior entre as meninas que os meninos. 289 Essa proporgao mantem-se consistente na vida adulta. Altas taxas de 
incidencia estao associadas a certas condigoes, como diabetes e gravidez. Nos individuos idosos, indices mais altos 
de infecgao podem ser esperados tanto para mulheres (20%) como para homens com condigoes predisponentes 
(10%), sejam elas uropatia obstrutiva causada pela hipertrofia da prostata, dificuldade de esvaziamento da bexiga 
em consequencia do prolapso uterino das mulheres e procedimentos que exigem instrumentagao para ambos os 
sexos. 

Entretanto, as mulheres sexualmente ativas certamente constituem o grupo de risco mais comum para 
desenvolver infecgoes urinarias sintomaticas e bacteriuria assintomatica. 288 Embora as infecgoes assintomaticas 
desse grupo certamente nao causem problemas medicos graves, elas podem ser um previsor de infecgao sintomatica 
no futuro. 209 As mulheres sao mais suscetiveis as infecgoes do que os homens em razao do comprimento mais curto 
da uretra feminina. Os patogenos comuns fazem parte da microbiota bacteriana do perineo, que se origina do trato 
gastrintestinal, especialmente quando as bacterias tern fatores que facilitam sua fixagao ao epitelio urinario. 246 As 
relagoes sexuais facilitam a entrada das bacterias na uretra feminina. 

Outro grupo com risco maior de infecgao e constituido pelos pacientes que utilizam cateteres de longa 
permanencia. 271 O corpo estranho (no caso, um cateter urinario de longa permanencia) assegura a colonizagao do 
cateter nos primeiros 5 dias depois de sua colocagao. A presenga de um cateter colonizado causa bacteriuria 
assintomatica e coloca o paciente em risco de desenvolver infecgao sintomatica, inclusive pielonefrite e sepse 
urinaria. Quando o paciente tambem tern demencia, como ocorre em muitos individuos idosos, pode ser dificil 
determinar se a infecgao e sintomatica. Sem febre e leucocitose, os unicos indicadores podem ser alteragoes sutis da 
personalidade ou do estado mental. Os melhores individuos para avaliar essas caracteristicas normalmente sao os 
cuidadores primarios, nao os medicos, que veem seus pacientes apenas intermitentemente. 


Coleta de amostras de urina para cultura 

Com excegao da mucosa uretral, que favorece o crescimento da microbiota, o trato urinario normal geralmente nao 
abriga bacterias. 141 A urina pode ser contaminada facilmente por bacterias provenientes do canal vaginal, do perineo 
ou da microbiota bacteriana autoctone da uretra. A Tabela 2.5 relaciona alguns microrganismos considerados 
contaminantes e patogenos potenciais das vias urinarias. 


Tabela 2.5 Alguns representantes da microbiota comensal e patogenos potenciais do trato urinario. 


Microbiota comensal 

Patogenos potenciais 

Estreptococos alfa/beta-hemoliticos 

Corynebacterium urealyticum" 

Bacillus spp. 

Enterococcus spp. 

Estafilococos coagulase-negativos 

Enterobacterias" 

Difteroides 

Pseudomonas spp. 

Lactobacillus spp. 

5. aureus 


S. epidermidis (homens idosos) 


5. saprophyticus (mulheres jovens) 


a Proteus e Corynebacterium urealyticum decompoem ureia, alcalinizam a urina e predispoem a formagao de calculos. 


Amostras de urina do jato medio. Os especimes de urina sao obtidos mais comumente pela coleta da urina 
contida no jato medio utilizando tecnica asseptica. A coleta de urina das mulheres por essa tecnica requer instrugoes 
individuals e, em alguns casos, supervisao para assegurar os melhores resultados. 24 Primeiramente, a regiao 
periuretral e o perineo devem ser limpos com 2 ou 3 compressas de gaze impregnadas com agua e sabao, por meio 
de movimentos da frente para tras, depois enxaguados com soro fisiologico ou agua esteril. 

Os labios vaginais devem ser afastados enquanto a paciente urina e os primeiros mililitros eliminados devem ser 
descartados em uma comadre ou no vaso sanitario, de forma que as bacterias da uretra sejam removidas (Figura 
2.2). Em seguida, a urina do jato medio e recolhida em um recipiente esteril de boca larga, que pode ser coberto com 
uma tampa firmemente adaptada. O uso de um tubo para transporte de urina com conservante e recomendavel para 
evitar proliferagao excessiva da microbiota contaminante durante o transporte e o processamento. A preparagao com 
agua e sabao geralmente nao e necessaria aos homens; em vez disso, o meato uretral deve ser simplesmente limpo 
pouco antes de urinar e, em seguida, geralmente e suficiente coletar uma amostra do jato medio. 

Os pacientes atendidos em um consultorio medico ou uma clinica comumente sao solicitados a coletar suas 
proprias amostras. Essa pratica e aceitavel quando o paciente recebe instrugoes cuidadosas quanto a coleta 
apropriada da amostra. E recomendavel que essas instrugoes sejam impressas em um cartao, que o paciente possa 
conservar depois de receber instrugoes verbais. Quando o paciente mostra dificuldade para compreender ou quando 
ha uma barreira de idioma, a enfermeira ou assistente do consultorio deve ler as instrugoes item a item ou prestar 
ajuda direta durante a coleta da amostra. O Boxe 2.2 ilustra um exemplo de cartao com instrugoes. 

A precisao da tecnica de coleta da urina pode ser monitorada ao longo do tempo observando-se a frequencia 
com que as contagens de colonias urinarias variam entre 10.000 e 100.000 UFC/m {. A maioria dos pacientes 
apresenta contagens de colonias fora dessa faixa. Os pacientes sem infecgao nao tern bacterias ou apresentam menos 
de 10 2 UFC/m C. Os pacientes infectados apresentam 100.000 UFC/m/’ ou mais. A frequencia das contagens 
intermediarias nao deve passar de 5 a 10% quando os procedimentos de coleta da urina sao realizados corretamente. 
Os especimes devem ser processados nas primeiras 2 horas depois da coleta, de forma a assegurar a precisao das 
contagens de colonias. 




■ FIGURA 2.2 Tecnica para coleta asseptica da urina do jato medio. A. Os labios vaginais sao separados com os dedos e 
limpos com uma compressa de gaze de 10 * 10 cm impregnada com agua e sabao. B. A parte do meio do jato de urina e 
recolhida em urn recipiente esteril. 

O BD® Urine Collection Kit (Becton-Dickinson, Cockeysville, MD), que se destina a manter a populagao 
bacteriana da urina a temperatura ambiente por 24 horas, foi tao eficaz quanto a refrigeragao das amostras durante a 
noite. 126 Embora possa ser detectada alguma redugao da contagem de colonias depois do armazenamento 
prolongado, esse sistema e recomendado para transportar amostras de urina, cujo processamento podera demorar ate 
24 horas. Os sistemas de transporte que usam acido borico, incluso entre os aditivos do BD® Urine Collection Kit, 
podem ser um metodo altemativo para coleta de amostras de urina nas residencias ou em areas distantes. Com base 
em um estudo com 84 criangas, Jewkes et a/. 133 concluiram que a coleta de urina em acido borico reduz a 
contaminagao, embora o crescimento de patogenos bacterianos potenciais tambem possa ser inibido em um pequeno 
numero de casos. 


Boxe 2.2 


Instrugoes para coleta das amostras limpas de urina do jato medio (mulheres) 

1. Tire todas as suas roupas e sente-se confortavelmente no assento do vaso sanitario, afastando um dos joelhos para o lado, ate onde for possivel. 

2. Afaste seus labios vaginais com uma das maos e continue a manter suas pernas afastadas enquanto se limpa e coleta a amostra. 

3. Lave-se. Procure lavar e enxaguar bem suas partes antes de coletar a amostra de urina. Utilizando todas as 4 compressas de gaze esteril de 10 x 
10 cm embebidas em sabao neutro ou um equivalente, limpe-se da frente para tras do seu corpo. Lave entre as dobras de pele com o maior 
cuidado possivel. 

4. Enxague. Depois de lavar-se com as compressas embebidas em sabao, enxague com uma compressa umida realizando os mesmos movimentos 
da frente para tras. Nao use nenhuma compressa mais de uma vez. 

5. Mantenha suas pernas afastadas e deixe que algumas gotas de urina escorram para dentro do vaso sanitario. Mantenha o recipiente afastado e 
urine o restante dentro dele. 

6. Coloque a tampa do recipiente ou pe^a a enfermeira para fazer isso por voce. 

Outro problema e a coleta de amostras validas de urina do jato medio para cultura de homens idosos 
incontinentes que vivem em instituigoes asilares. Nicolle et al. 210 relataram sucesso em diagnosticar infecgoes 
urinarias nessa populagao de pacientes quando utilizaram um dispositivo de coleta externa, que consistia em um 
preservative esteril e uma bolsa fixada a perna. Antes de colocar o preservative, a glande peniana era limpa com 
agua e sabao e enxaguada com soro fisiologico esteril. A bolsa fixada a perna era examinada a cada 10 a 15 
minutos, ate que fosse recolhida uma amostra. Como a contaminagao com contagens baixas de bacterias ocorreu em 
quase 50% dos pacientes, foi necessario assegurar transporte rapido dos especimes ao laboratorio e transferencia 
imediata aos meios de cultura. As contagens bacterianas acima de 10 5 UFC/mA, principalmente quando eram obtidas 
duas coletas sucessivas, apresentaram correlagao direta com outros indicadores de infeegao urinaria. 



Outros especimes de urina. A fmalidade da tecnica do jato medio e obter urina acumulada na bexiga depois de 
descartar a primeira parte, que fica em contato com a uretra - e provavelmente esta contaminada pela microbiota 
uretral. Entretanto, quando a intenpao e avaliar a possibilidade de uretrite, entao na verdade e a primeira parte da 
urina que interessa. Tradicionalmente, um swab pode ser introduzido na uretra distal para coletar o especime. A 
indicapao principal do exame da urina eliminada inicialmente e diagnosticar uretrites causadas por N. gonorrhoeae e 
Chlamydia trachomatis. 1 '' Na maioria dos casos, os metodos moleculares sao usados na urina para detectar esses 
patogenos. 

No entanto, quando a suspeita diagnostica e de prostatite aguda, as secrepoes prostaticas constituem os 
especimes preferidos. A tecnica usada mais comumente e a cultura comparativa da urina antes e depois da 
massagem prostatica. Um aumento de 10x nas contagens de bacterias depois da massagem da prostata sugere esse 
diagnostico. 72 

Coletas por cateter. A cateterizapao com fmalidade expressa de obter uma amostra de urina deve ser evitada na 
medida do possivel, tendo em vista o risco de introduzir patogenos bacterianos. Em um estudo com 105 mulheres 
com quadro suspeito de infecpao urinaria, 317 os resultados das culturas obtidas a partir de amostras limpas de urina 
do meio do jato nao diferiram quanto a sensibilidade, a especificidade ou aos valores preditivos positivos ou 
negativos, quando comparados com os especimes coletados simultaneamente por cateterizapao direta realizada logo 
depois da obtenpao das amostras do meio do jato. A cateterizapao deve ser limitada aos pacientes que nao 
conseguem fomecer uma amostra adequada de urina do meio do jato e deve ser realizada com atenpao meticulosa a 
tecnica asseptica. Os primeiros mililitros de urina do cateter devem ser descartados para eliminar quaisquer 
microrganismos que possam ter ficado alojados na ponta do cateter durante sua passagem pela uretra. 

As amostras de urina retiradas por meio de cateteres de longa permanencia (/. e., cateteres de Foley) nao sao 
recomendadas, porque nao e possivel diferenciar entre as bacterias que colonizaram o cateter e os patogenos 
potenciais. As amostras de urina tambem nao devem ser retiradas dos fracos de drenagem dos cateteres. Embora 
seja tentador utilizar fraldas molhadas ou frascos de coleta como fontes de urina dos lactentes, e muito dificil 
conseguir um especime interpretavel por esse meio. As pontas dos cateteres de Foley nao sao apropriadas para 
cultura, porque sempre estao contaminadas por microrganismos uretrais ou colonizadores. 304 

Aspirado suprapubico. A aspirapao suprapubica e reservada quase exclusivamente aos recem-nascidos e as 
criancinhas. A Figura 2.3 ilustra essa tecnica, que e realizada mais facilmente quando a bexiga esta cheia. A pele 
suprapubica que recobre a bexiga deve ser desinfetada e, em seguida, sao colocados campos estereis. Perto da area 
em que a punpao devera ser realizada, deve-se injetar uma solupao anestesica (p. ex., cloridrato de lidocaina a 1%) 
no piano subcutaneo. Uma agulha de punpao lombar n 2 18 com bisel curto e introduzida dentro da bexiga e 10 m l: 
de urina sao aspirados por uma seringa. Em razao da natureza invasiva desse procedimento, ele raramente e 
realizado. 




■ FIGURA 2.3 Aspiragao suprapubica da bexiga. Uma agulha e introduzida por via percutanea ate a bexiga, pouco acima 
da sinfise pubica. A urina pode ser retirada por uma agulha. 

Cultura dos especimes de urina 

Essa tecnica requer meios seletivos e nao seletivos. Em geral, uma combinapao de agar-sangue de cameiro a 5% 
com agar MacConkey e suficiente para isolar os microrganismos relacionados na Tabela 2.5. Alguns 
microbiologistas, cujos laboratorios atendem basicamente a pacientes ambulatoriais - nos quais E. coli e o patogeno 
esperado mais comumente - preferem usar agar com eosina-azul de metileno (EMB; do ingles, eosin methylene 
blue), tendo em vista a morfologia tipica dessa bacteria nesse meio. Embora alguns microbiologistas tambem 
acrescentem um meio seletivo para bacterias gram-positivas (p. ex., agar-sangue com colistina-acido nalixidico 
[CAN], ou agar com alcool feniletilico [AFE]), o rendimento desse acrescimo provavelmente nao justifica seu 
custo. 44 Em alguns laboratorios, a inoculapao em placas duplicadas com alpas calibradas de 0,01 e 0,001 m £ e 
realizada para comparar as contagens como metodo de controle de qualidade e para facilitar a contagem das 
colonias. 

Depois de liberar o inoculo da alpa calibrada, a superficie de cada placa com agar deve ser inteiramente riscada 
sobre todos os quadrantes, conforme foi descrito no Capitulo 1, de forma que possam ser realizadas contagens 
semiquantitativas de colonias depois da incubapao. Contagens de colonias iguais ou maiores que 10 s UFC/m ( 
representam o criterio mais comumente utilizado para confirmar a necessidade de realizar identificapao e testes de 
sensibilidade das bacterias isoladas. Quando a contagem de colonias varia de 10 4 a 10 5 UFC/m /, ou quando sao 
obtidas varias amostras, a decisao de realizar a identificapao e os testes de sensibilidade deve ser determinada pelo 
diretor de cada laboratorio, geralmente caso a caso. Alguns microbiologistas usam a contagem de 10 4 UFC/m/ como 
valor de corte, porque as alpas calibradas tendem a subestimar as contagens de colonias. Do mesmo modo, alguns 
laboratorios exigem uma cultura pura, enquanto outros avaliam as culturas com dois patogenos. (Ver descripao mais 
detalhada da avaliapao das culturas mistas.) 

Em geral, as culturas das amostras de urina obtida por cateterizapao ou aspirapao suprapubica sao analisadas 
detalhadamente, mesmo quando as contagens de colonias sao baixas ou sao isolados diversos tipos de 
microrganismos. Contagens de colonias de apenas 10 2 UFC/m / bacilos gram-negativos entericos podem ser 
significativas nas mulheres com sindrome uretral aguda; 284,285 entretanto, o medico precisa alertar o laboratorio 
quanto aos casos suspeitos, porque as tecnicas de urocultura semiquantitativa nao tern sensibilidade para detectar 
contagens tao baixas. O significado dessa infecpao “com contagens baixas de colonias” foi comprovado apenas nas 
mulheres infectadas por bacilos entericos. A contaminapao e um problema ainda mais dificil quando se avaliam 
contagens baixas de microrganismos. Em um estudo, as amostras contaminadas aumentaram em 19% quando se 
utilizou uma alpa de inoculapao de 0,01 m /, 44 Nesses casos, e conveniente conversar com o medico acerca do 
significado dessas bacterias isoladas e da necessidade de realizar exames diagnosticos adicionais. 

Testes de triagem para infecgao urinaria 

A literatura sobre testes de triagem para infecpao urinaria e volumosa, contraditoria e ate certo ponto confusa. Vale 
ressaltar que a triagem para bacteriuria e um procedimento diferente da triagem para inflamapao. 334 Essas duas 
tecnicas estao descritas separadamente em seguida. 

Com excepao dos poucos casos em que a bacteriuria assintomatica e clinicamente importante, a funpao do 
laboratorio de microbiologia clfnica e investigar a existencia de infecpoes urinarias sintomaticas. Alguns estudos 
utilizaram contagens de 10 5 UFC/m/” como parametro substituto, mas essa abordagem e tendenciosa. Talvez seja util 
considerar o problema nos mesmos termos utilizados para descrever a abordagem diagnostica as pneumonias. O 
diagnostico das infecpoes urinarias e baseado na avaliapao dos sintomas clinicos e/ou nos exames usados para 
demonstrar uma reapao inflamatoria. Quando ha comprovapao de uma infecpao, a cultura microbiologica ajuda a 
determinar a causa desse processo infeccioso. 

Testes de triagem para bacteriuria. A demonstrapao de bacteriuria em concentrapoes sugestivas de infecpao 
urinaria pode ser avaliada pelo exame microscopico da urina, por testes para detectar produtos bacterianos e por 
culturas. Nenhum desses exames determina as contagens de colonias no especime de urina com sensibilidade 
adequada. 


Exame microscopico . A coloragao por Gram e uma tecnica de baixo custo para estimar a gravidade da 
bacteriuria. De acordo com um estudo, a presenga de ao menos um microrganismo por campo de imersao em oleo 
da urina nao centrifugada teve sensibilidade de 94% e especificidade de 90% na detecgao das contagens de colonias 
com 10 5 UFC/rn {' no rnfnimo. 1 A vantagem dessa abordagem e que a reatividade dos microrganismos ao Gram 
pode ser caracterizada. Entretanto, a coloragao da urina por Gram nao e realizada na maioria dos laboratories 
clinicos como teste de triagem, porque a revisao metodica dos esfregagos e muito trabalhosa. De acordo com alguns 
autores, o exame da urina centrifugada e nao corada como parte do exame simples da urina (EAS ou urina-I) tern 
sensibilidade semelhante a da coloragao por Gram das amostras de urina nao centrifugadas, 44 mas essa experiencia 
nao e consensual e a maioria dos clinicos nao se baseia no exame simples da urina para detectar bacteriuria. 
Diferenciar entre bacterias e outras particulas nas preparagoes nao coradas examinadas com ampliagao moderada 
pode ser uma tarefa dificil. Um recurso util como garantia da qualidade e comparar os resultados do exame simples 
da urina e da urocultura. 

Testes para produtos bacterianos. Uma abordagem adotada comumente e usar uma fita de teste impregnada 
com reagentes especificos para detectar a presenga de nitrito na urina (teste de Griess) e estimar indiretamente a 
quantidade de neutrofilos segmentados com base na reatividade da EL. 22 A logica do teste do nitrito e que a maioria 
das infecgoes das vias urinarias e causada por representantes da familia das enterobacterias redutoras de nitrato, 
especialmente E. coli. Esse teste tern pouca precisao quando e realizado isoladamente. 136,197 Resultados falso- 
positivos podem ocorrer quando o especime demora a chegar ao laboratorio e ha crescimento excessivo das 
bacterias redutoras de nitrato, ou quando ha interferencia dos farmacos utilizados pelo paciente; os resultados falso- 
negativos ocorrem quando o microrganismo causador da infecgao nao reduz nitratos (p. ex., Enterococcus spp.) ou 
quando o paciente ingere uma dieta sem vegetais (ou seja, perda de uma fonte importante de nitratos). 

A sensibilidade da combinagao do teste da fita de nitrito-EL com bacteriuria de 10 5 UFC/rn/' oscila na faixa de 
79 a 93%, enquanto a especificidade varia entre 82 e 98%. 135,222 De acordo com um estudo envolvendo varios 
centros de pesquisa e 298 especimes de urina com contagens de colonias menores que 10 5 UFC/rn/'', a fita de teste 
detectou 81% dos pacientes infectados. Contudo, em um subgrupo de 204 especimes com piuria, alem de contagens 
de colonias menores que 10 5 UFC/m/ (/. e., inflamagao e bacterias), o indice de detecgao aumentou para 95%. 

Uma tecnica altemativa e o teste de detecgao da catalase, que e produzida pela maioria dos patogenos urinarios e 
e comercializada como Uriscreen® (Savyon Diagnostics, Ashdod, Israel). Aparentemente, essa tecnica funciona da 
mesma forma que o teste do nitrito e apresenta praticamente as mesmas falhas. Quando os patogenos de 
determinada populagao de pacientes produzem catalase, um teste negativo para essa enzima praticamente exclui 
bacteriuria com contagens bacterianas altas; contudo, esse teste nao oferece qualquer vantagem a mais que um teste 
para EL. 230,231 

Detecgao de bacteriuria por cultura. A cultura convencional e uma abordagem simples e economica a triagem 
para bacteriuria. Embora exija incubagao por 18 a 24 horas, a decisao de tratar raramente e urgente. Alguns medicos 
preferem inocular uma dip slide w na urina no consultorio, em vez de enviar a urina para cultura em um laboratorio. 
A dip slide (SOLAR-CULT®; Solar Biologicals, Ogdensburg; Uricult®, Orion Diagnostica, Espoo, Finlandia) 
consiste em uma palheta recoberta dos dois lados por agares propria para recuperar bacterias gram-positivas e gram- 
negativas. A palheta e mergulhada na urina, drenada, recolocada em seu recipiente e incubada. O volume de 
crescimento e avaliado por comparagao com uma tabela. As dip slides sao testes de media ou alta complexidade; os 
medicos que as utilizam devem atender aos requisites para realizar testes desse nivel de complexidade, mesmo que 
as bacterias nao sejam identificadas e que nao sejam realizados testes de sensibilidade. As vantagens dessa tecnica 
sao sua simplicidade e economia quando as amostras sao negativas. A desvantagem e a dificuldade de obter 
subculturas para avaliagao subsequente das colonias. Depois da promulgagao da lei CLIA (Clinical Laboratory 
Improvement Ammendments) em 1988 (ver Capitulo 1), muitos medicos preferem a abordagem mais facil de enviar 
o especime original para um laboratorio diagnostico. 

Testes de triagem para piuria. A EL e produzida pelos leucocitos polimorfonucleares. Uma fita reagente 
impregnada com ester do acido indoxilcarboxilico tamponado e um sal de diazonio pode ser usada para detectar 
atividade de EL na urina. Uma vantagem desse teste e que os leucocitos nao precisam estar viaveis para que seja 
detectada essa atividade enzimatica. Quando o teste foi realizado isoladamente, ele correlacionou-se com 10 ou mais 
leucocitos por campo de grande aumento (WBC/HPF; do ingles, white blood cells per high-power field) na urina, 
com sensibilidade na faixa de 88% e especificidade de 94%. 155 Os resultados falso-positivos do teste da EL podem 


resultar dos ni'veis urinarios altos de acido ascorbico ou albumina (> 300 mg/d l), ou dos efeitos dos conservantes e 
detergentes. A maioria dos resultados falso-negativos ocorre quando as contagens de leucocitos na urina estao na 
faixa limitrofe de 5 a 10 WBC/HPF (leucocito/campo). Kierkegaard el a/. 14 ' relataram que 35% das amostras de 
urina do seu estudo alteraram-se de positivas (30 WBC/HPF) para negativas (10 WBC/HPF) depois do exame 
microscopico, quando a urina demorava ate 3 horas no processo de transporte. Desse modo, o teste da EL e mais 
confiavel para detectar piuria que a contagem microscopica dos neutrofilos, quando o intervalo entre a coleta e o 
processamento nao pode ser controlado. 

Uma opgao util a oferecer aos medicos e realizar urocultura apenas quando o teste para EL e positivo (/. e., se 
um processo inflamatorio estiver presente). Evidentemente, essa abordagem nao e apropriada aos poucos casos em 
que a bacteriuria assintomatica e preocupante, ou quando o paciente tern neutropenia. A opgao de solicitar uma 
urocultura, independentemente da demonstragao de piuria, deve ser oferecida quando o paciente tern sintomas de 
infecgao urinaria aguda. 

Infecgoes do trato genital 

Nos dois sexos, o trato genital consiste nas genitalias interna e externa. Nos homens, a genitalia interna inclui 
testiculos, epididimo, vesiculas seminais e uretra (infecgoes da prostata foram discutidas anteriormente). Nas 
mulheres, a genitalia interna inclui ovarios, tubas uterinas, utero (principalmente endometrio), cervice uterina e 
vagina com suas glandulas acessorias. A genitalia externa consiste no penis e nos labios vaginais. 

Para simplificar a descrigao, as infecgoes genitais podem ser divididas em doengas sexualmente transmissiveis, 
infecgoes periparto e vaginite. A Tabela 2.6 resume os representantes da microbiota comensal e os patogenos mais 
comuns do trato genital. 

Infecgoes sexualmente transmissiveis 47 

Uretrite e cervicite. Uma das infecgoes sexualmente transmissiveis mais comuns e atribuida a C. trachomatis, 
que pode causar uretrite e cervicite. Nos homens, os sintomas estao relacionados basicamente com uretrite (z. e., dor 
ao urinar e secregao uretral). Os homens desenvolvem infecgoes assintomaticas, mas elas sao menos comuns que 
nas mulheres. Nesse ultimo grupo, alem da uretrite aguda, cervicite mucopurulenta bem-defmida e uma 
manifestagao comum da infecgao. 36 Doenga inflamatoria pelvica e a complicagao mais grave dessa infecgao e pode 
provocar retragoes fibroticas inflamatorias das tubas uterinas, que causa infertilidade e gestagoes ectopicas. Isso e 
especialmente problematico com a infecgao por C. trachomatis, que pode ser assintomatica; desse modo, a triagem 
das mulheres sexualmente ativas e necessaria para evitar essas complicagoes graves. 46 N. gonorrhoeae causa uma 
infecgao semelhante a provocada por C. trachomatis nos homens e nas mulheres. Por isso, alguns dos exames 
diagnosticos moleculares detectam simultaneamente e diferenciam esses dois patogenos. Quando uma dessas 
infecgoes e considerada, recomenda-se a realizagao de testes para as duas. 

Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum sao dois agentes etiologicos de uretrite nao gonococica. Outras 
especies de Mycoplasma tambem causam doenga. Esses microrganismos exigem condigoes especiais de cultura. 
Hoje em dia, os ensaios diagnosticos mais modemos, inclusive ensaios de amplificagao de acido nucleico 
especificos para esses microrganismos, estao disponiveis nos laboratories de referenda. 


Tabela 2.6 Microbiota comensal e alguns agentes etiologicos do trato genital. 


Estrutura anatomica 

Microbiota comensal 

Causas de doenga sexualmente 

transmissivel (DST) 

Outras causas nao sexualmente 

transmissiveis 

Uretra 

Enterobacterias, estreptococos a/y, 

Enterococcus spp., difteroides, 

estafilococos coagulase-negativos, 

anaerobios (1 a 2 cm distais) 

Chlamydia trachomatis 

Neisseria gonorrhoeae 


Genitalia externa epele 

Difteroides, estafilococos coagulase- 

Herpes-virus simples tipo 1; 

Candida spp., Streptococcus pyogenes 

perineal 

negativos, Micrococcus e Kocuria 

papilomavirushumano; 





spp., leveduras, Acinetobacterspp., 

enterobacterias 

Treponema pallidum; Haemophilus 

ducreyi; Klebsiella granulomatis 

(granuloma inguinal); Chlamydia 

trachomatis dos sorotipos L1-L3 

(linfogranuloma venereo) 


Vagina 

Lactobacillus spp., anaerobios, 

entereobacterias, alfa/gama 

estreptococos, Enterecoccus spp., 

difteroides, Staphylococcus 

coagulase-negativo (varia com a 

idade) 

Papilomavirus humanos, Trichomonas 

vaginallis 

Candida spp., vaginose bacteriana; 

Staphylococcus aureus (sindrome 

do chogue toxico) 

Endocervice 

Normalmente esteril ou minimamente 

contaminada pela microbiota 

vaginal 

Papilomavirus humano; herpes-virus 

simples tipo2;A/e/sse/70 

gonorrhoeae, Chlamydia 

trachomatis 

Citomegalovirus 

Endometrio, tubas uterinas, 

ovarios 

Normalmente esteril 

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia 

trachomatis 

Infecqio mista (aerobios e 

anaerobios) ascendente; 

Streptococcus pyogenes; Listeria 

monocytogenes, Streptococcus 

agalactiae; Actinomyces israelii 

(nas pacientes com dispositivos 

intrauterinos) 

Infecgoes sistemicas com 

porta de entrada genital 


Virus da imunodeficiencia humana 

(HIV), virus das hepatites B e C 



Doenga ulcerativa genital 

Herpes-virus simples. Varios agentes infecciosos, dos quais a maioria e sexualmente transmissivel, formam 
lesoes ulceradas na genitalia externa e/ou interna. 194 Sem duvida, o herpes-virus simples e o mais comum deles. A 
infecqao inicial geralmente e assintomatica 91 e uma porcentagem pequena dos homens e das mulheres dissemina o 
virus sem ter sintomas/ 12 Na verdade, o indice de disseminagao viral e muito semelhante, independentemente se o 
paciente teve infecgao assintomatica ou clinicamente evidente/ 1 ' Na maioria dos casos, a doenga detectavel 
clinicamente forma lesoes vesiculares com bases eritematosas na glande peniana, vulva, perineo, nadegas ou 
cervice. As vesiculas sao dolorosas, podem ulcerar e podem aparecer manifestagdes sistemicas em alguns casos - 
febre, mal-estar, anorexia e linfadenopatia inguinal bilateral. 

Existem dois sorotipos do herpes-virus simples, que causam infecgoes diferentes sob os pontos de vista 
epidemiologico e clinico. O virus tipo 1 causa mais comumente infecgoes iniciais nos lactentes, nas criangas e nos 
adolescentes. Embora tradicionalmente as infecgoes causadas por esse virus estejam localizadas principalmente na 
metade superior do corpo, cerca de um tergo das infecgoes genitais sao causadas pelo sorotipo 1. Por outro lado, o 
virus tipo 2 esta associado mais comumente as relagoes sexuais e as lesoes genitais, mas tambem pode ocorrer 
infecgao das mucosas oral e nasal. A prevalencia relativa dos 2 sorotipos varia geograficamente. 27 ’ As infecgoes 
pelo tipo 2 tem aumentado nos EUA. 148 A ocorrencia ou a inexistencia de sintomas depois da infecgao pelo virus 
tipo 2 e modificada pelos anticorpos preexistentes contra o virus tipo l 340 e pode ser influenciada pelas 
caracteristicas da cepa viral. 

Os herpes-virus entram em latencia nos ganglios espinais depois da infecgao primaria. A reativaqao da infecqao 
genital e mais comum e a doenqa e mais grave quando a cepa infectante e do tipo 2. Com o transcorrer do tempo, a 
frequencia das recidivas diminui nas infecqoes causadas por esses dois tipos virais. 19 



Outras ulceras genitais. Alem do herpes-virus simples, outras sindromes ulcerativas genitais sao sifilis, 
cancroide (causado por Haemophilus ducreyi ), 240 linfogranuloma venereo (causado por C. trachomatis dos sorotipos 
LI, L2 e L3), J ' 7 granuloma inguinal (causado por Klebsiella granulomatis) e traumatismo. :4n Os cancros sifiliticos 
diferem dos herpeticos porque sao indolores e tern bordas endurecidas com base limpa. 2 ' 11 Ao contrario dos cancros 
sifiliticos, as ulceras do cancroide sao dolorosas e, em contraste com as ulceras herpeticas, nao tern bordas 
endurecidas. A pustula primaria do linfogranuloma venereo pode ser semelhante a lesao do herpes simples; contudo, 
essa primeira doenga geralmente e reconhecida pela linfadenopatia inguinal necrosante bilateral grave. A lesao 
primaria do granuloma inguinal e um nodulo subcutaneo, que forma uma erosao superficial, a partir da qual se 
desenvolve uma lesao granulomatosa cor de carne, indolor e elevada. 

Embora esses outros agentes etiologicos das ulceras genitais sejam relativamente incomuns na maioria das 
regioes dos EUA, infelizmente sua frequencia tern aumentado. Principalmente a sifilis 48 e o cancroide 194,195 devem 
ser incluidos no diagnostico diferencial de algumas regioes geograficas e em determinadas populagoes de pacientes. 
Especialmente o cancroide pode ser subnotificado. 254 

Interagoes de ulceras genitais e infecgao pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV). Os pacientes com 
ulceras genitais por diferentes causas sao mais suscetiveis a adquirir a infecgao pelo HIV. Na verdade, mesmo as 
doengas sexualmente transmissiveis que nao causam ulceras (p. ex., tricomoniase) alteram as mucosas e tomam o 
individuo infectado mais sujeito a contrair a infecgao pelo HIV. Alem disso, os homens infectados por esse virus 
disseminam o herpes-virus simples tipo 2 com mais frequencia que os homens HIV-negativos (ainda que tenham 
relagoes sexuais com individuos do mesmo sexof 1 e tambem sao mais eficientes na disseminagao do HIV no trato 
genital quando lesoes herpeticas ulcerativas estao presentes. 250 

Verrugas venereas. O papilomavirus humano (HPV) causa excrescencias exofiticas no epitelio escamoso da 
pele (/. e., verrugas comuns e verrugas plantares) e nas superficies mucosas dos tratos respiratorio e genital. 114 Em 
geral, as verrugas anogenitais sintomaticas (/. e., condilomas acuminados) sao causadas pelos genotipos 6 e 11. Os 
condilomas acuminados sao excrescencias semelhantes a couve-flor, que se desenvolvem nas superficies mucosas 
umidas, mais comumente na vulva, na vagina, no penis e no anus. As lesoes ceratoticas e pustulosas lisas formam-se 
na pele seca, enquanto as “verrugas planas” assintomaticas podem ser encontradas nas areas secas ou umidas. Em 
geral, as infecgoes nao tratadas regridem espontaneamente, mas a infecgao subclinica ou latente provavelmente e 
comum. As consequencias mais graves da infecgao pelo HPV sao displasias e neoplasias produzidas por alguns 
genotipos de alto risco, especialmente os tipos 16 e 18. 23 Hoje em dia, os testes moleculares usados para detectar os 
genotipos de alto risco sao rotineiros e existem varios metodos excelentes aprovados pela FDA, que podem ser 
escolhidos. Alem disso, existem duas vacinas registradas para os subtipos de alto risco do HPV, que sao 
recomendadas para pre-adolescentes. 

Trichomonas vaginalis. T. vaginalis e um protozoario parasitario sexualmente transmissivel, que infecta homens 
e mulheres. Alguns homens e uma porcentagem significativa das mulheres infectadas sao assintomaticos. Nos casos 
classicos, a infecgao por esse parasita causa secregao abundante amarela ou amarelo-esverdeada espumosa com odor 
fetido, que se acumula no fornix vaginal posterior. No passado, o exame microscopico direto para demonstrar 
microrganismos moveis era realizado no consultorio medico. Entretanto, em vista da necessidade de documentagao 
relativa a adesao as normas referentes a microscopia realizada por medicos, muitos preferem enviar as amostras a 
um laboratorio. Como a motilidade e perdida dentro de um intervalo relativamente curto, os imunoensaios 
enzimaticos e, mais recentemente, os ensaios de amplificagao de acido nucleico foram aprovados para detectar esse 
parasita. Os testes de amplificagao sao especialmente importantes nos grupos assintomaticos de alto risco, porque 
podem detectar infecgoes subclinicas. 

Infecgoes genitais nao transmissiveis por relagoes sexuais 

Vaginite e vaginose. A vaginite e causada por poucos agentes infecciosos, mas compostos irritativos nao 
infecciosos tambem podem causar inflamagao, especialmente quando a mucosa vaginal esta atrofiada. 2 9 Em geral, a 
doenga afeta tambem a vulva (vulvovaginite). Tambem podem ocorrer infecgoes mistas. As manifestagoes classicas 
da candidiase e da vaginose bacteriana estao descritas adiante, enquanto a tricomoniase ja foi detalhada. 
Infelizmente, os sintomas sobrepoem-se tanto, que pode ser impossivel estabelecer o diagnostico defmitivo com 
base nas manifestagoes clinicas. 24 ' Nesses casos, e necessario documentar o agente etiologico por exames 


microbiologicos. De acordo com alguns estudos, cerca de 50% das infecgoes vaginais nao tem uma causa 
demonstravel; entretanto, isso pode mudar a medida que sejam utilizados metodos mais sensiveis. 249 

Candidiase. Nos casos ti'picos, a secregao da candidiase e mais espessa e semelhante a coalhada, enquanto a 
mucosa vaginal tende a estar eritematosa. O agente etiologico mais comum e C. albicans, mas outras especies de 
Candida e ate outros generos podem ocasionalmente infectar a vagina. 

Vaginose bacteriana. Gardnerella vaginalis, que inicialmente parecia estar associada a vaginose bacteriana, na 
verdade atua sinergicamente com bacterias anaerobias (p. ex., Mobiluncus) e causa a secregao fetida tipica. 28 " O 
isolamento de G. vaginalis sem microbiota anaerobia mista e sintomas de vaginose bacteriana provavelmente 
representa a microbiota vaginal. Alguns auto res relataram que a vaginose bacteriana - defmida por criterios 
clinicos - nao estava presente em 55% das mulheres, das quais foi isolada G. vaginalis. Por isso, a cultura para G. 
vaginalis nao e recomendada, em razao do valor preditivo baixo desse exame. A importancia de reconhecer a 
vaginose bacteriana clinicamente e confirmar o diagnostico laboratorial foi enfatizada por alguns autores. 122 Em um 
estudo sobre 49 mulheres com trabalho de parto prematuro, no subgrupo de 12 que tambem tinham vaginose 
bacteriana, 8 (67%) apresentaram risco 2,1 vezes maior de ter parto prematuro antes da 37 a semana de gestagao. A 
vaginose bacteriana tambem foi associada ao baixo peso do recem-nascido. No laboratorio, a vaginose bacteriana e 
mais bem-caracterizada pela tecnica da “coloragao diferenciada por Gram”, embora hoje existam metodos 
moleculares mais modemos. 

Infecgoes do trato genital superior feminino. Essas infecgoes resultam da entrada da microbiota vaginal no 
trato genital superior . 45,121 Por isso, os agentes etiologicos representam uma mistura de bacterias aerobias e 
anaerobias. Por exemplo, estudos demonstraram que A. israelii causa endometrite nas mulheres que usam 
dispositivos intrauterinos. 75 A etiologia parece envolver a formagao de um nicho de carbonato de calcio no 
dispositivo, sobre o qual proliferam algumas especies de Actinomyces. Quando A. israelii esta presente nessas 
infecgoes, o quadro clinico e mais cronico e indolente, que nos casos em que ele esta ausente. 

No periodo puerperal, as infecgoes sao causas comuns de febre e ate mesmo sepse (i. e., infecgoes puerperais). 84 
As mais devastadoras dessas infecgoes sao causadas por C. perfringens (geralmente depois de um aborto com 
instrumentos nao estereis) e S. pyogenes (agente etiologico classico da febre puerperal). Um dos marcos da 
epidemiologia e do controle dessas infecgoes foi o estudo da febre puerperal por Semmelweis, que provou que elas 
eram transmitidas da sala de necropsia as gestantes por medicos que nao lavavam suas maos. 1- A equipe medica 
reagiu relegando-o ao ostracismo; mais de 100 anos depois, a lavagem cuidadosa das maos ainda e um desafio a 
prevengao das infecgoes. 

Complicagoes graves das infecgoes genitais 

As infecgoes em varios sistemas organicos levam microrganismos a corrente sanguinea, resultando em infecgao 
disseminada e doenga metastatica a distancia. Nas mulheres, os agentes infecciosos genitais tambem podem 
disseminar-se pela cavidade peritoneal por meio das tubas uterinas e toxinas podem produzir efeitos extragenitais 
depois que sao absorvidas pela mucosa. A disseminagao pela corrente sanguinea ocorre com patogenos como N. 
gonorrhoeae. Treponema pallidum e quaisquer outros agentes etiologicos das infecgoes do trato genital superior. C. 
trachomatis e N. gonorrhoeae causam peri-hepatite conhecida como sindrome de Fitz-Hugh-Curtis. 146,337 Amostras 
de //. ducreyi e C. trachomatis dos sorotipos que causam linfogranuloma venereo 138 se disseminam aos linfonodos 
regionais, onde causam lesoes supurativas dolorosas e edemaciadas. Alem disso, os granulomas do linfogranuloma 
venereo tambem podem ser encontrados na mucosa retal dos pacientes que tem relagoes anais passivas. 227 O 
granuloma inguinal - tambem conhecido como donovanose - nao causa linfadenopatia regional, 14 mas algumas 
variantes desta infecgao podem causar retragoes fibroticas, que acarretam bloqueio linfatico, linfedema e ate mesmo 
elefantiase da genitalia externa em alguns casos. 259 Em casos raros, a donovanose extragenital pode afetar qualquer 
parte do corpo. 229 Finalmente, como ja mencionamos, o herpes-virus simples migra pelos nervos perifericos aos 
ganglios sacrais. A reativagao do virus pode causar meningite asseptica e tambem doenga genital recidivante. 

As infecgoes genitais tambem podem afetar o feto e o bebe recem-nascido. Alguns agentes infecciosos - 
especialmente virus - atravessam a placenta e infectam o feto em desenvolvimento. 22 Entre os agentes etiologicos 
dessas infecgoes estao virus da rubeola, citomegalovirus, parvovirus, virus varicela-zoster e HIV, assim como T. 


gondii e T. pallidum. Outros microrganismos infectam o recem-nascido a medida que ele passa pela vagina (ou no 
utero, se uma infecgao ascendente causar corioamnionite). Esses agentes infecciosos - predominantemente 
bacterianos - sao N. gonorrhoeae (conjuntivite); C. trachomatis (conjuntivite e pneumonia neonatal); e patogenos 
associados a sepse neonatal, especialmente herpes-virus simples, 147 Streptococcus agalactiae, E. coli e Listeria 
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monocytogenes. 

Diagnostico das infecgoes do trato genital 
Diagnostico da uretrite, cervicite e vaginite 

Uretrite e cervicite. A abordagem tradicional ao diagnostico da uretrite gonococica masculina e examinar uma 
preparagao de esfregago corado por Gram para demonstrar a presenga de diplococos gram-negativos com formato 
de biscoito. Nas secregoes genitais das mulheres, apenas essa demonstragao nao e suficiente para firmar o 
diagnostico, porque outras especies de Neisseria fazem parte da microbiota vaginal normal. Embora a queixa inicial 
das mulheres possa ser uma secregao uretral, as manifestagoes clinicas geralmente sao mais complexas e pode haver 
graus variados de cervicite exsudativa, vaginite, salpingite e doenga inflamatoria pelvica. Por isso, a coloragao por 
Gram e recomendada apenas para os homens com secregao uretral. 135 

O diagnostico defmitivo esta baseado no isolamento do agente etiologico por cultura ou na demonstragao do 
acido nucleico especifico dessa bacteria. Esta ultima modalidade e o padrao de referenda atual, porque a detecgao 
molecular de N. gonorrhoeae e C. trachomatis e mais sensivel que a cultura. 1 35 Se houver suspeita de abuso sexual 
ou se existir a probabilidade de questoes medico-legais futuras (com documentagao do especime como parte da 
“cadeia de custodia”), a cultura e necessaria; nestes casos, recomenda-se o parecer das autoridades locais. A 
detecgao dos antigenos foi superada pelas abordagens moleculares e nao deve ser mais utilizada. 

Vaginite. O metodo mais rapido e menos dispendioso para diagnosticar infecgoes vaginais e uma preparagao a 
fresco das secregoes vaginais. Com o exame microscopico de uma gota das secregoes sem coloragao, podem ser 
detectadas especies de fungos como Candida, formas moveis como T. vaginalis (apenas quando o especime e 
examinado imediatamente) e celulas-guia (do ingles, clue cells ) da vaginose bacteriana. 

A vaginose bacteriana pode ser diagnosticada por varias abordagens. Outros indicadores uteis ao diagnostico da 
vaginose bacteriana eram os niveis altos de atividade de sialidase no liquido vaginal, provavelmente derivada da 
atividade enzimatica das especies de Bacteroides e Prevotella" e a elevagao do pH do liquido vaginal acima de 4,5 
em combinagao com contagens altas de G. vaginalis (avaliada por uma sonda especifica de DNA). ■ Cook et al. ' 
demonstraram que o pH persistentemente alto e os niveis elevados de poliamina e acidos graxos nas secregoes 
vaginais, quando combinado com quantidades pequenas de celulas-guia, tambem eram anormalidades 
complementares uteis para prever recidivas da vaginose bacteriana. As celulas-guia sao celulas do epitelio vaginal 
cobertas por bacterias que nao fazem parte do grupo de Lactobacillus e alteram o indice de refragao das celulas; esta 
anormalidade e resultante da microbiota bacteriana alterada pela vaginose bacteriana. Pesquisadores relataram 
indices de resultados positivos falsos de ate 18,5%, porque outras bacterias tambem podem fixar-se as celulas 
epiteliais. Outro estudo demonstrou indice de resultados falso-negativos de 10% em razao da inibigao da fixagao das 
bacterias pela IgA. Contudo, quando o teste da celula-guia e combinado com a produgao de aminas ou “teste do 
cheiro”, o valor preditivo negativo de 99% oferece um teste de triagem util para confirmar a inexistencia de 
vaginose bacteriana. A produgao de aminas e detectada misturando-se volumes iguais de liquido genital e KOH a 
10%; a percepgao de um odor semelhante ao de peixe constitui um resultado positivo. 1 ' 

O exame microscopico para detectar celulas-guia pode ser realizado com uma preparagao a fresco, ou uma 
preparagao corada pelo corante de Papanicolaou (Pap) ou Gram. Quando se utiliza coloragao pelo Gram, o desvio 
caracteristico dos bacilos predominantemente gram-positivos (Lactobacillus spp.) para uma microbiota mista 
tambem ajuda a confirmar o diagnostico. 1N O metodo de graduagao de Nugent e a abordagem mais amplamente 
adotada para classificar a lamina corada por Gram quanto a existencia de vaginose bacteriana. 212 Como foi 
mencionado antes, a cultura nao e util ao diagnostico dessa doenga. Existem tecnicas moleculares mais modemas 
para diagnosticar vaginose bacteriana, que foram liberadas (ou serao dentro em breve) e precisam ser revisadas. 

Quando nao for possivel examinar imediatamente um especime obtido de uma paciente sintomatica para 
confirmar a presenga de T. vaginalis, existe um metodo de transporte sensivel e conveniente para esse 
microrganismo. O InPouch® TV Test (Biomed Diagnostics, White City, OR) consiste em um meio nutriente 
colocado dentro de uma bolsa plastica. Depois de introduzir o especime (secregao vaginal), a bolsa e selada 


novamente. Mais tarde, o material pode ser examinado imediatamente na forma de uma preparagiio a fresco e/ou 
incubado para exame periodico subsequente quanto a presenga de trofozoitos moveis. Embora seja menos sensivel 
que a cultura ou uma preparagao a fresco (na qual a mobilidade dos parasitas facilita a detecgao), Trichomonas 
podem ser demonstrados pela coloragao de Pap ou Gram. 

T. vaginalis pode ser semeado no meio de Diamond para cultura subsequente, mas esta tecnica nao e utilizada 
comumente e e reservada geralmente para pacientes com doenga refrataria, nas quais se necessita de um isolado do 
parasita para realizar testes de sensibilidade. Mais recentemente, foi langado no mercado um imunoensaio 
enzimatico de fluxo capilar (/. e., OSOM®, Sekisui Diagnostics, Framingham, MA) liberado pela FDA e classificado 
pela CLIA como exame de baixa complexidade para uso no consultorio medico; de acordo com alguns estudos, a 
sensibilidade varia de 82 a 95% e a especificidade, entre 97 e 100%. 42,128 Alem disso, hoje existem metodos 
moleculares disponiveis e liberados pela FDA para uso laboratorial. Dentre esses, o ensaio APTIMA® T. vaginalis 
(Hologic, San Diego, CA) tern sensibilidade e especificidade mais altas, ambas oscilando entre 95 e 100%. Tambem 
existem ensaios desenvolvidos por laboratories comerciais de referencia com indices de sensibilidade e 
especificidade semelhantes. A sensibilidade alta desses ensaios de amplificagao do acido nucleico permite a 
detecgao da doenga subclinica, que e importante para o tratamento e a prevengao da transmissao da doenga aos 
pacientes de alto risco. 

O exame direto (/. e., KOH/coloragao com Gram ou branco calcofluor) geralmente e suficiente para demonstrar 
as quantidades abundantes de Candida nas mulheres com vulvovaginite. A cultura para fungos tern pouca utilidade 
diagnostica. Nas pacientes com infeegoes recidivantes ou renitentes, a cultura para fungos pode ser realizada para 
identificar o tipo de levedura presente e efetuar os testes de sensibilidade. 

Diagnostico da doenga ulcerativa genital e das verrugas venereas. O diagnostico da doenga ulcerativa 
genital pode ser realizado por microscopia direta, microscopia de imunofluorescencia, tecnicas moleculares ou 
cultura, dependendo do microrganismo envolvido e da condigao clinica do paciente. As ulceras herpeticas podem 
ser examinadas por cultura viral ou demonstragao de alteragoes citopatologicas tipicas dos virus. O herpes-virus 
simples leva a formagao de celulas gigantes multinucleadas com inclusoes intranucleares. Essas celulas podem ser 
demonstradas com a coloragao de Wright (ou Wright-Giemsa), hematoxilina e eosina (H&E) ou Papanicolaou. 
Altemativamente, a imunofluorescencia ou os reagentes de imunoperoxidase podem ser usados para corar o 
antigeno viral presente nas celulas epiteliais ou demonstrar o antigeno por meio de um imunoensaio enzimatico.- 
Mais recentemente, varios ensaios de amplificagao do acido nucleico foram liberados e aprovados pela FDA e, entre 
esses, a maioria detecta e diferencia os tipos 1 e 2 do herpes-virus simples a partir do material das lesoes. 

Os corpos de Donovan do granuloma inguinal podem ser demonstrados (com dificuldade) pela coloragao das 
bacterias intracelulares das celulas mononucleares coradas pelo corante de Wright (ou outro equivalente), H&E 
(usada no exame histologico primario das biopsias) ou corante de Papanicolaou.' 1 " 241 A tecnica de cultura classica 
para diagnosticar cancroide utilizava agar-sangue de coelho, que nao esta disponivel na maioria dos laboratories de 
microbiologia. 113 Felizmente, H. ducreyi pode ser cultivado em uma variante do agar-chocolate enriquecido, que 
tambem e utilizado para cultivar N. gonorrhoeae . 63,113 Quando nao se dispoe desse meio modificado, ele pode ser 
substituido por agar-chocolate enriquecido. A presenga de hemina (/. e., fator X) e necessaria ao crescimento desse 
microrganismo. H. ducreyi e labil e nao sobrevive bem ao transporte. Quando se utilizam meios de transporte 
convencionais (p. ex., meio de Amies) e o especime e refrigerado, essa bacteria pode ser isolada com precisao 
aceitavel. 64 Em geral, o linfogranuloma venereo e diagnosticado por sorologia, mas o agente etiologico pode ser 
cultivado quando o material retirado de um linfonodo regional supurado e semeado em cultura para C. 
trachomatis . 2 " Nenhum dos ensaios aprovados pela FDA foi liberado para esse tipo de especime, de forma que 
seriam necessarios estudos de validagao para que esse teste fosse oferecido; isso e dificil, tendo em vista a 
prevalencia baixa da infeegao na maioria dos contextos clinicos. 

No passado, o diagnostico da sifilis primaria geralmente era realizado com base na microscopia de campo escuro 
dos raspados retirados da base da ulcera. : Os raspados precisavam ser examinados imediatamente, porque a 
visualizagao depende da presenga de treponemas moveis vivos. Entretanto, esse teste nao e realizado mais 
comumente. Os CDC (Centers for Disease Control and Prevention) dos EUA dispdem de reagentes 
imunofluorescentes que reagem a T. pallidum, mas seu fomecimento ininterrupto nao pode ser assegurado. Com 
esses reagentes, um esfregago seco pode ser corado depois do transporte ao laboratorio. 130 As tecnicas sorologicas 
sao fundamentais ao diagnostico e o algoritmo recomendado tern passado por modificagoes significativas. Em 


resumo, essas alteragoes permitem que os exames iniciais sejam realizados utilizando um ensaio treponemico (z. e., 
triagem para IgG contra T. pallidum) e, em seguida, um teste nao treponemico (z. e., reagina plasmatica rapida 
[RPR]) nas amostras positivas. Essa alteragao da ordem dos exames (z. e., tradicionalmente os testes nao 
treponemicos eram realizados em primeiro lugar) possibilita rendimento mais alto do equipamento automatizado, 
permitindo a “exclusao” de muitos especimes por uma abordagem extremamente eficiente. 

O diagnostico das verrugas venereas deve ser firmado por tecnicas moleculares, porque os papilomavirus 
humanos nao crescem em cultura de celulas e as reagoes sorologicas nao sao confiaveis. Os testes para subtipos de 
“risco baixo”, que eram realizados no passado, nao sao mais recomendaveis. 114 Hoje em dia, existem tres 
plataformas aprovadas pela FDA para diagnosticar os subtipos de “risco alto”. Um utiliza tecnologia de 
amplificagao de sinais, enquanto os outros dois usam amplificagao de acido nucleico. Um dos ultimos foi aprovado 
pela FDA como “triagem primaria” e isso pode representar uma alteragao expressiva do uso desse teste na saude das 
mulheres. Embora tenha sido aprovada para essa fmalidade, na epoca em que este livro estava sendo escrito, as 
principais sociedades medicas ainda nao haviam endossado essa abordagem. 

Coleta de especimes da uretra masculina 

Quando a secregao uretral e escassa e nao aparecem diplococos intracelulares em uma amostra recolhida 
aleatoriamente, a coleta de um especime das primeiras horas da manha (antes de o paciente urinar) pode ser util. O 
exsudato pode ser espremido do orificio uretral por aplicagao suave de pressao circunferencial no penis; quando nao 
for possivel obter material facilmente, a ponta de um swab fmo de algodao, raiom ou Dacron® com haste de plastico 
ou aluminio pode ser introduzida por 3 a 4 cm adentro da uretra anterior. O swab deve permanecer no local por 
alguns segundos para permitir que suas fibras fiquem saturadas pelo exsudato. Quando for necessario recolher 
material para cultura de C. trachomatis, o swab deve ser girado a 360° para desprender algumas celulas epiteliais. 
Hoje em dia, sao utilizadas mais comumente amostras de urina para realizar testes de amplificagao do acido 
nucleico, que sao mais sensiveis. Entretanto, em alguns casos, pode ser necessario realizar cultura, de forma que 
conservamos aqui a descrigao da tecnica para coleta de material para cultura. Os kits de coleta destinados ao uso em 
cada ensaio vendido no comercio sao fornecidos pelos fabricantes. E necessario recolher a primeira parte da urina, 
que contem celulas uretrais e bacterias que foram desprendidas, em contraste com a urina do jato medio, que e 
obtida para diagnosticar cistite. Os fabricantes desses kits variam quanto as instrugoes especificas recomendadas 
para cultura. 

Coleta de especimes genitais femininos 

Nas mulheres com sinais e sintomas de infecgao genital aguda, as amostras sao retiradas mais comumente da 
cervice uterina. Os especimes cervicais sao obtidos com a ajuda de um especulo depois de remover o muco cervical 
com um swab. Um swab menor com haste de plastico e ponta de Dacron® ou poliester e recomendavel para coletar 
o especime. 1 4 A ponta do swab deve ser introduzida por alguns milimetros adentro do orificio cervical, girada 
firmemente para recolher exsudato e celulas cervicais e retirada com cuidado para nao tocar nas paredes laterais do 
canal vaginal. As amostras uretrais sao recolhidas mais comumente para realizar a triagem das mulheres 
assintomaticas e sao obtidas como um especime urinario. Assim como os homens, a urina e um especime 
satisfatorio para diagnosticar infecgoes femininas. Embora seja ligeiramente menos sensivel que os especimes 
cervicais, ela e menos invasiva e pode evitar a necessidade de fazer um exame com especulo. 

As recomendagoes especificas variam de acordo com o fabricante. As secregoes vaginais podem ser aspiradas 
ou recolhidas por um swab. E dificil coletar especimes do trato genital superior por uma abordagem vaginal, sem 
contaminagao da amostra pela microbiota da vagina. Os especimes endometriais sao obtidos mais facilmente 
introduzindo-se um swab por dentro de um cateter estreito inserido dentro do canal cervical, conforme esta ilustrado 
na Figura 2.4. Com a utilizagao dessa tecnica, ha menos chances de contaminar o especime com as secregoes do 
orificio cervical ou do canal vaginal. 181 Laparoscopia ou abordagens cirurgicas sao necessarias para obter especimes 
das tubas uterinas e dos ovarios. 



■ FIGURA 2.4 Tecnica de cultura do material retirado do endometrio. Por meio de urn especulo, urn cateter e introduzido no 
orificio cervical e urn swab e impelido por dentro dele ate chegar a cavidade endometrial. Isso evita contaminagao do swab 
por contato com a parede vaginal ou o orificio cervical. 

Coleta de especimes das ulceras genitais 

Antes da coleta, deve-se limpar as bases das ulceras para remover restos e bacterias contaminantes. No caso do 
exame em campo escuro ou da preparagao de esfregagos, deve-se utilizar uma lamina de bisturi para causar abrasoes 
na base da lesao e transferir o material para uma lamina de vidro. No caso da cultura, pode-se utilizar um lavado da 
base ou um swab de algodao." 3 Quando as veslculas estao intactas, pode-se usar um swab para coletar llquido para 
preparagoes de Tzanck v ou cultura do herpes-virus. Os swabs para cultura bacteriana podem ser colocados no meio 
de transporte de Amies ou Stuart. 

Infecgoes dos ossos e das articulagoes 
Manifestacoes clinicas e diagnostico 

As infecgoes dos ossos e das articulagoes podem ocorrer depois da disseminagao por via hematogenica do patogeno 
a partir de um foco distante, por extensao direta de uma infecgao adjacente, ou por introdugao dos patogenos 
ambientais depois de um traumatismo. O microrganismo patogenico associado mais comumente a disseminagao 
hematogenica e S. aureus, mas outros microbios tambem podem chegar ao sistema esqueletico por esta via, 
inclusive Borrelia burgdorferi (doenga de Lyme) e fungos causadores de micoses sistemicas (p. ex., Blastomyces 
dermatitidis e Coccidioides spp.). As infecgoes originadas dos tecidos adjacentes geralmente sao polimicrobianas e 
comumente incluem bacterias anaerobias. As lesoes traumaticas refletem a microbiota ambiente introduzida por 
ocasiao do acidente. 

Os sintomas da artrite septica sao febre, dor e inflamagao de uma ou mais articulagoes afetadas. 266 A 
osteomielite pode causar dor e hipersensibilidade localizadas e limitagao da mobilidade. 163 As artrites e a 




osteomielite tambem podem causar manifestagoes sistemicas. Quando o osso afetado faz parte de um membro, o 
problema geralmente e evidente. Nos casos de osteomielite vertebral aguda, geralmente ha um ponto de 
hipersensibilidade sobre a vertebra afetada. Contudo, quando a infecgao e subaguda, o paciente pode ter dor lombar 
difusa ou nenhuma queixa, especialmente na populagao idosa.' 1 A osteomielite pode tornar-se cronica, enquanto a 
artrite septica tern menos tendencia a cronificar. 

O diagnostico da osteomielite deve estar baseado na biopsia cirurgica do osso afetado. Em geral, varios 
especimes sao enviados dessas cirurgias. Alem da cultura, e importante fazer a correlagao histopatologica. O liquido 
de uma articulagao septica pode ser aspirado para exame microscopico e cultura. Esse liquido coagula facilmente, 
de forma que sao necessarias abordagens especiais. O liquido pode ser inoculado diretamente em frascos de 
hemocultura 127,153 ou no sistema Isolator®, 342 que e um metodo eficaz para recuperar patogenos unicos. Como 
altemativa, o liquido pode ser inoculado em um tubo esteril contendo sulfonato de polianetol sodico (SPS) - um 
anticoagulante acrescentado comumente aos frascos de hemocultura; depois do transporte ao laboratorio, o liquido 
nao coagulado pode ser processado como se faz geralmente com qualquer outro liquido corporal normalmente 
esteril. Quando o laboratorio recebe liquido articular coagulado, as contagens de celulas nao podem ser realizadas, 
mas o coagulo pode ser homogeneizado para coloragao por Gram e cultura. E essencial incluir agar-chocolate nas 
culturas do liquido articular, porque bacterias exigentes sao os patogenos predominantes. Nas infecgoes que se 
originaram aparentemente de um episodio de bacteriemia, as hemoculturas sao sensiveis no isolamento do 
patogeno. 61 Em alguns casos, o isolamento de S. aureus do sangue de um paciente sem foco infeccioso evidente 
pode ser o primeiro indicio de osteomielite vertebral. 

Infecgoes do sistema nervoso central 

As infecgoes mais comuns do sistema nervoso central (SNC) sao encefalite (cerebro), mielite (medula espinal), 
meningite (membranas que recobrem o cerebro e a medula espinal) e meningoencefalite. Quando a meningite e a 
encefalite ocorrem simultaneamente (meningoencefalite), na maioria dos casos elas fazem parte do mesmo processo 
infeccioso. As infecgoes dos tecidos moles (p. ex., abscesso epidural) e dos ossos (osteomielite) podem acometer o 
sistema nervoso. As infecgoes do sistema nervoso periferico, inclusive neuroborreliose (uma variante da doenga de 
Lyme), hanseniase e tuberculose, nao sao comuns. V1 

Meningite 

Os pacientes com meningite aguda em fase inicial podem apresentar uma sindrome semelhante a influenza (gripe) - 
dor de garganta, rigidez de nuca, cefaleia, febre baixa e letargia. Nos pacientes idosos, debilitados ou 
imunossuprimidos, o unico indicio dessa infecgao pode ser uma alteragao inesperada do estado mental. Nesses 
casos, podem ser observados graus variados de confusao, agitagao, desorientagao ou coma. Os sinais de Brudzinski 
(z. e., resistencia a flexao passiva do pescogo) e Kemig (z. e., incapacidade de estender a perna quando a coxa e 
flexionada a 90° em relagao ao tronco) positivos sao indicios de irritagao menlngea. A meningite subaguda ou 
cronica provocada pela tuberculose ou por infecgoes fungicas pode causar sinais de hipertensao intracraniana (p. 
ex., edema da papila, nauseas e vdmitos) e alteragoes mentais, inclusive desorientagao, confusao, transtornos da 
personalidade e estupor. 190 

Normalmente, o liquido cefalorraquidiano (LCR) e incolor como a agua, nao contem mais que cinco linfocitos 
por mililitro, tern concentragao de glicose entre 45 e 100 mg/df (dependendo do nivel glicemico), tern concentragao 
de proteinas entre 14 e 45 mg/d 7' e e esteril. A Tabela 2.7 resume as alteragoes classicas atribuiveis a meningite. As 
infecgoes bacterianas, que geralmente evoluem com contagens altas de leucocitos polimorfonucleares, sao 
comumente descritas como meningite septica ou purulenta, enquanto as infecgoes sem reagao neutrofilica acentuada 
(infecgoes causadas por micobacterias, virus e a maioria dos fungos) sao referidas como meningite asseptica. 711 O 
termo leigo “meningite espinal” utilizado comumente nao e exato, nem esclarecedor porque e raro que apenas um 
segmento das meninges seja afetado; em geral, este termo e usado para descrever meningite meningococica, mas 
evidentemente qualquer agente etiologico pode acometer as meninges espinais. 

Os agentes infecciosos podem ter acesso ao SNC pela corrente sanguinea ou por extensao direta das estruturas 
adjacentes. Os herpes-virus e o virus da raiva chegam ao SNC por extensao retrograda ao longo dos nervos 
perifericos originados a partir dos ganglios espinais, mas essa via nao e comum para os outros patogenos. 


A meningite e mais prevalente em algumas faixas etarias ou nos pacientes com diversas doengas coexistentes. 
Nos recem-nascidos, a meningite resulta mais comumente de uma infecgao adquirida da mae durante a vida 
intrauterina ou no parto vaginal. 6,344 S. agalactiae e E. coli sao os microrganismos isolados mais comumente; L. 
monocytogenes, varias enterobacterias, Pseudomonas spp., Elizabethkingia meningosepticum, S. aureus e diversas 
bacterias anaerobias sao isolados menos comumente. Por motivos desconhecidos, Citrobacter koseri (diversus) pode 
causar meningoencefalite devastadora no recem-nascido. 1 " 4 O herpes-virus simples tipo 2 causa meningite nos 
recem-nascidos depois de ser adquirido durante o parto vaginal e pode evoluir para doenga totalmente 
disseminada. 296 

N. meningitidis causa infecgoes em todas as faixas etarias. H. influenzae tipo B era a causa mais comum de 
meningite bacteriana aguda na faixa etaria de 6 meses a 5 anos. Essa infecgao, contudo, foi praticamente erradicada 
pela vacinagao eficaz. Do mesmo modo, a incidencia da meningite causada por S. pneumoniae - que pode resultar 
da bacteriemia ou pela disseminagao da infecgao dos seios paranasais adjacentes ou da orelha media, foi 
substancialmente reduzida em razao da vacinagao. 

Nos adultos, S. pneumoniae ainda e uma causa importante de meningite bacteriana. Nos adultos jovens, N. 
meningitidis tambem e um patogeno comum, para o qual existe uma vacina altamente recomendavel, embora nao 
seja obrigatoria. Listeria e uma causa importante de meningite hematogenica, que infecta preferencialmente 
pacientes com doengas coexistentes, inclusive neoplasias malignas. Na populagao idosa, a meningite segue as idades 
shakespearianas do ser humano, ou seja, os patogenos do periodo neonatal voltam a aparecer nessa faixa etaria. E. 
coli e outros bacilos gram-negativos tern prevalencia alta, 190 enquanto S. agalactiae tambem e um patogeno 
importante. 76 

Em todas as faixas etarias, a meningite viral e causada principalmente por enterovirus. 231 Diversos virus sao 
transmitidos por carrapatos e mosquitos (virus ou arbovirus transmitidos por artropodes), mas raramente causam 
acometimento do SNC. 41 O virus do oeste do Nilo apareceu nos EUA desde a ultima edigao deste livro e depois se 
tomou endemico. 207 


Tabela 2.7 Anormalidades do liquido cefalorraquidiano na meningite. 


Parametro 

Bacterias 

Micobacterias 

Fungos 

Virus 

Excegoes 

Neutrofilos 

polimorfonucleares 

Contagemaltaou 

muitoalta 

Contagem alta 

Contagem alta 

Ausente ou contagem 

inicialmentealta; 

em geral, ausentes 

nas fases 

adiantadas 

Podem estar ausentes 

com Cryptococcus 

neoformans e nos 

pacientes 

gravemente 

imunossuprimidos 

Monocitos 

Variaveis 

Variaveis 

Variaveis 

Geralmente presentes 


Glicose 

Baixa 

Baixa 

Baixa 

Normal 

Pode estar baixa nas 

infecgoes por 

herpes simples 

Proteina 

Alta 

Alta 

Alta 

Elevada 



C. neoformans, M. tuberculosis e os fungos dimorficos H. capsulatum e Coccidioides spp. causam as formas 
cronicas ou indolentes de meningite, tanto nos hospedeiros saudaveis quanto nos portadores de disfungao das 
defesas imunes. Nos casos tipicos, a meningite asseptica recidivante (meningite de Mollaret) e causada pelo herpes¬ 
virus simples, 295 mas o diagnostico precisa ser confirmado por tecnicas moleculares. E. coli, K. pneumoniae e 
estafilococos sao isolados mais comumente dos pacientes com meningite pos-traumatica ou pos-operatoria. Cerca 
de 50% dos casos de meningite aguda associada aos shunts ventriculares sao causados por estafilococos coagulase- 
negativos; outros representantes da microbiota cutanea, inclusive Corynebacterium spp. e Propionibacterium acnes, 
tambem sao agentes etiologicos importantes. 190 



Naegleria fowleri - uma ameba de vida livre - causa meningoencefalite necrosante conhecida como 
meningoencefalite amebiana primaria, principalmente nos pacientes que nadam em aguas salobras momas. 172 
Acanthamoeba e Balamuthia mandrillaris causam meningoencefalite granulomatosa cronica. Esses parasitas estao 
descritos com mais detalhes no Apendice II. 

Encefalites e abscessos cerebrais 

Abscesso cerebral e encefalite sao as infecqoes mais graves do SNC. 182,233,331 A encefalite e causada mais 
comumente por virus, embora tambem possa ser atribuida a outros agentes patogenicos, inclusive M. pneumoniae. O 
agente etiologico da maioria das encefalites e desconhecido. 1 " 0 Herpes-virus simples tipo 1 e o patogeno mais 
comumente identificado nos casos de encefalite esporadica. O virus reativado ascende ao nervo olfatorio, 
alcanqando o lobo temporal do cerebro, onde causa encefalite necrosante tipica em razao de sua local izagao 
anatomica. Esse diagnostico nao e provavel quando nao ha indicios de doenqa do lobo temporal ou pleocitose 
(reaqao inflamatoria) no LCR, embora tenham sido descritas exceqoes, especialmente em crianqas. No passado, a 
biopsia do lobo temporal era necessaria para estabelecer o diagnostico defmitivo. Atualmente, esse procedimento e 
realizado muito raramente e o diagnostico e baseado principalmente na detecqao de herpes-virus simples no LCR 
pela tecnica de PCR. 

O virus varicela-zoster tambem causa encefalite localizada, mas isso nao e tao comum. Em geral, essa infecqao 
acomete pacientes com herpes-zoster oftalmico (uma infecpao recidivante, que geralmente ocorre anos depois da 
varicela). O virus sobe pelo nervo craniano V (trigemeo) e causa uma infecqao necrosante, geralmente com 
vasculite e presumivelmente com infartos vasculares pequenos. 149 O quadro clinico pode ate simular um acidente 
vascular encefalico nao infeccioso. Esse tipo de encefalite tambem e diagnosticado basicamente por PCR do LCR 
para detectar o herpes-virus-zoster. 

Outros tipos de encefalite epidemica ou esporadica afetam difiisamente o cerebro; as manifestaqoes clinicas e 
radiograficas nao sao diagnosticas de uma etiologia especifica, que deve ser defmida com base em tecnicas 
sorologicas, microbiologicas ou moleculares. A raiva (felizmente, uma infecqao extremamente rara) sempre e fatal 
se nao for tratada; quando esta associada a mordida de um animal, o diagnostico e evidente, mas o contato com um 
animal nem sempre e claro e o diagnostico pode ser estabelecido apenas pela necropsia. 211 Infelizmente, o virus da 
raiva hoje esta incluido entre os agentes patogenicos que podem ser transmitidos por transplantes de orgaos. 

As bacterias anaerobias sao isoladas comumente dos abscessos cerebrais; estreptococos anaerobios, Prevotella 
melaninogenica, Bacteroides spp., Fusobacterium nucleatum, Eubacterium spp. e P. acnes sao os microrganismos 
mais comumente isolados. As bacterias aerobias recuperadas mais frequentemente sao estreptococos alfa-/beta- 
hemoliticos, S. aureus, S. pneumoniae e bacilos gram-negativos, tanto Enterobacteriaceae quanto microrganismos 
nao fermentadores. As especies de Nocardia e alguns fiingos demacios como Cladophialophora bantianum (antes 
conhecido como Xylohypha bantiana ) sao especialmente neurotroficos e tambem podem causar abscessos 
cerebrais. 2 ^ Uma encefalite necrosante pode ser causada pela disseminaqao dos fiingos zigomicetos de um seio 
paranasal para o olho e o cerebro (/. e., zigomicose rinocerebral), principalmente nos pacientes com doenqa 
neoplasica ou imunossupressao, assim como nos pacientes diabeticos em cetoacidose. 178 

O abscesso cerebral pode ser atribuido a disseminaqao bacteriemica, principalmente nos pacientes com 
endocardite bacteriana, dos quais geralmente se isola um unico microrganismo/ 1 Por outro lado, pode ocorrer 
disseminaqao direta de um foco infeccioso localizado em um seio paranasal adjacente ou da orelha media adjacente; 
nestes casos, as infecqoes comumente sao polimicrobianas. 242 Muitos estreptococos do grupo viridans sao isolados 
como parte de uma infecqao polimicrobiana, mas um estreptococo em especial - conhecido coloquialmente como 
“estreptococo do grupo de Milleri” - causa abscessos em varios orgaos, inclusive cerebro, comumente como 
patogeno unico. '' 4,311 

Varias infecqoes parasitarias podem causar infecqao necrosante ou uma lesao expansiva no cerebro. Isso inclui 
as especies de Acanthamoeba e outras amebas de vida livre semelhantes, 172 Taenia solium (que forma cisticercos) 262 
e T. gondii. A malaria cerebral causada por Plasmodium falciparum e uma complicaqao comumente fatal, na qual 
os capilares cerebrais sao obstruidos e o cerebro torna-se hipoxemico. 11< ,27; ’ 

Diagnostico das infecgdes do sistema nervoso central 


Coleta dos especimes. Os especimes do SNC para cultura incluem LCR (obtido por aspiragao subdural ou 
ventricular, ou por pungao lombar), llquido de um abscesso cerebral (obtido por aspiragao) e tecidos cerebrals 
(retirados por biopsia cirargica). A Figura 2.5 ilustra a tecnica da pungao lombar. 

O LCR obtido por pungao lombar espinal e o especime do SNC recebido mais comumente no laboratorio. Em 
condigoes ideais, o laboratorio deve receber tres tubos separados com LCR: 

Tubo 1 para contagens de celulas e coloragoes diferenciais. 

Tubo 2 para coloragao por Gram e cultura. 

Tubo 3 para dosagens de glicose e protelnas ou exames especiais, inclusive VDRL (Venereal Disease Research 
Laboratory; um teste sorologico para slfilis), testes para antlgeno criptococico ou citologia, dependendo do 
quadro cllnico. 



■ FIGURA 2.5 Tecnica da pungao lombar: o paciente deita-se de lado com os joelhos flexionados e o dorso arqueado, de 
forma a afastar as vertebras lombares. A. O paciente e coberto com campos cirurgicos e uma area sobre a coluna lombar e 
desinfetada. B. O espago entre as vertebras lombares L3 e L4 e palpado com o dedo indicador coberto por luva. C. A agulha 
espinal e direcionada cuidadosamente entre os processos espinhosos, atravessando os ligamentos intraespinais ate entrar no 
canal medular. 








































Avaliagao da reagao inflamatoria e tecnicas de microscopia. E importante adotar uma abordagem 
ordenada ao processamento e a cultura das amostras de LCR. O tempo decorrido entre a coleta de um especime e 
seu recebimento no laboratorio deve ser monitorado, assim como o intervalo entre o recebimento e o resultado. Os 
tempos longos de transporte e entre processamento e obtengao do resultado podem ter efeitos deleterios no cuidado 
prestado aos pacientes. O exame dos esfregagos corados de LCR sedimentado ajuda a estabelecer um diagnostico 
presuntivo e a deflnir as recomendagoes para a selegao dos meios de cultura. Os microrganismos podem ser 
detectados comumente nos esfregagos de LCR corados por Gram ou por azul de metileno, desde que estejam 
presentes em concentragoes de no mlnimo 10 4 ate 10 5 /m ('. Alguns autores sugeriram que os microrganismos gram- 
negativos geralmente sejam mais bem-observados no esfregago corado por azul de metileno, porque as celulas que 
se coram em azul-escuro sao mais faceis de diferenciar dos restos situados ao fundo. 62 A safranina cora o fundo em 
rosa-vermelho na coloragao por Gram, o que tende a obscurecer qualquer bacteria que se core em rosa. O acrescimo 
de fucsina basica a 0,05% ao contracorante de safranina facilita a coloragao das bacterias gram-negativas. Smalley e 
Bradley 271 sugeriram que o teste de EL possa substituir a realizagao das contagens de celulas nos llquidos corporals 
suspeitos de conter bacterias, mas essa rccomendagao nao se tomou pratica corrente. Em um estudo com 63 llquidos 
peritoneais com culturas positivas, 85,7% tambem tiveram reagoes positivas no teste para EL. Em seis das nove 
amostras com cultura positiva e teste negativo para EL cresceram apenas algumas colonias de estafilococos 
coagulase-negativos - um isolado com significado cllnico duvidoso. DeLozier e Auerbach 68 relataram sensibilidade 
geral de 84,4% e especificidade de 98,1% quando utilizaram o teste de fita para EL nos llquidos cefalorraquidianos 
coletados de 800 pacientes com quadro suspeito de meningite. A sensibilidade do teste para EL nos casos de 
meningite bacteriana comprovada por cultura foi de apenas 73%. Os autores concluiram que o teste para EL e um 
complemento, mas nao um substitute para a contagem de celulas e as analises bioquimicas do LCR na avaliagao 
laboratorial inicial da meningite bacteriana. O uso dos testes antigenicos para patogenos bacterianos nos especimes 
de LCR foi praticamente abandonado e geralmente nao e recomendado. Prestes a serem liberados, os ensaios 
diagnostics utilizando testes moleculares multiplex sao muito promissores para a detecgao mais rapida dos 
patogenos que causam meningite. 

Detecgao direta de antigenos e acidos nucleicos. O entusiasmo inicial em tomo do diagnostico rapido das 
meningites bacterianas por meio da detecgao de antigenos foi arrefecido pelos estudos mais recentes. 23 ' Quando 
testes de aglutinagao das particulas de latex para H. influenzae tipo B, S. agalactiae, N. meningitidis e S. 
pneumoniae foram realizados em 1.540 especimes de LCR obtidos de pacientes com quadro suspeito de meningite 
bacteriana aguda, o antigeno especifico foi detectado em apenas 27 amostras. 230 Os resultados positivos aos 
antigenos foram uteis apenas ao tratamento dos recem-nascidos com infecgoes causadas por estreptococos do grupo 
B. Esses autores consideraram que o teste do latex nao teve uma relagao de custo-eficacia favoravel. Alem disso, 
alguns casos de aglutinagao falso-positiva tomam o valor preditivo de um teste positivo inaceitavelmente baixo. O 
uso desses testes diminuiu drasticamente e hoje nao pode ser recomendado. 

Por outro lado, a detecgao direta do antigeno criptococico no LCR e quase tao sensivel quanto a cultura e, na 
maioria dos laboratories, geralmente substituiu o teste menos sensivel com tinta nanquim. Empresas desenvolveram 
kits de aglutinagao do latex e imunoensaios enzimaticos. Em um estudo com 218 amostras de LCR, que incluiam 16 
pacientes retrospectivos e 6 pacientes prospectivos com criptococose confirmada, 2 kits de antigeno em latex 
tiveram sensibilidade de 100% em comparagao com a cultura. 339 Alguns testes falso-positivos foram causados ao 
menos em parte pela presenga de “fator reumatoide” nos especimes, ou pelo transporte inadequado das amostras. 333 
Embora as infecgoes por Trichosporon sejam muito raras, os especimes obtidos desses pacientes tiveram resultados 
falso-positivos para detecgao de antigeno criptococico. O tratamento dos especimes com pronase reduz as reagoes 
falsas, mas nao as elimina por complete. 245 A sensibilidade dos testes de latex com soro, mas nao com LCR, 
aumenta quando as amostras sao tratadas com pronase. 111 

Pesquisadores desenvolveram tecnicas moleculares para diagnosticar algumas infecgoes, principalmente as 
causadas pelos herpes-virus simples e enterovirus. 248,306 Essa aplicagao supera em muito a sensibilidade dos metodos 
baseados em cultura para detectar esses virus nas amostras e tornou-se o padrao diagnostico para detectar esses 
patogenos no LCR. Embora ainda nao estejam disponiveis comercialmente na epoca em que este livro estava sendo 
escrito, existem ensaios de PCR multiplex em desenvolvimento, que tern como alvo os agentes etiologicos da 
meningite e da meningoencefalite. Esses ensaios usam plataformas aprovadas hoje em dia pela FDA e que tambem 
sao usadas para detectar virus respiratorios e patogenos gastrintestinais. 


Diagnostico sorologico. A sorologia e um recurso diagnostico util para confirmar infecgoes causadas por alguns 
arbovirus, inclusive o virus do oeste do Nilo. Isso e importante, porque o periodo de viremia e transitorio e os 
resultados sorologicos podem suplantar a sensibilidade dos testes de reagao da cadeia de polimerase por 
transcriptase reversa (RT-PCR; do ingles, reverse transcription polymerase chain reaction) com amostras de LCR. 
A detecgao de IgM no LCR e o metodo preferido por alguns laboratories, nos quais o desempenho do teste e 
cuidadosamente controlado e monitorado. 1 9,224 A razao entre imunoglobulina no LCR contra o virus do sarampo e 
os niveis dos anticorpos no soro tem sido usada para diagnosticar pan-encefalite esclerosante subaguda (PESA). 

Diagnostico por cultura. Cultura e o metodo-padrao diagnostico para bacterias e fiingos. As amostras de LCR 
dos pacientes com meningite cronica (geralmente, meningite basilar) causada por M. tuberculosis e pelos fiingos 
dimorficos H. capsulatum e Coccidioides comumente sao negativas. Nesses casos, o diagnostico geralmente 
depende da avaliagao de uma biopsia de meninges por cultura e histopatologia. A cultura dos virus obtidos por esses 
especimes praticamente nao e realizada, tendo em vista a superioridade dos metodos moleculares. A questao mais 
importante relativa a meningite e se ha um patogeno bacteriano, que poderia ser tratado com antibioticos, de forma 
que a coloragao pelo Gram e as culturas bacterianas sao essenciais. 

Na preparagao dos especimes de LCR para cultura, o liquido deve ser centrifugado para concentrar quaisquer 
bacterias possivelmente presentes. A centrifugagao tambem e recomendada para isolar M. tuberculosis dos pacientes 
com quadro suspeito de meningite tuberculosa. O volume total minimo de 6 ml, que nao precisa ser coletado todo 
de uma so vez, deve ser processado para aumentar as chances de isolar micobacterias. 298 Como altemativa a 
centrifugagao, o LCR pode ser passado por um filtro de 0,45 mm (Millipore®, Bedford, MA) para concentrar as 
celulas microbianas. Os filtros devem ser colocados com o lado voltado para baixo sobre a superficie do agar e 
transferidos para um outro local depois de 24 horas de incubagao. Gray e Fedorko" publicaram uma revisao 
excelente com abordagens sobre diagnostico laboratorial da meningite. 

Feridas, abscessos e celulite 

Manifestacoes chnicas 

A acumulagao de pus, seja dentro de um abscesso, drenando de uma fistula ou de uma superficie mucocutanea, e um 
dos indicadores principais de uma infecgao supurativa. Tambem existem graus variados de eritema, dor e edema. As 
infecgoes exogenas das feridas incluem as que estao associadas as lesoes traumaticas ou as ulceras de decubito (ou 
ulceras de pressao), 16 ' 1 mordidas de animais ou seres humanos, 90,293 queimaduras 67,185 ou corpos estranhos na pele ou 
nas mucosas. 

As feridas e os abscessos intemos podem estar associados a apendicite, colecistite, celulite, infecgoes dentarias, 
osteomielite, empiema, artrite septica, sinusite ou outras infecgoes das estruturas intemas. Muitos desses processos 
sao nosocomiais (/. e., adquiridos nos servigos de saude) e contrafdos depois de procedimentos invasivos, 
manipulagoes cinirgicas ou colocagao de proteses. Por outro lado, tambem podem ser formados por disseminagao 
hematogenica dos microrganismos a partir de um foco infeccioso primario situado a distancia (/. e., focos 
metastaticos). Por fim, pode ocorrer disseminagao direta das bacterias de um foco infeccioso adjacente ou de uma 
viscera rompida, principalmente intestino grosso. As bacterias anaerobias estao presentes comumente quando o foco 
infeccioso esta proximo do intestino ou quando a ferida esta contaminada pela microbiota fecal. 208 

Algumas bacterias estao associadas a condigoes clinicas especiais. Por exemplo, Pasteurella multocida e 
encontrada comumente nas feridas causadas por mordidas de animais. 90,293 P aeruginosa e patogeno comum de 
feridas penetrantes nos pes de pacientes que estao usando tenis. 131 P aeruginosa, Candida spp. e varios fungos 
filamentares sao agentes etiologicos comuns das infecgoes de feridas causadas por queimaduras, 170 mas o herpes¬ 
virus simples tambem foi detectado nessa populagao de pacientes. 93 As bacterias gram-positivas aerobias (inclusive 
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes), as bacterias estritamente anaerobias e os bacilos gram-negativos 
aerobios frequentemente causam infecgoes nos pacientes diabeticos. 1 ’ ’ 

Algumas infecgoes de feridas e abscessos sao polimicrobianas, principalmente os que resultam de derramamento 
de materia fecal, ulceras de pressao e infecgoes dos pacientes diabeticos. Existe controversia significativa quanto a 
utilidade de identificar e realizar testes de sensibilidade antimicrobiana com os diversos microrganismos isolados, 
mesmo quando o especime e uma biopsia de tecidos. Os problemas na obtengao de especimes representatives 
tomam dificil assegurar que todas as especies patogenicas foram isoladas. Um exemplo particularmente 


esclarecedor desse fenomeno foi um estudo de abscessos, no qual varias culturas de cada especime foram realizadas 
por um periodo maior que 24 horas; do total de 37 cepas anaerobias, 11 nao foram isoladas pela semeadura inicial. 12 
Por isso, pode-se recomendar o tratamento emplrico com base nos patogenos provavelmente esperados em 
determinada condigao clmica, principalmente nos casos de infecgao polimicrobiana. 2 

Celulite e uma infecgao dos tecidos moles, que se espalha pelos pianos de tecidos conjuntivos superficiais, em 
vez de formar uma lesao expansiva, como ocorre durante a formagao de um abscesso. Em geral, e posslvel encontrar 
eritema, aumento da temperatura local e edema por palpagao da pele que recobre a regiao afetada. 291 Na maioria dos 
casos, a celulite e causada por estafilococos e estreptococos, mas em algumas situagoes tambem ha participagao dos 
bacilos gram-negativos e das bacterias anaerobias. Fasciite necrosante e uma infecgao mais profunda, que se espalha 
pelos tecidos conjuntivos (/. e., fascias). Nos casos tipicos, essa infecgao e causada por microrganismos como S. 
pyogenes e C. perfringens, mas tambem pode ser atribuida a outras bacterias. A fasciite necrosante e uma doenga 
que progride rapidamente e deve ser tratada como emergencia medico-cirurgica. 

Diagnostico das infecgoes de feridas, abscessos e celulite 

Coleta dos especimes. As feridas superficiais sao colonizadas rapidamente pelas bacterias do ambiente. Por 
isso, quando ha infecgao de uma ferida subjacente ou celulite associada, a coleta de um especime superficial com 
swab quase certamente reflete mais a microbiota colonizadora do que a causa real do processo infeccioso. Mesmo 
que o patogeno implicado seja isolado dentre as dezenas de microbios colonizadores, nao e possivel determinar qual 
dos muitos microrganismos isolados causa a doenga. Por isso, os metodos mais recomendaveis para coletar material 
para exame sao uma biopsia profunda dos tecidos depois da curetagem dos pianos superficiais da ferida ou 
aspiragao do liquido/pus localizado nos pianos profundos da ferida ou dos abscessos subjacentes por meio de um 
acesso atraves da pele adjacente nao contaminada. A pele atraves da qual e realizada a aspiragao deve 
primeiramente ser descontaminada com sabao cirurgico e alcool etilico ou isopropilico a 70%, clorexedina ou um 
desinfetante semelhante. No passado, a seringa de aspiragao era utilizada comumente como recipiente de transporte, 
contanto que a agulha fosse tampada. Hoje, esse procedimento nao e mais aceitavel em vista do risco de transmissao 
de virus por meio de uma picada de agulha com sangue contaminado. O material aspirado deve ser colocado em um 
frasco de transporte anaerobio e enviado imediatamente ao laboratorio para processamento. A seringa com a agulha 
nao deve ser recapeada; pelo contrario, depois de derramar o especime no recipiente de transporte, a seringa com a 
agulha deve ser descartada em recipientes proprios para “perfiirocortantes”. 

A aspiragao de material de uma area de celulite, com ou sem injetar primeiramente soro fisiologico esteril, pode 
ser tentada, mas os resultados geralmente sao insatisfatorios. As biopsias obtidas por meio de lancetas (do ingles, 
punch biopsies ) podem fomecer resultados mais satisfatorios. 2 ' Independentemente se for tentada biopsia ou 
aspiragao, esse procedimento deve ser realizado na borda principal da celulite. Em geral, as hemoculturas nao sao 
uteis nesse contexto clinico. 21 ' Em muitos casos, a abordagem terapeutica e defmida pelo conhecimento empirico 
dos patogenos esperados em determinada situagao clmica. 

Exame microscopico dos especimes. A coloragao por Gram deve ser realizada com todos os especimes (ver 
Capitulo 1). Existem varios sistemas de graduagao (i. e., para identificar os especimes nos quais as culturas tern 
mais chances de demonstrar o agente etiologico da infecgao de uma ferida, em vez da microbiota colonizadora). 29 ' 
Os indicios morfologicos quanto a etiologia podem sugerir outros procedimentos diagnostics, alem dos que foram 
solicitados pelo medico (p. ex., culturas para fiingos ou anaerobios). Quando o laboratorio recebe uma biopsia de 
tecidos, o exame histologico dos cortes corados com H&E revela o tipo de reagao inflamatoria, que deve orientar a 
solicitagao das coloragoes bioquimicas subsequentes para bacterias e fungos e, possivelmente coloragoes imuno- 
histoquimicas para avaliar possiveis inclusoes virais. 

Cultura. Meios nao seletivos, seletivos/diferenciados e nao seletivos enriquecidos devem ser usados para isolar 
tanto especies bacterianas eugonicas como fastidiosas. A cultura para anaerobios e apropriada se os tecidos ou o 
material aspirado foram obtidos, mas nao e adequada para cultura de superficies ou swabs. 

Alguns autores recomendaram culturas microbianas quantitativas para pacientes com feridas, de forma a 
determinar o significado das cepas isoladas, prever a probabilidade de ocorrer sepse associada as feridas por 
queimadura e determinar as chances de que a cicatrizagao da ferida ocorra sem problemas. A cultura quantitativa 
dos tecidos de biopsia e complexa, dispendiosa e demorada; os tecidos precisam ser pesados em uma balanga 


analltica, homogeneizados em determinado volume de caldo, diluldos sequencialmente e depois inoculados em 
placas com diversos tipos de agar. Esses procedimentos sao dificeis de realizar na maioria dos laboratories. E 
evidente que as infecgoes causadas por S. pyogenes sao clinicamente importantes, independentemente da quantidade 
de bacterias presentes. 238 Hoje em dia, essa tecnica nao e recomendada, com excegao talvez de alguns casos 
incomuns, como em infecgoes de feridas por queimadura. O problema e complicado ainda mais pela evidencia de 
que uma unica biopsia da ferida nao fomece um quadro exato de toda a microbiota das feridas cronicas. 253 

Existem dados a favor do uso das culturas de superficie em vez das biopsias; 28 embora algumas vezes elas sejam 
inevitaveis, a dificuldade de interpretagao dos resultados dessas culturas em comparagao com uma biopsia mais 
profunda obtida cirurgicamente ainda e inquestionavel. Do mesmo modo, as culturas semiquantitativas (/. e., 
realizadas rotineiramente por semeaduras em faixas sequenciais dos quadrantes das placas de agar) tern fomecido 
informagoes equivalentes as abordagens quantitativas mais dificeis. 40 Evidentemente, se nao forem isolados 
microbios, a cultura qualitativa fomece a mesma informagao que a cultura quantitativa. 

Infecgoes oculares 

Manifestagoes clmicas 

Agentes infecciosos podem ser introduzidos em qualquer parte do olho, seja de uma fonte externa ou de um foco 
endogeno. Em geral, as infecgoes extemas acometem estruturas superficiais - conjuntiva e cornea - a menos que 
tenha ocorrido uma lesao com perfuragao e introdugao de microbios dentro do bulbo ocular. As infecgoes originadas 
de fontes endogenas geralmente incluem implantagao ocular dos microrganismos provenientes da corrente 
sanguinea (p. ex., endocardite) ou reativagao de vims ou parasitas latentes (p. ex., citomegalovirus ou 
toxoplasmose). 

Conjuntivite. A conjuntiva e uma membrana fina que reveste a palpebra (conjuntiva palpebral) e reflete-se para 
dentro da superficie externa do bulbo ocular ou esclera (conjuntiva bulbar). O centro da cornea nao e recoberto. A 
conjuntiva pode ser infectada por varios diferentes tipos de microbios, sendo que a maioria deles vive nas vias 
respiratorias superiores. A inflamagao (conjuntivite) causa eritema (“olho vermelho”), prurido e secregao mucosa ou 
pumlenta. 1(11,21)2 Os exsudatos das infecgoes bacterianas sao especialmente espessos, pegajosos e encrustados, de 
forma que as palpebras podem grudar. A inflamagao nao infecciosa aguda tambem pode ocorrer nos pacientes com 
alergias sazonais. A conjuntivite infecciosa e altamente contagiosa e a infecgao pode ser transferida facilmente de 
um olho para outro, ou para outros individuos por meio do contato (p. ex., esfregar o olho infectado e depois, o 
normal). 

Os patogenos bacterianos mais comuns sao Staphylococcus aureus, H. influenzae, Streptococcus pneumoniae e 
P aeruginosa. A conjuntivite aguda pode ser causada por dois patogenos sexualmente transmissiveis: C. 
trachomatis e N. gonorrhoeae, que podem infectar adultos sexualmente ativos ou recem-nascidos que adquirem a 
infecgao durante o parto vaginal. Os agentes etiologicos virais mais comuns sao adenovirus, que podem causar 
doenga epidemica com ou sem faringite associada (/. e., febre faringoconjuntival epidemica). 

Ceratite. A ceratite (ou inflamagao da cornea) e uma infecgao muito mais grave que a conjuntivite. Alem do 
desconforto transitorio associado a conjuntivite, a ceratite pode causar fibrose e cegueira. Essa doenga e causada por 
agentes infecciosos de quase todos os tipos. S. aureus e o agente etiologico bacteriano mais comum. 164 Os fungos 
filamentosos (especialmente as especies de Fusarium e Aspergillus ) e as leveduras (principalmente especies de 
Candida ) podem causar uma doenga semelhante a infecgao bacteriana, postergando o diagnostico e o tratamento 
apropriado. 1 " O herpes-virus simples pode causar uma lesao ulcerativa conhecida como ceratite dendritica, em 
razao do padrao ramificado das lesoes. 173 O virus varicela-zoster (ou cobreiro) reativado pode causar uma ceratite 
semelhante quando afeta o ramo ocular do nervo trigemeo (/. e., quinto nervo craniano). 28 Nos individuos que usam 
lentes de contato, as especies de Acanthamoeba (amebas de vida livre) podem causar lesoes ulcerativas, que 
frequentemente sao muito dolorosas (Apendice II). 1 2 

A ceratite intersticial, produzida quando vasos sanguineos proliferam para dentro da cornea a partir da 
conjuntiva, e a causa mais comum de cegueira em todo o mundo. O tracoma e um tipo de ceratoconjuntivite cronica 
causada por C. trachomatis , 138 A fibrose resultante da doenga recidivante acomete 6 milhoes de pessoas em todo o 
mundo. A World Trachoma Initiative tern como objetivo eliminar essa infecgao tratavel ate o ano 2020. Em algumas 


regioes da Africa, uma filaria ( Onchocerca volvulus) transmitida pelas moscas Simulium spp. causa uma reagao 
inflamatoria intensa quando os vermes migratorios morrem, resultando na doenga conhecida como “cegueira dos 
rios”. 11 " Outras causas de ceratite intersticial sao T. pallidum (sifilis), 159 Mycobacterium leprae (hanseniase) e M. 
tuberculosis (tuberculose). 

A ceratite (e a cegueira) tambem pode ser causada por agentes nao infecciosos, inclusive traumatismo, 
exposigao a radiagao ultravioleta (z. e., essa e a razao para nao se olhar diretamente para o sol, principalmente 
durante um eclipse) e condigoes que diminuem a produgao de lagrimas para lubrificar a cornea. 

Uveite e endoftalmite. As infecgoes oculares mais graves sao as que afetam as estruturas internas do olho. As 
infecgoes endogenas alcangam os olhos por meio da corrente sanguinea. Varias bacterias, fungos e virus podem ser 
responsaveis por essas infecgoes. Provavelmente, a causa mais comum e endocardite, quando os olhos (e muitos 
outros orgaos) sao banhados por microrganismos liberados pela bacteriemia continua. Outras infecgoes endogenas 
sao causadas pela reativagao dos virus e parasitas latentes, como citomegalovirus e T. gondii, respectivamente. Em 
geral, as infecgoes exogenas estao associadas ao traumatismo com perfuragao do olho. A infecgao pos-operatoria e 
um tipo especial. Uma fonte exogena de parasitas e a infecgao por helmintos parasitarios animais, inclusive 
Toxocara canis, T. cati ou Baylisascaris. A infecgao em seres humanos por esses parasitas resulta na formagao das 
larvas migrans viscerais, larvas imaturas que vagueiam no organismo de hospedeiros inadequados; essas infecgoes 
afetam comumente os olhos e o SNC. 

Diagnostico das infecgoes oculares 

Coleta dos especimes. Em geral, a conjuntivite e diagnosticada pela raspagem da conjuntiva afetada por um 
swab, que depois pode ser colocado em um meio de transporte apropriado. Os especimes de todas as outras 
infecgoes devem ser coletados preferencialmente por um oftalmologista. A ceratite e diagnosticada pelos raspados 
da lesao ocular; quando ha suspeita de uma causa bacteriana ou fungica, o material e frequentemente inoculado no 
meio apropriado pelo clinico. Os especimes para diagnosticar endoftalmite devem ser coletados cirurgicamente. 

Exame microscopico. Dependendo do patogeno suspeito e do volume do especime, devem ser realizadas 
coloragoes por Gram, calcofluor branco ou corante de Wright (ou equivalente). Quando tecidos sao obtidos 
cirurgicamente, tambem devem ser realizadas coloragoes apropriadas para agentes infecciosos. 

Cultura. Os meios apropriados para inoculagao dependem da avaliagao clinica das causas mais provaveis. A 
maioria dos patogenos bacterianos e fungicos encontrados comumente pode ser cultivada nos meios rotineiros. Com 
alguns patogenos especificos, inclusive os agentes etiologicos da sifilis, da hanseniase e das infecgoes parasitarias, o 
diagnostico deve ser baseado em exames microscopicos ou sorologicos. 

Infecgoes sangumeas 

Manifestagoes chnicas e patogenia 

Bacteriemia e septicemia. O sufixo “emia” refere-se ao sistema circulatorio. Bacteriemia, fungemia e viremia 
sao condigoes nas quais bacterias, fungos e virus, respectivamente, circulam no sistema vascular. Os pacientes 
podem ter sinais e sintomas, mas eles sao variaveis. Quando o paciente nao sabe que esta doente (z. e., que tern 
microrganismos em sua circulagao), a condigao e descrita como “subclinica” ou “latente”. Por outro lado, 
septicemia (sepse) e uma sindrome clinica evidenciada por febre, calafrios, mal-estar, taquicardia, hiperventilagao e 
toxemia ou prostragao. A septicemia ocorre quando as bacterias circulantes se multiplicam a uma taxa maior que 
sua remogao pelos fagocitos. Os sintomas sao causados pelas toxinas bacterianas e/ou citocinas produzidas pelas 
celulas inflamatorias. 217 Hoje em dia, parece que a imunoestimulagao causada pelas citocinas seja seguida de uma 
serie de reagoes imunossupressoras importantes. 125 Falencia de multiplos orgaos e um componente importante da 
sepse fatal, mas os fenomenos patogeneticos que levam a morte ainda sao desconhecidos. 

No passado, acreditava-se que a sepse fosse causada apenas por bacterias gram-negativas, que produziam 
endotoxinas. 1X4 Contudo, hoje esta bem-demonstrado que bacterias gram-positivas e fungos tambem podem causar a 
sindrome scptica.' <2 


Tipos de bacteriemia. A bacteriemia pode ser transitoria, intermitente ou continua e isto reflete os diversos 
mecanismos, por meio dos quais as bacterias entram na corrente sanguinea. A bacteriemia transitoria ocorre quando 
os microrganismos, que geralmente fazem parte da microbiota normal, sao introduzidos no sangue por traumatismos 
minimos das mucosas (p. ex., escovagao dos dentes, esforgo para evacuar ou procedimentos medicos). 160 A 
bacteriemia intermitente ocorre quando as bacterias originadas de um foco infeccioso sao liberadas periodicamente 
na corrente sangue a partir de abscessos extravasculares, celulite progressiva ou infecgao das cavidades corporais 
(empiema, peritonite ou artrite septica). Em geral, a bacteriemia continua ocorre quando a infecgao e intravascular, 
como ocorre quando ha infecgao do endotelio (endocardite ou aneurisma bacteriano) ou de corpos estranhos 
(fistulas arteriovenosas, cateteres intra-arteriais, ou canulas de longa permanencia). Entretanto, a origem dos 
microrganismos nao pode ser determinada em ate um tergo dos casos de bacteriemia. 

A bacteriemia pode ser causada pela infecgao de algum orgao ou tecido (bacteriemia secundaria). Contudo, o 
foco primario geralmente nao e evidente (bacteriemia primaria). Nesses casos, e possivel que a bacteriemia 
transitoria nao tenha sido debelada eficazmente pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Alguns estudos 
demonstraram que, ao menos no caso de S. aureus, as bacterias colonizadoras do nariz podem ser a fonte da 
infecgao sistemica. 309 Os fatores que promovem a disseminagao das bacterias das narinas anteriores ainda nao foram 
defmidos, mas uma possibilidade seria a simples dispersao mecanica para a pele e a infecgao subsequente de feridas 
ou dispositivos intravasculares. 

Quando a infecgao de um orgao se espalha para a corrente sanguinea (p. ex., pneumonia pneumococica seguida 
de bacteriemia), a gravidade da infecgao geralmente aumenta e o prognostico do paciente piora. 204 Por outro lado, a 
bacteriemia pode resultar na disseminagao da infecgao para orgaos distantes, uma condigao conhecida como 
“infecgao metastatica”. 

A bacteriemia tambem pode ser classificada como nosocomial ou adquirida na comunidade e pode acometer 
pacientes imunocompetentes ou imunossuprimidos. Os tipos de microrganismos e o prognostico da infecgao 
resultante variam amplamente, dependendo desses fatores, assim como da idade do paciente. 88,168,191 ’ 268 

Varias bacterias tem sido isoladas da corrente sanguinea, inclusive gram-positivas 221 e gram-negativas. 71 Ao 
longo das ultimas decadas, houve uma mudanga marcante na composigao da microbiota infectante. A quantidade de 
bacterias anaerobias isoladas diminuiu com o transcorrer dos anos, enquanto o numero de fungos e estafilococos 
coagulase-negativos clinicamente significativos aumentou. 329 Por motivos desconhecidos, as bacteriemias causadas 
por bacilos gram-negativos nao fermentadores sao mais comumente policlonais (mais de um tipo molecular) que as 
bacteriemias atribuidas a outros bacilos gram-negativos." 0 As alteragoes dos protocolos de profilaxia pre-operatoria 
e o uso de acessos intravasculares provavelmente tiveram impacto significativo nesse aspecto. 

Alguns microrganismos especificos tem significado clinico bem-definido. Clostridium septicum esta associado 
comumente as doengas neoplasicas, principalmente carcinoma do intestino grosso, 152 e pode causar abscessos 
metastaticos a distancia. Do mesmo modo, a bacteriemia causada por Streptococcus bovis esta associada comumente 
a endocardite e as doengas do intestino grosso, inclusive carcinoma. 17 Em casos raros, os episodios de bacteriemia 
por C. perfringens causam hemolise grave e repentina, que pode rapidamente levar o paciente a obito; 302 essa 
hemolise e causada pelas toxinas de Clostridium, mas nao esta claro porque a hemolise fatal ocorre apenas em uma 
porcentagem pequena das bacteriemias causadas por esse microrganismo. 

Fatores de risco e prognostico. Varios mecanismos colaboram para a remogao dos microrganismos da corrente 
sanguinea. Nos individuos imunocompetentes e saudaveis, o afluxo repentino de bacterias geralmente e eliminado 
do sangue dentro de 30 a 45 minutos. O figado e o bago desempenham o papel principal na eliminagao das 
bacterias, enquanto os neutrofilos intravasculares tem apenas participagao secundaria. As bacterias encapsuladas sao 
mais dificeis de eliminar, mas anticorpos especificos (opsoninas) facilitam esse processo. 4 Como seria esperado, os 
pacientes esplenectomizados estao mais sujeitos as infecgoes causadas por essas bacterias encapsuladas. Os 
pacientes debilitados, imunodeficientes ou imunossuprimidos tem riscos mais altos, porque as bacterias circulantes 
podem persistir na circulagao sanguinea por algumas horas. 

Weinstein et al. estudaram outros fatores de risco. 326 Em seu estudo envolvendo 500 episodios de bacteriemia e 
fungemia, a taxa de mortalidade geral foi de 42% e cerca de a metade desses obitos foi atribuida diretamente a 
septicemia. A Tabela 2.8 descreve os fatores de risco e as taxas de mortalidade relativas dessas bacteriemias. 
Bryan 37 tambem enfatizou como as hemoculturas positivas identificam uma populagao de pacientes com risco de 
morte elevado; os pacientes com hemoculturas positivas tinham chances 12 vezes maior de morrer durante a 


internagao hospitalar que os individuos com hemoculturas negativas. Com base nessas experiences, e fundamental 
que o laboratorio realize corretamente as hemoculturas e relate resultados fidedignos no menor tempo possivel. 

A detecgao oportuna da bacteriemia e da fungemia, quando e seguida da identificagao imediata dos patogenos e 
dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, pode ter grande importancia diagnostica e prognostica. Em 
determinadas populagoes de pacientes hospitalizados, a taxa de mortalidade da septicemia pode ser de 40% ou 
mais. 326 Embora as doengas coexistentes sejam determinantes importantes dos desfechos fatais, cerca de 50% dos 
obitos podem ser atribuidos diretamente a infecgao. 3 A instituigao imediata do tratamento antimicrobiano 
apropriado e comprovadamente importante para evitar morbidade e mortalidade. 167 O tratamento inicial deve ser 
baseado empiricamente nos patogenos provaveis e nos padroes tipicos de sensibilidade aos antibioticos. O 
laboratorio de microbiologia desempenha sua fungao mais importante quando o patogeno existente e/ou a 
sensibilidade microbiana desvia-se do que seria previsto pelo medico (/. e., o microrganismo nao e coberto pelo 
tratamento empirico). A taxa de mortalidade dos pacientes tratados adequadamente e muito menor que a dos 
pacientes que usam antibioticos ineficazes. 329 A corregao imediata da abordagem terapeutica escolhida 
empiricamente depende do fornecimento imediato dos resultados do laboratorio. Isso e mais pertinente que nunca 
com a introdugao dos metodos diagnostics moleculares aprovados pela FDA americana, que podem realizar a 
identificagao rapida e precisa dos generos e das especies, bem como detectar determinantes geneticos fundamentals 
da resistencia. Alem disso, o uso da tecnica MALDI-TOF permite a identificagao rapida e precisa da maioria dos 
patogenos bacterianos. Alem de todas as razoes importantes da adogao dessas tecnologias para a assistencia prestada 
aos pacientes, a questao financeira tambem pode favorecer o fornecimento rapido dos resultados do laboratorio. 18 
Qualquer atividade que reduza as complicagoes e abrevie a intemagao hospitalar resulta em economias expressivas 
para a instituigao, alem de melhorar a assistencia prestada aos pacientes. 

Tabela 2.8 Taxas de mortalidade e fatores de risco associados a bacteriemia. 


Fator 

Mortalidade (%) 

Risco relativo de morte 

Idade do paciente 



20 

13,8 

1,00 

21 a 40 

32,8 

2,33 

41 a 50 

42,9 

3,06 

>50 

49,8 

3,55 

Tipo de microrganismo 



Nao fermentadores ( Pseudomonas aeruginosa ) 

27,7 

6,84 

Enterobacteriaceae 

35,5 

3,3 

Escherichia coli 



Klebsiella pneumoniae 

48,0 

4,52 

Cocos gram-positivos 



Staphylococcus aureus 

32,7 

3,08 

Streptococcus pneumoniae 

22,0 

2,08 

Enterococos 

45,5 

4,28 

Bacteriemia unimicrobiana 

37,7 


Bacteriemia polimicrobiana 

63,0 

5,96 

Fungos 

67,7 



Foco infeccioso 



Cateter intravenoso 

1,1 

1,00 

Trato geniturinario 

14,9 

1,35 

Cateter de Foley 

37,8 

3,38 

Ferida drurgica (e queimaduras) 

42,9 

3,88 

Abscesso 

51,2 

4,65 

Infecgao respiratoria 

52,3 

4,73 

Condigoes predisponentes 



Procedimento cirurgico 

16,3 

0,78 

Traumatismo 

27,3 

1,30 

Diabetes melito 

30,0 

1,43 

Corticosteroides 

33,3 

1,59 

Insufidencia renal 

37,5 

1,79 

Neoplasia maligna 

42,1 

2,01 

Cirrose 

71,5 

3,40 


Infecgao intravascular. Endocardite (infecgao do revestimento endotelial do coragao) e a infecgao intravascular 
mais comum. 16 ’ 247 - 320 A subclassificagao antiga da doenga em formas aguda e subaguda nao e mais considerada 
muito util. Embora quase todos os microrganismos possam causar endocardite em alguns casos, a maioria dos 
agentes infecciosos e gram-positiva. Dentre esses, os mais importantes sao estreptococos do grupo viridans 
(cavidade oral) e S. aureus. Os pacientes tern riscos mais altos quando apresentam anormalidades endocardicas ou 
foram submetidos a uma operagao valvar. 7 No passado, as lesoes endocardicas eram causadas mais comumente 
pela febre reumatica. Com o desaparecimento quase complete dessa doenga, as anomalias congenitas ou do 
desenvolvimento (inclusive valvas aorticas bicuspides e prolapso da valva mitral) adquiriram mais importancia. 
Trombos de fibrina-plaqueta depositados na superficie do endocardio lesado funcionam como local para adesao 
desses microrganismos, que circulam transitoriamente em todos nos (p. ex., depois de escovarmos os dentes). 
Alguns estudos demonstraram que alguns microrganismos, especialmente estreptococos e enterococos, tem mais 
capacidade de aderir a esses trombos. 60 Os trombos e as bacterias associadas formam excrescencias (i. e., 
vegetagoes), que podem ser demonstradas por tecnicas radiograficas ou ecocardiografia. Os trombos assepticos e 
infectados causam endocardites marantica e infecciosa, respectivamente. 

Embora as bacterias gram-positivas sejam os agentes etiologicos mais comuns da endocardite, alguns bacilos 
gram-negativos exigentes 33,81 e alguns fungos 4 ' 192 podem causar essa infecgao. As bacterias gram-negativas ate certo 
ponto mais exigentes, inclusive Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella 
corrodens, Cardiobacterium spp. e Kingella kingae, sao agentes etiologicos conhecidos de endocardite. No passado, 
eram necessarias tecnicas especiais de cultura para esses microrganismos, mas os sistemas avangados de 
hemocultura utilizados hoje em dia sao adequados ao isolamento dessas bacterias. A detecgao de endocardite 
causada por P. acnes pode requerer incubagao por mais tempo. Os fungos e alguns desses bacilos gram-negativos 
sao notaveis por sua propensao a formar vegetagoes volumosas, que podem desprender-se e viajar na corrente 
sanguinea ate focos distantes (embolos septicos). A maioria dos casos de endocardite afeta o lado esquerdo do 
coragao, que e a parte do sistema sob alta pressao. Contudo, quando as bacterias sao injetadas diretamente no 
sistema sanguineo (p. ex., nos usuarios de drogas ilicitas intravenosas), pode ocorrer endocardite do lado direito, 
geralmente causada por P. aeruginosa ou uma especie de Bacillus ou Candida? 2 ' 2 



Em uma fragao minoritaria dos pacientes com sinais e sintomas de endocardite, e dificil ou impossivel isolar o 
agente etiologico (i. e., endocardite com cultura negativa). As doengas que causam endocardite marantica podem ser 
responsaveis por esses casos, mas alguns microrganismos nao sao isolados facilmente pelas tecnicas convencionais 
de hemocultura. Entre esses, os mais importantes sao C. pneumoniae, Coxiella burnetii (febre Q) e Bartonella 
spp. 32,96,183,303 Em geral, a identificagao do agente etiologico e conseguida por tecnicas moleculares ou sorologicas. 

Os pacientes que recentemente tiveram implantados dispositivos intravasculares geralmente sao infectados por 
bacterias autoctones da pele, mais comumente estafilococos coagulase-negativos e difteroides ou, menos 
frequentemente, microrganismos que causam infecgao das feridas (p. ex., bacilos gram-negativos, S. aureus ou 
fungos). 223 A endocardite das proteses valvares ocorre em 3 a 6% dos pacientes que recebem bioproteses (/. e., 
valvulas produzidas com tecidos animais) ou valvas mecanicas; 310 teoricamente, essas infecgoes podem ser 
divididas em precoces (< 60 dias depois da operagao) e tardias. No estagio precoce, predominam os microrganismos 
da pele e das feridas. No estagio tardio, os microrganismos isolados sao os mesmos que infectam as valvas naturais. 

A complicagao mais grave da endocardite e a ruptura de uma valva cardiaca, com resultado de insuficiencia 
cardiaca e doenga metastatica causada pela embolizagao de fragmentos da vegetagao infectada. Descompensagao 
cardiaca subita e um problema particularmente importante na endocardite causada por S. aureus e pode ser uma 
emergencia cirurgica. Insuficiencia renal e acidentes vasculares encefalicos podem ser causados por embolos 
septicos que atingem os rins e o cerebro, respectivamente. 

Bacteriemia e sepse associadas aos cateteres. Um tipo especial de infecgao intravascular e resultado dos 
avangos tecnologicos, que permitiram o uso vital de cateteres intravasculares de longa permanencia. Esses cateteres 
podem simplesmente funcionar como porta de entrada para as bacterias, que colonizam a pele adjacente ao local de 
acesso, ou podem atuar como corpos estranhos, que abrigam microcolonias microbianas. Sepse e doenga metastatica 
grave podem ser as consequencias das infecgoes associadas aos cateteres. 228 Nos pacientes com doenga neoplasica, 
os cateteres intravasculares podem ser mantidos por periodos longos; este grupo de pacientes, que podem ter 
neutropenia grave, tern risco alto de desenvolver infecgoes graves e potencialmente fatais. 80 Alem dos efeitos na 
qualidade dos cuidados prestados e na qualidade de vida, as infecgoes associadas aos cateteres acarretam onus 
financeiro significativo as instituigoes. 3 Embora os cateteres venosos centrais sejam utilizados mais comumente e 
sejam a via de infecgao mais frequente, os cateteres intra-arteriais tambem acarretam esse risco. 282 

Os microrganismos mais comumente encontrados nas infecgoes associadas aos cateteres sao estafilococos 
coagulase-negativos, que sao bacterias autoctones comuns na pele e apresentam caracteristicas (p. ex., formam uma 
biopelicula) que facilitam a colonizagao dos cateteres. I2g Entretanto, as infecgoes mais graves sao causadas por S. 
aureus e pelos bacilos gram-negativos. Hoje em dia, existem metodos-padrao, que devem ser utilizados 
rigorosamente durante a introdugao e a substituigao dos cateteres venosos centrais, de forma a ajudar a reduzir 
(ainda que nao possam eliminar por completo) as infecgoes desses dispositivos intravasculares. As infecgoes 
sanguineas associadas aos cateteres sao parametros de qualidade monitorados pela lideranga dos hospitais. 

Coleta de amostras para hemocultura 

Os fatores fundamentals que devem ser decididos pelos diretores de laboratorio incluem o tipo de coleta, a 
quantidade e os intervalos entre as hemoculturas, o volume de sangue a ser cultivado, a quantidade e a composigao 
do meio de cultura, quando e com que frequencia realizar subculturas e como interpretar os resultados. 234,236,329 

Contaminagao pela microbiota da pele. E importante tomar todas as precaugoes para reduzir a porcentagem 
de hemoculturas contaminadas/ 2 "' Os isolados de Corynebacterium spp., P acnes e Bacillus spp. (exceto B. 
anthracis ) geralmente sao contaminantes, embora as infecgoes de cateteres tambem possam ser causadas por essas 
bacterias. A maioria dos bacilos gram-negativos, fungos, estreptococos beta-hemoliticos, estreptococos, 
Streptococcus pneumoniae. Enterococcus spp. e Staphylococcus aureus isolados sao clinicamente significativos. As 
bacterias isoladas mais problematicas sao os estafilococos coagulase-negativos porque, embora essas especies sejam 
agentes etiologicos cada vez mais comuns da bacteriemia verdadeira, eles tambem fazem parte da microbiota 
autoctone da pele. 

Em todos os laboratories de microbiologia, deve-se realizar regularmente um grafico de monitoramento da 
garantia de qualidade. Menos de 3% das hemoculturas devem estar contaminadas. Bates et a/. 15 estimaram que uma 
hemocultura contaminada possa aumentar em 20 a 39% a conta hospitalar de um paciente, em razao do 


prolongamento da internagao para tratamento antibiotico intravenoso e de exames adicionais realizados. Esses 
autores tambem enfatizaram a necessidade de realizar hemoculturas pareadas, de forma a indicar provavel 
contaminagao quando apenas uma delas mostra-se positiva. Quando a tecnica de coleta e boa e a contaminagao e 
evitada ao maximo, o custo dos contaminantes toma-se aceitavel. 316 O uso inadequado de antibioticos pode ser 
desestimulado por uma norma laboratorial, de que os isolados unicos de estafilococos coagulase-negativos nao 
sejam submetidos rotineiramente aos testes de sensibilidade antimicrobiana. Varias abordagens para implantar essa 
determinagao foram sugeridas por Weinstein. 323 

Varias tecnicas foram propostas para determinar se um isolado de estafilococo coagulase-negativo representa 
contaminagao. Infelizmente, nenhuma funciona bem. O numero de frascos positivos, 196 a identificagao da especie 
bacteriana iso lad a, 3 2 o intervalo decorrido ate a positivagao inicial, 143 ou a quantidade de outros pares de frascos 
negativos 143 nao conseguiu diferenciar clinicamente os isolados significativos ou insignificantes. Alem de S. 
epidermidis, S. capitis e S. haemolyticum, todas as outras especies de estafilococos coagulase-negativos na maioria 
das vezes nao eram clinicamente significativas, mas essas tres especies representavam 98% dos isolados 
significativos e 89% dos isolados insignificantes. 325 A unica forma de determinar com certeza se duas ou mais 
bacterias isoladas representam a mesma cepa e realizar a tipagem molecular - uma tecnica que nao esta disponivel 
na maioria dos laboratorios. Alguns autores sugeriram o uso dos dados clinicos combinados com o antibiograma das 
cepas isoladas, 143 ou uma combinagao de antibiograma com padrao bioquimico (em vez da identificagao do 
microrganismo) 323 como forma de determinar se os isolados multiplos representam varios contaminantes, ou uma 
unica cepa infectante. Hoje em dia, o uso crescente da tecnica MALDI-TOF oferece a possibilidade de identificar a 
especie de estafilococos de forma rapida e pouco dispendiosa. No minimo, essa tecnica oferece ao laboratorio a 
oportunidade de avaliar se duas especies de estafilococos coagulase-negativos fazem parte da mesma especie ou 
nao. Em caso negativo, ambas podem ser contaminantes e nao e possivel determinar qual delas (ou se alguma delas) 
esta associada a infecgao da corrente sanguinea. Entretanto, quando os dois isolados representam a mesma especie, 
as chances de que este microrganismo seja responsavel por uma infecgao verdadeira e maior. 

De forma a reduzir as chances de introduzir microrganismos contaminantes originados da pele, a area da pungao 
venosa deve ser preparada preferencialmente da seguinte forma: (1) lavar com sabao, (2) enxaguar com agua esteril, 
(3) aplicar tintura de iodo ala 2% ou iodopovidona e esperar secar por 1 a 2 minutos (iodopovidona) ou 30 
segundos (tintura de iodo) e (4) remover a tintura de iodo lavando com alcool a 70%. Na pratica, a lavagem com 
sabao geralmente e omitida; entretanto, o uso simultaneo de um composto iodado e alcool para desinfetar o local da 
pungao venosa e essencial. Quando e preciso palpar novamente a area depois da preparagao com iodo-alcool, o 
dedo enluvado deve ser desinfetado ou deve-se utilizar uma luva esteril. Contudo, antes de realizar a pungao venosa, 
deve-se assegurar que a solugao de iodopovidona e alcool secou. Um kit pre-acondicionado para preparagao da pele 
teve desempenho comparavel ao das bolinhas individuais de algodao embebidas em iodoforo e alcool. 3 ’ O tempo 
disponivel aos profissionais de saude tern diminuido, de forma que e muito tentador nao esperar pelo contato 
prolongado necessario as solugoes de iodopovidona. A tintura de iodo, que e eficaz depois de ficar em contato com 
a pele por 30 segundos, tern vantagens obvias e foi considerada mais eficaz que a iodopovidona, 165 mas e menos 
aceitavel para a equipe de saude. Outros desinfetantes foram recomendados para a preparagao do local da pungao 
venosa,’ 2 ’ mas sua aceitagao e variada. Existem outras altemativas aceitaveis, que podem ser experimentadas, 
inclusive a descontaminagao com clorexedina. 

As amostras para hemocultura podem ser obtidas utilizando-se uma seringa com agulha (Figura 2.6) ou um 
sistema fechado, que consiste em um frasco a vacuo e um tubo de coleta com agulha dupla. A coleta de sangue para 
hemocultura diretamente dos cateteres intravenosos ou intra-arteriais de longa permanencia nao e recomendavel. 
Embora alguns autores tenham observado uma correlagao satisfatoria entre as culturas coletadas diretamente de um 
cateter ou por pungao venosa, a maioria dos pesquisadores observou aumento expressivo do risco de isolar 
contaminantes da pele quando se utiliza um cateter intravascular. 39,86 A expectativa e que o paciente seja poupado do 
desconforto de uma pungao venosa, mas o isolamento de um estafilococo coagulase-negativo pode, na verdade, 
trazer mais desconforto em razao das pungoes venosas adicionais realizadas para analisar uma bacteria questionavel 
isolada. 323 Quando a amostra e retirada de um cateter intravascular, deve-se coletar um segundo tubo de 
hemocultura por pungao venosa para comparagao. 

A pratica de trocar as agulhas depois da pungao venosa e antes de injetar o sangue nos fracos de hemocultura foi 
substituida pela injegao direta com a agulha usada na flebotomia, porque o profissional pode adquirir hepatite e 
infecgao pelo HIV depois de acidentes por picada de agulha. A maioria dos pesquisadores que estudaram esse 



problema concluiu que nao ha diferenga significativa nos indices de contaminagao das hemoculturas dos pacientes, 
cujas agulhas foram trocadas entre a flebotomia e a injegao nos fracos, e dos pacientes nos quais as agulhas nao 
foram substituidas. 51,154,272 Uma metanalise dessa questao nao detectou contaminagao mais frequente quando as 
agulhas nao foram substituidas, mas o risco de adquirir uma infecgao viral transmitida pelo sangue supera em muito 
os beneficios advindos da troca das agulhas. 



■ FIGURA 2.6 Tecnica de pungao venosa para obter material para hemocultura utilizando seringa e agulha estereis. O 
torniquete e aplicado no brago acima do local da pungao, de forma a distender as veias do antebrago. O local deve ter sido 
previamente preparado com tintura de iodo e alcool. O sangue e retirado com a seringa e a agulha e e injetado dentro de urn 
frasco de hemocultura apropriado. Durante esse procedimento, o tecnico deve usar luvas de latex. 

Um fator importante para a qualidade da tecnica de coleta de amostras para hemocultura, que comumente e 
desprezada, refere-se ao treinamento dos coletores. Varios pesquisadores demonstraram que uma equipe treinada em 
flebotomia pode obter hemoculturas com menos casos de contaminagao do que os profissionais sem treinamento, 
independentemente do seu nivel de formagao. 22, 2 ’ E recomendavel que os profissionais que realizam flebotomias 
sejam cuidadosamente treinados e que os indices de contaminagao de cada profissional sejam registrados e 
monitorados pelo supervisor de flebotomia. Desse modo, as falhas tecnicas podem ser descobertas imediatamente e 
os profissionais podem ser treinados novamente. 

Quantidade e intervalo entre as hemoculturas. A quantidade de amostras coletadas e menos importante que 
o volume total de sangue enviado para cultura. Varios estudos demonstraram a importancia do volume e a maioria 
concorda em que a positividade aumenta quando se utiliza cerca de 30 mf de sangue dos adultos. 328 Se for utilizado 
um par de frascos, cada um contendo 10 m t de sangue, o uso de 2 pares atende ao criterio de volume. Se cada um 
dos 2 frascos contiver 5 mf, ou se o volume total de sangue nao for inoculado pelo medico, um numero 
correspondentemente maior de frascos deve ser coletado para atender ao volume exigido. Em geral, volumes totais 
menores de sangue sao necessarios para comprovar endocardite, porque a bacteriemia e continua. Alguns autores 
sugeriram que uma unica cultura para aerobios possa ser adequada para os pacientes com pneumonia adquirida na 
comunidade. 215 Uma abordagem pratica que atende a todos os contextos e organizar um pedido de hemocultura, de 
forma que o profissional encarregado de realizar a flebotomia encha os 2 pares de frascos de hemocultura com 
intervalo de cerca de 15 minutos, cada par (/. e., cada par incluindo um frasco para aerobios e outro para anaerobios) 
representando uma amostra de 20 m( de sangue (/. e., 10 m( por frasco). 

Em um estudo sobre as praticas de hemocultura hospitalares, Schifman el al. 252 descobriram que a incidencia de 
hemoculturas isoladas variou de 1 a 99%, com porcentagem media de 26%. Os autores estimaram que 
aproximadamente 18.000 episodios de bacteriemia poderiam nao ter sido diagnosticados anualmente, em razao da 
coleta de volumes insuficientes de sangue. Cerca de 20 a 30% das hemoculturas isoladas que os autores revisaram 
nao tinham indicagao clinica adequada; a maioria das outras hemoculturas foi solicitada por medicos que nao 
sabiam que apenas uma amostra nao e suficiente. A intervengao dirigida e o treinamento generalizado reduziram as 


hemoculturas isoladas de 40 para 24% em um hospital, enquanto as coletas desnecessarias diminuiram de 38 para 
12,5% em outra instituigao. Infelizmente, a melhoria do desempenho depois do treinamento persistiu por pouco 
tempo; o monitoramento continuo (p. ex., como parte de um programa contlnuo de garantia da qualidade) e/ou 
intervengoes eletronicas sao necessarios. As hemoculturas isoladas tambem acarretam o problema de que os 
isolados unicos de estafilococos coagulase-negativos sao dificeis de interpretar, conforme mencionado antes. 

Se for possivel, as amostras para hemocultura devem ser coletadas antes de iniciar o tratamento com 
antimicrobianos sistemicos. Depois que o tratamento e iniciado, as culturas ainda devem ser realizadas, mas os 
resultados negativos devem ser interpretados com cautela. 

As diretrizes mais antigas eram de que varias amostras para cultura fossem obtidas em horas diferentes se 
houvesse suspeita de infecgao intravascular e bacteriemia continua. Hoje em dia, a maioria dos especialistas acredita 
que haja pouca vantagem em espagar as culturas a intervalos regulares. Em geral, febre e uma reagao ate certo ponto 
tardia a entrada das bacterias na corrente sanguinea, de forma que a coleta das amostras deve ser realizada logo que 
seja possivel depois de um pico febril. Como foi descrito antes, ao menos duas pungoes venosas devem ser 
realizadas, mas todos os especimes necessarios (em geral, 2 a 3 pares, cada qual contendo 2 frascos) podem ser 
coletados de uma so vez, ou a intervalos de aproximadamente 15 minutos. 156 

Depois de coletar um volume adequado de sangue e iniciar o tratamento antimicrobiano, nao ha qualquer 
vantagem em coletar amostras adicionais ate que os resultados dos primeiros especimes estejam prontos. 10 ’ A 
pratica de deixar uma solicitagao para coletas diarias de amostras para cultura nao deve ser sancionada. A maioria 
das bacterias isoladas e recuperada por sistemas de monitoramento continuo dentro de 72 horas, de forma que e 
razoavel aguardar ao menos 3 dias antes de coletar amostras adicionais. Uma regra recomendavel e que e preferivel 
considerar a possibilidade de uma outra causa, que repetir aleatoriamente uma abordagem diagnostica infrutifera. 
Entretanto, se as condigoes clinicas do paciente mudarem, outros especimes devem ser coletados. A “bacteriemia 
resistente” (hemoculturas positivas e um sintoma novo ou persistente apesar do tratamento antimicrobiano) sugere a 
possibilidade de resistencia aos antibioticos e e indicio de prognostico desfavoravel. 327 Entretanto, e importante 
lembrar que os meios mais modemos de hemocultura, que contem resinas para remover compostos antimicrobianos, 
podem resultar na persistencia aparente dos patogenos; por isso, e extremamente importante realizar uma avaliagao 
clinica dos sintomas do paciente. 

Meios de cultura. Os meios de cultura utilizados nos frascos de hemocultura sao polivalentes e enriquecidos com 
nutrientes: soja triptica ou tripticase, peptona suplementada, infusao de cerebro-coragao, agar CNA Columbia e 
caldos para Brucella sao meios utilizados comumente. Todos esses meios estao disponiveis no mercado; contudo, as 
variagoes de composigao do mesmo tipo de meio com os diferentes fabricantes tomam dificil avaliar as 
comparagoes e as conclusoes quanto as positividades relativas para determinadas bacterias. 

A maioria dos meios de hemocultura disponiveis no comercio contem o anticoagulante SPS em concentragoes 
que variam de 0,025 a 0,05%. Alem das propriedades anticoagulantes (a anticoagulagao e um efeito desejavel, 
porque algumas bacterias nao sobrevivem bem dentro dos coagulos, nos quais a fagocitose por neutrofilos e 
macrofagos continua ativa), o SPS tambem inativa neutrofilos e alguns antibioticos, inclusive estreptomicina, 
canamicina, gentamicina e polimixina, alem de precipitar fibrinogenio, (S-lipoproteinas, b lc -globulina e outros 
componentes do complemento serico. O SPS tambem pode inibir o crescimento de algumas bacterias - 
Peptostreptococcus anaerobius, N. gonorrhoeae e N. meningitidis. O efeito inibitorio do SPS pode ser neutralizado 
acrescentando-se gelatina ao meio ate a concentragao final de 1%. 

Alguns frascos de hemocultura disponiveis atualmente incorporam resinas sinteticas, que removem antibioticos. 
Com esses acrescimos, o isolamento de patogenos e, infelizmente, tambem dos contaminantes da pele certamente 
aumenta. 323 Em um estudo com 6.839 pares de frascos de hemocultura, 142 o uso dos meios com resina aumentou 
significativamente o isolamento dos membros da familia das enterobacterias, das especies de Enterococcus, S. 
pneumoniae e dos estreptococos do grupo viridans. 

Tradicionalmente, os pares de frascos de hemocultura consistiam em um recipiente destinado a isolar bacterias 
aerobias e outro desenvolvido para isolar bacterias anaerobias. Atualmente, a maioria das especies bacterianas e 
isolada nesses dois frascos. A alteragao do padrao das bacteriemias nos ultimos anos, conforme descrito antes, levou 
alguns pesquisadores a sugerir que o fiasco para “anaerobios” fosse limitado aos casos em que o isolamento dessas 
bacterias seria esperado (p. ex., pacientes com processos patologicos abdominais). 199 Os indices de isolamento de 3 
sistemas com frascos duplos foram comparados: (1) um fiasco para aerobios e outro para anaerobios (com 5 ml de 


sangue cada); (2) 2 fracos para aerobios (com 5 ml cada); e (3) 2 frascos para aerobios mais um frasco extra para 
anaerobios quando havia suspeita clfnica de infecgao anaerobia. A terceira abordagem alcangou os maiores indices 
de positividade. Com base nesses resultados, os pesquisadores concluiram que o uso de dois frascos para aerobios 
com cultura seletiva para anaerobios pode aumentar o numero de isolados clinicamente significativos em 6% no 
minimo. 199 A norma de substituir um segundo frasco para “aerobios” por um frasco para “anaerobios” nao e uma 
pratica corrente, em parte provavelmente g rag as a dificuldade de decidir quais pacientes poderiam ser beneficiados 
por essa pratica e a impossibilidade de deixar a decisao para a equipe medica. Outra razao provavel e que outros 
pesquisadores demonstraram que as bacteriemias anaerobias sao imprevisiveis, de forma que um frasco para 
anaerobios deve ser incluido em todos os sistemas de hemocultura. 59 Estudos demonstraram que algumas bacterias 
anaerobias facultativas (a maioria dos patogenos humanos) crescem bem no frasco para “anaerobios”.’ E 
importante salientar que a norma de uma instituigao, na qual tambem foi demonstrada incidencia decrescente de 
bacteriemias por anaerobios, 74 incluia 2 frascos para aerobios, alem do frasco para “anaerobios” nao ventilado. 

As hemoculturas para micobacterias e fungos devem ser consideradas no contexto clinico apropriado. Os fungos 
dimorficos (especialmente H. capsulation) e os fungos fdamentosos requerem cuidados especiais. 171 As especies de 
Candida sao isoladas eficazmente pelos sistemas automatizados de hemocultura atuais. 188 

O Boxe 2.3 resume as recomendagoes para coleta de amostras para hemocultura. 

Sistemas para processamento das hemoculturas 214 

Sistemas de hemocultura manuals. Dois sistemas manuais disponiveis no mercado sao variagoes dos frascos 
combinados classicos de agar-caldo, tambem conhecidos como frascos de Castaneda. Esses sistemas sao opgoes 
razoaveis para os laboratories que nao dispocm de recursos para ter um sistema mais automatizado, que monitore 
continuamente o crescimento bacteriano. 

OxoidSignal® Blood Culture System. O Oxoid Signal® Blood Culture System (Thermofisher) e um sistema de 
hemocultura em frasco unico, que utiliza a produgao de C0 2 para detectar os primeiros indicios de crescimento 
bacteriano. O frasco de hemocultura principal e semelhante ao utilizado nos outros sistemas de cultura em caldo; 
contudo, o primeiro utiliza uma segunda camara plastica - conhecida como camara sinalizadora - que fica 
encaixada no fundo com uma agulha longa. Depois que a amostra de sangue a ser cultivada e inoculada no frasco 
principal, a camara sinalizadora e conectada introduzindo-se a agulha atraves da tampa de borracha, de forma que 
fique posicionada abaixo superficie do meio de cultura. As bacterias metabolicamente ativas em crescimento 
produzem C0 2 . O aumento resultante da pressao forga o liquido a entrar na camara sinalizadora; esse liquido pode 
ser detectado visualmente e usado para preparar a coloragao por Gram e a subcultura. Os resultados da avaliagao 
desse sistema foram favoraveis. 203,255 Entre os problemas ainda nao resolvidos estao a quantidade de resultados 
positivos falsos acima do habitual e a positividade abaixo do normal para anaerobios. Weinstein et al? 2A observaram 
que a utilizagao de frascos que tivessem espago para circulagao do gas e que pudessem ser agitados aumentava a 
taxa de isolamento de microrganismos. 

BBL Septi-Chek Blood Culture System. O sistema de lamina de agar bifasico Scpti-Chek" (BD Diagnostic 
Systems, Sparks, MD) tambem e muito utilizado. Esse sistema utiliza um frasco de hemocultura convencional, que 
contem um caldo de infiisao de cerebro-coragao, ou um caldo de soja tripticase. O frasco e desenhado de forma que 
possa ser conectado a uma segunda camara plastica, que contem uma lamina revestida de agar. Depois da 
inoculagao do frasco principal com o especime de sangue a ser cultivado, a “lamina” contida no plastico e 
rosqueada. Essa lamina contem uma superficie com tres superficies que ficam em contato com fitas de agar- 
chocolate, agar MacConkey e agar-malte. A primeira “subcultura” e realizada com 4 a 6 horas de incubagao a 35°C 
invertendo-se o frasco, de forma a permitir que o caldo entre na camara da lamina e, desse modo, inunde as 
superficies com agar. Em seguida, o frasco e colocado novamente na posigao vertical para que a incubagao tenha 
continuidade. O frasco pode ser invertido novamente a intervalos regulares para reinocular os meios de agar da pa. 


Boxe 2.3 


Diretrizes para coleta de amostras para hemocultura 3 

Em condigoes ideais, uma equipe de flebotomistas treinados deve coletar todas as amostras para hemocultura, de acordo com os protocolos 
estabelecidos. A frequencia dos contaminantes provaveis das culturas obtidas por cada membra da equipe deve ser monitorada, de forma que 



seus componentes possam melhorarseudesempenho. 

As hemoculturas sao indicadas quando o paciente tem uma doen^a febril grave, que requeira tratamento antimicrobiano, ou quando a infecgao de 
um sistema do corpo (p. ex., meningite ou pneumonia) poderia ser elucidada pelo isolamento de urn patogeno no sangue. 

0 profissional deve comparar o nome e o numero do prontuario medico da requisigao com a identidade expressa pelo paciente. E recomendavel usar 2 
identificadores para cada paciente. Em seguida, o local (ou os locais) da pum;ao venosa deve ser escolhido e limpo com um composto iodado e, 
em seguida, com alcool (precedidos, se possivel, por um sabao cirurgico e agua). 

E recomendavel usar 2 pares de frascos para hemocultura - cada qual com frascos para aerobios e anaerobios. 0 segundo par deve ser coletado da 
forma descrita antes, mas de outro local de flebotomia. As punches venosas devem ser realizadas no mlnimo em 2 locais diferentes. Todas as 
pun^oes venosas podem ser realizadas na mesma ocasiao, mas alguns autores recomendam intercalar as duas flebotomias com um intervalo de 
15 min aproximadamente. Nos adultos, cada frasco de hemocultura deve ser preenchido com 15 ml de sangue. Por isso, ao concluir o 
procedimento, deve haver 2 frascos de hemocultura para aerobios e 2 para anaerobios, cada qual preenchido com 10 ml de sangue, totalizando 
o volume de 40 ml para avaliaqio por cultura. 

Cada instituiqio pode adotar certas variates desse padrao e existem diretrizes diferentes para pacientes pediatricos, que comumente se baseiam na 
massa corporal para determinar o volume de sangue a ser obtido. 

0 profissional deve usar todos os dispositivos de seguran^a disponlveis, inclusive agulhas com medidas de seguran^a, um dispositivo de transference 
seguro para inocular o sangue dentro dos frascos e, quando se utiliza um dispositivo de coleta com escalpe ( butterfly ), um adaptador para 
segurar o tubo. Todos os instrumentos pontiagudos devem ser descartados em um recipiente seguro. 

0 sangue nao deve ser tornado para dentro dos frascos. 

Os fracos inoculados devem ser levados ao laboratory tao logo seja possivel. 

"Adaptado da referenda 83. 


Sistema de hemocultura por lise-centrifugagao 

Wampole Isostat/Isolator * Microbial System. O sistema Isolator® (Alere, Waltham, MA) e amplamente aceito 
como metodo altemativo de hemocultura e e especialmente util para isolar microrganismos exigentes ou de 
crescimento lento. Essa e a tecnica preferida para fungos dimorficos, Malassezia furfur e Legionella spp. 24 O tempo 
medio para isolamento de fungos diminuiu de 4,9 dias com o sistema tradicional bifasico de caldo-agar para 2,12 
dias quando se utilizou o sistema Isolator®. Com esse sistema, o tempo medio para isolamento de H. capsulation foi 
de 8,0 dias, em comparagao com 24,14 dias com o sistema bifasico. O isolamento desse fiingo por meio do sistema 
Isolator® nao foi superado pelos sistemas automatizados. Um estudo demonstrou aumento global de 36,6% no 
indice de isolamento de fungos por hemocultura, quando se utilizou o sistema Isolator®. Essa tecnica deve ser 
considerada quando ha suspeita de outros microrganismos exigentes, inclusive Bartonella henselae, 169 ’ 210 e o 
laboratorio pretende realizar tentativas de cultura. O Wampole Isolator® Microbial System (Alere) e um tubo 
especial contendo saponina, um composto quimico que lisa hemacias e leucocitos. Cerca de 7,5 a 10 m t de sangue 
sao acrescentados ao tubo e, em seguida, sao misturados cuidadosamente por inversao do tubo varias vezes, de 
modo que a reagao de lise possa ser concluida. Em seguida, o tubo e colocado em uma centrifuga angular e girado a 
3.000 rpm por 15 minutos, de maneira a concentrar quaisquer microrganismos que possam estar presentes. Depois 
da centrifugagao, o sedimento e aspirado e semeado em subculturas com meios apropriados. Existe uma versao mais 
compacta, que nao requer centrifugagao, para ser utilizada em lactentes e criancinhas; o uso da versao pediatrica 
para adultos deve ser desestimulado ou proibido, em razao do volume insuficiente de sangue cultivado. 

O sistema Isolator® tambem e a tecnica preferida quando se pretende realizar hemoculturas quantitativas. A 
quantidade de UFC/m t pode ser calculada com base no volume de sangue processado e do numero de colonias 
presentes nas superficies de agar. 341 

O problema principal associado ao uso do sistema Isolator® e o aumento de 2 a 8 vezes nos indices de 
contaminagao, em comparagao com os sistemas convencionais. Alguns autores sugeriram que a contaminagao possa 
ser reduzida utilizando-se placas de agar seco, desinfetando-se a area de trabalho e processando-se as amostras em 
uma capela vertical de ar laminar. 144 Outro inconveniente e o trabalho necessario para processar cada hemocultura 
separada, porque cada uma requer centrifugagao e inoculagao em agar na placa; esse procedimento e 
significativamente mais trabalhoso que simplesmente determinar a quantidade de sangue presente no frasco de um 
sistema automatizado e coloca-lo dentro do equipamento. 



Exame dos sistemas manuais. Os fracos de hemocultura devem ser incubados a 35°C e examinados 
visualmente para detectar indicios de crescimento (/. e., hemolise, formagao de gas ou turbidez) durante as primeiras 
6 a 18 horas depois da coleta. Nos laboratories que utilizam meios convencionais de caldo, os frascos devem ser 
examinados contra lampadas fluorescentes fortes ou luz incandescente transmitida. A superficie da camada de 
sangue sedimentado deve ser examinada porque podem ser detectadas colonias discretas. As subculturas das placas 
de agar-chocolate “as cegas” devem ser realizadas a partir de todos os frascos de hemocultura em caldo sem agar e 
hemocultura continua, dentro de 12 a 24 horas depois da coleta; em seguida, as placas sao incubadas em aerobiose 
com C0 2 5 a 10% a 35°C. Em geral, as subculturas em anaerobiose “as cegas” nao sao realizadas na maioria dos 
laboratories. Contudo, geralmente existe consenso de que as subculturas aerobias e anaerobias de todos os frascos 
de hemocultura visualmente positivos devam ser preparadas. Em um estudo com 20.155 frascos de hemocultura 
(caldo de soja tripticase e caldo de tiol), 202 apenas 32 frascos com caldo de soja tripticase e 10 frascos com caldo de 
tiol tomaram-se positivos depois de 7 dias de incubagao. Quinze dos 32 isolados em soja tripticase e todos os 
isolados em tiol foram recuperados de outras culturas, ou nao foram considerados clinicamente significativos, 
indicando que a incubagao das hemoculturas manuais por mais de 7 dias e desnecessaria. A maioria das instituigoes 
passou a incubar os frascos de hemocultura por apenas 5 dias. 

O exame microscopico rotineiro dos frascos de hemocultura macroscopicamente negativos depois de 24 horas 
de incubagao nao e recomendado, porque o numero de microrganismos que podem ser detectados na coloragao por 
Gram (cerca de 10 5 UFC) nao e consideravelmente menor que 10 6 a 10 7 UFC necessarias para produzir turbidez 
visivel no caldo. 236 As coloragoes por laranja de acridina (LA) sao mais sensiveis e detectam 10 3 a 10 4 UFC/m (. 
Tierney et al. relataram aumento de 16,8% no indice de deteegao precoce de septicemia quando examinaram 
macroscopicamente os caldos de hemocultura negativas por coloragao com LA. 299 

Sistemas de hemocultura automatizados e computadorizados. A introdugao dos sistemas de 
hemocultura automatizados e computadorizados com leitura continua representou um avango importante na pratica 
da microbiologia clinica. O uso dos sistemas de hemocultura manuais tern diminuido desde a introdugao desses 
sistemas. Tres desses sistemas - BacT/ALERT® 3D (bioMerieux, Durham, NC), BD BACTEC® (BD Diagnostic 
Systems) e VersaTREK® (ThermoScientific, Cleveland, OH) - sao utilizados comumente nos EUA/ 111 Todos eles 
alertam o microbiologista de que uma cultura e positiva e, em seguida, os frascos relevantes podem ser removidos 
para coloragao por Gram e subculturas. Mais recentemente, a FDA aprovou o uso dos ensaios diagnostics 
moleculares multiplex para as hemoculturas positivas; isso permite a identificagao mais rapida das especies e, em 
alguns casos, a deteegao dos determinantes geneticos de resistencia. Os meios selecionados para a subcultura, assim 
como alguns ensaios moleculares, podem ser selecionados com base na reagao ao Gram e na morfologia dos 
microrganismos. Quando os microrganismos nao sao detectados visualmente, uma subcultura “as cegas” deve ser 
realizada e o frasco devolvido ao aparelho para continuar a incubagao. Varios estudos demonstraram que os frascos 
precisam ser incubados por apenas 5 dias, quando se utilizam sistemas de monitoramento continuo. No fiituro, sera 
possivel reduzir o tempo de incubagao ainda mais. 58 

Sistema de hemocultura BacT/ALERT ® 3D. Por ser o primeiro sistema de hemocultura com monitoramento 
continuo desenvolvido e comercializado nos EUA, o BacT/ALERT® 3D (antes conhecido como BacT/Alert®) foi 
adotado em muitos laboratories clinicos. Cada frasco de hemocultura pode receber 10 m / de sangue. A medida que 
os microrganismos crescem na mistura de sangue-caldo, o C0 2 e liberado. Um sensor quimico sensivel ao C0 2 , que 
fica separado da mistura de sangue-caldo por uma membrana unidirecional permeavel a esse gas, esta fixado ao 
fiindo de cada frasco. Quando ha C0 2 presente, a cor do sensor muda de verde para amarelo, embora o detector 
sensivel a luz acoplado ao instrumento reaja antes que seja perceptivel uma mudanga de cor. 

Cada frasco e colocado com o fiindo para baixo em uma cavidade receptora existente na unidade coletora de 
dados, que sao controlados por um codigo de barras presente no rotulo do frasco, que e interligado ao computador 
de forma a corresponder aos dados de identificagao de cada paciente. Cada unidade coletora de dados e um 
“gabinete” do tamanho aproximado de um refrigerador pequeno, que fiinciona como incubadora autonoma, agitador 
e dispositivo de deteegao com recurso para guardar 120 ou 240 frascos, dependendo do modelo. Varios modulos 
passam pelos controles do mesmo computador, de forma que podem ser monitorados 1.440 frascos no total. As 
concavidades estao dispostas em duas fileiras dentro de uma estante horizontal, que gira suavemente para frente e 
para tras quando a porta da unidade coletora de dados esta fechada. A intervalos de 10 minutos, um feixe de luz 
originado de diodos emissores (um para cada concavidade) e projetado atraves de um filtro de excitagao, de modo a 


refletir o sensor sensivel ao C0 2 presente no fundo de cada frasco. A luz refletida e direcionada por um filtro de 
emissao ate um detector fotossensivel que, por sua vez, esta conectado a um compilador do computador. Logo que o 
acumulo de C0 2 no frasco e suficiente para alterar o sensor, o aparelho emite um “alerta” visual ou sonoro e a 
posigao do frasco positivo e assinalada imediatamente pelo computador. Os frascos positivos podem ser retirados 
imediatamente e processados em seguida. 

Sistemas de hemocultura BD BACTEC®. O sistema BACTEC® consiste em uma incubadora autonoma, um 
agitador e um dispositivo de detecgao semelhantes em aparencia ao sistema BacT/ALERT® 3D. Existem 3 
tamanhos: o modelo 9.240 guarda 240 frascos, o modelo 9.120 conserva 120 frascos e o modelo 9.050 acomoda 50 
frascos. Varios modulos podem ser ligados a mesma unidade de controle computadorizado. Semelhante ao 
BacT/Alert®, cada frasco tern um disco sensor fixado a superficie interna do fiindo. Uma diferenga operacional entre 
os sistemas BacT/Alert® e BACTEC® e que o segundo utiliza luz fluorescente (em vez de luz espectral) para 
detectar alteragoes da concentragao de C0 2 na mistura sangue-caldo. A medida que se forma C0 2 em cada frasco, 
seu sensor emite luz fluorescente, que em seu trajeto passa por um filtro de emissao ate um diodo sensivel a luz. Os 
frascos sao colocados com o fiindo para baixo em concavidades receptoras, que sao monitoradas a cada 10 minutos. 
A voltagem da corrente de leitura do diodo e comparada com a leitura anterior. Quando a alteragao de voltagem 
ultrapassa um valor delta pre-ajustado, o microcomputador marca o frasco como positivo. A posigao do frasco 
positivo e indicada na tela do computador, de forma que ele possa ser retirado para processamento adicional. A 
qualquer momenta, e possivel gerar um grafico ilustrando o progresso da produgao de C0 2 na tela do computador. 

Sistema de hemocultura Versa TREK O sistema de hemocultura VersaTREK " (ThermoScientific, antes 
conhecida como TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH) difere dos sistemas BacT/ALERT® 3D e BD 
BACTEC® nos seguintes aspectos: (1) a produgao de C0 2 e monitorada manometricamente, (2) o consumo e a 
produgao de gas sao monitorados e (3) as alteragoes das concentragoes de H 2 e 0 2 (alem do C0 2 ) sao detectadas. 

A unidade coletora de dados tambem e um “gabinete”, que fiinciona como incubadora autonoma, agitador e 
detector. Atualmente, existem unidades com capacidade de acomodar 96 a 240 frascos, ou ate 528 frascos. Depois 
da inoculagao de ate 10 m/’ de sangue venoso, cada frasco e ligado a um conector descartavel, que inclui uma agulha 
retraida, que penetra o septo do frasco de hemocultura. Em seguida, cada frasco e colocado em uma posigao 
defmida na estante carreadora, que e alinhada de forma que cada conector fique diretamente ligado a uma sonda 
sensivel localizada no alto de cada posigao. Quando o frasco e alinhado corretamente, a pressao do gas circulante e 
monitorada continuamente. A leitura e realizada a cada 12 minutos. Quando a alteragao da leitura ultrapassa um 
valor delta, luzes acendem indicando a posigao de qualquer frasco positivo. 

A leitura pode ser realizada durante a fase de consumo de H 2 e 0 2 . O consumo de oxigenio e acelerado quando 
os microrganismos em replicagao entram na fase logaritmica de crescimento. Por isso, pode-se realizar uma leitura 
nas fases iniciais do periodo de incubagao, antes que sejam produzidas quantidades detectaveis de C0 2 . A pesquisa 
de multiplos gases e uma vantagem teorica do sistema de precipitador eletrostatico (SPE), especialmente para 
detectar microrganismos assacaroliticos, que podem nao produzir C0 2 suficiente para que sejam detectados pelo 
indicador. 

Estudos comparativos 

O desempenho comparativo desses sistemas de hemocultura foi detalhadamente estudado. Dependendo do desenho 
do estudo, o espectro de microrganismos isolados dos especimes clinicos, o volume de sangue cultivado e os tipos 
exatos de frascos e composigoes dos meios comparados, um sistema pode ser ligeiramente superior ou inferior aos 
outros. Aperfeigoamentos das composigoes dos meios, da sensibilidade dos detectores e do desenho dos aparelhos 
continuam ainda hoje; os resultados de um estudo realizado ha alguns meses podem nao refletir necessariamente a 
tecnologia atual. Por isso, o diretor e o supervisor de cada laboratorio devem considerar os estudos publicados e os 
comentarios verbais das pessoas que utilizaram o sistema e as necessidades do laboratorio local, de forma a 
determinar se um sistema novo deve ser implantado. Todos esses sistemas sao equipamentos excelentes aprovados 
pela FDA; a decisao a ser tomada e saber qual o que melhor se adapta as necessidades de cada laboratorio. 

As vantagens dos sistemas de hemocultura com monitoramento continuo incluem a redugao da carga de trabalho 
do laboratorio, a diminuigao do numero de resultados falso-positivos e pseudobacteriemias (porque os frascos sao 
menos manuseados e sao retiradas menos amostras) e os aumentos significativos da velocidade de detecgao e do 
indice de isolamento microbiano. As desvantagens incluem a selegao limitada dos meios, o volume expressivo dos 


equipamentos (esse problema nao e tao importante hoje em dia, porque existem plataformas menores) e o custo. A 
redugao da carga de trabalho do laboratorio e atribuida basicamente ao tempo que um tecnologo pode dedicar ao 
processamento apenas das culturas positivas, em vez de carregar e descarregar os aparelhos ou preparar subculturas 
e observar as amostras predominantemente negativas. Tambem e necessario fazer um ajuste dos horarios de trabalho 
dos profissionais da equipe, porque as culturas podem positivar a qualquer hora do dia. 

Consideragoes especiais 

Microrganismos exigentes e endocardite. Embora a maioria dos patogenos seja detectada em poucos dias, 
alguns microbios exigentes crescem lentamente. Alguns desses microrganismos podem causar endocardite. Por isso, 
e conveniente prolongar a incubagao alem do periodo limitrofe rotineiro, quando isso for solicitado pelo medico. E 
recomendavel conversar com o medico para descobrir se ele tern alguma suspeita clinica de determinado 
microrganismo exigente. Isso e util por muitos motivos. Em alguns casos, o medico pode desconhecer os avangos 
dos equipamentos de hemocultura e pode estar interessado na incubagao prolongada de um microrganismo, que e 
facilmente recuperavel pelos sistemas modemos (p. ex., Cardiobacterium spp.). Por outro lado, o medico pode estar 
interessado em ampliar a incubagao para detectar bacterias que nao crescem em cultura (p. ex., Coxiella burnetii ) ou 
tem poucas chances de serem isoladas em cultura (p. ex., Bartonella spp.). Nesses casos, seria apropriado 
recomendar-lhe tecnicas sorologicas e/ou moleculares. Por fim, o medico pode estar interessado em microrganismos 
(p. ex., P. acnes) que podem exigir periodos longos de incubagao que, nesses casos, deve ser realizada. Um 
problema associado a alguns patogenos exigentes e raros e que eles nao produzem quantidades de C0 2 suficientes 
para ativar o detector. Se houver esse tipo de suspeita, uma manobra util e realizar coloragoes “as cegas” dos frascos 
com LA depois da incubagao por 7 dias e/ou do periodo total de incubagao. O LA e preferivel ao Gram porque e 
mais sensivel e o esfregago pode ser examinado mais rapidamente. 

Culturas dos cateteres intravasculares. Existem duas abordagens basicas usadas para diagnosticar 
bacteriemia associada aos cateteres. Uma requer a retirada do cateter, a outra nao. 193 

A recomendagao diagnostica inicial - e, provavelmente, a abordagem mais utilizada, mesmo hoje em dia - era 
um procedimento semiquantitativo. 175 A ponta do cateter e rolada sobre a superficie de uma placa de agar e as 
colonias resultantes sao contadas depois da incubagao durante a noite. Estudos demonstraram uma correlagao 
estatistica de > 15 UFC com sepse associada aos cateteres e, mais tarde, essa relagao foi confirmada por outros 
autores. As variagoes dessa tecnica tem incluido culturas de varios segmentos, exposigao da ponta do cateter ao 
ultrassom e lavagem do interior do cateter, 26 '’ mas a simplicidade da tecnica original tem atraido a maioria dos 
microbiologistas. 

A segunda abordagem e realizar hemoculturas quantitativas obtidas simultaneamente do cateter e por pungao 
venosa. 92 ' 226 A teoria e que, se o cateter estivesse secundariamente infectado por uma bacteriemia originada de outra 
fonte, menos UFC seriam detectadas no sangue retirado pelo cateter, que no sangue obtido por pungao venosa. Se o 
cateter fosse a origem da bacteriemia, o resultado seria o inverso. O metodo mais simples para realizar culturas 
quantitativas e usar o sistema de coleta sanguinea Isolator*. 1- Do mesmo modo, alguns autores estudaram os 
intervalos decorridos ate a detecgao nas hemoculturas obtidas do sangue periferico e do sangue do cateter como 
substitutes as hemoculturas quantitativas. O uso das culturas quantitativas e do tempo ate a detecgao ainda nao foi 
adotado amplamente nos laboratories clinicos. 

A vantagem da tecnica de cultura quantitativa e que o cateter pode permanecer no local, se nao estiver implicado 
na bacteriemia. Contudo, e importante ressaltar que e possivel trocar um cateter sobre um fio-guia, de forma que nao 
e necessario realizar outro procedimento para manter o acesso vascular; nesse caso, a decisao quanto a remogao do 
cateter novo pode ser tomada depois que os resultados da cultura do primeiro cateter estiverem prontos. 193 De 
qualquer modo, um cateter intravascular e conservado se ficar comprovado que ele nao e a causa da sepse. A 
utilidade das culturas do cateter e muito controvertida, em razao da possibilidade maior de contaminagao e do seu 
beneficio limitado ou nulo, em comparagao com as hemoculturas do sangue periferico. A abordagem as culturas dos 
cateteres deve ser determinada depois de revisar a literatura e consultar os medicos solicitantes quanto ao seu uso. 

Tecidos e biopsias. As amostras de tecidos para cultura devem ser enviadas imediatamente ao laboratorio em um 
recipiente esteril adequadamente tampado. Quando a amostra e muito pequena, ela pode ser colocada em um pedago 


de papel de filtro esteril seco. Algumas vezes, os medicos utilizam gaze, mas pode ser muito dificil retirar especimes 
diminutos dos intersticios da gaze. Os especimes colocados em formalina nao sao apropriados para cultura. 

As culturas de medula ossea podem ser uteis para estabelecer o diagnostico das doengas granulomatosas, 
inclusive brucelose, histoplasmose e tuberculose. A utilizagao do sistema Isolator® ou de outros sistemas liticos para 
processar as amostras de medula ossea pode facilitar o isolamento de bacterias, principalmente quando as infecgoes 
sao causadas por patogenos intracelulares. 
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n N. T. Mary Mallon, irlandesa, imigrou para os EUA em 1883. Embora tenha contraido febre tifoide, sua infecgao nao foi 
grave e sen organismo conseguiu resistir, mas ela continuou a transmitir a doenga a dezenas de pessoas enquanto trabalhava 
como cozinheira nos anos 1900 a 1907. Desde entao, “Maria Tifoide” (do ingles, Typhoid Mary) e urn termo usado para 
designar as pessoas que, embora aparentemente saudaveis, sao capazes de transmitir doengas aos demais. 
m N. R. T. No Brasil, E. coli enteropatogenica classica ainda tem papel importante como causa de diarreia aguda em criangas 
menores de 2 anos em algumas regioes do pais. 

1V N. T. A dip slide (laminocultivo) consiste em iim meio de cultura esteril acondicionado em uma lamina plastica, que e 
mergulhada dentro da urina a ser testada. Em seguida, a cultura e incubada de forma a favorecer o crescimento microbiano. A 
maioria desses testes consiste em iim ou dois agares fixados a uma lamina flexivel, de forma a permitir contato completo do 
agar com o liquido que se pretende testar. 

' N. R. T. A preparagao de Tzanck consiste em metodo citologico para o diagnostico de dermatoses virais, parasitarias, 
autoimunes e tumorais. 

VI N. T. E importante ressaltar que o autor se refere especificamente a prevalencia dessas doengas nos EUA e, possivelmente, 
em outros paises desenvolvidos. Segundo o boletim epidemiologico da Organizagao Mundial da Saiide (OMS) de 27/08/2010, 
16 paises do mundo notificaram 1.000 ou mais casos de tuberculose em 2009. Entre as regioes definidas pela OMS, a Asia 
apresentou o maior indice de detecgao (9,39 casos por 100.000 habitantes), seguida das Americas (4,58 casos por 100.000 
habitantes). (Fonte: http://www.paho.org/bra.) 

V,, N. R. T. S. intermedius e S. anginosus fazem parte dos “estreptococos do grupo de Milleri”. 

'' in N. R. T. No Brasil, BacT/ALERT® 3D (bioMerieux, Durham, NC) e BD B ACT EC' 1 (BD Diagnostic Systems) sao os mais 
utilizados pelos laboratories de grande porte. 
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Introdugao 

Nos laboratories de microbiologia clmica, a cultura de microrganismos a partir dos especimes obtidos dos pacientes 
ainda e o metodo principal para diagnosticar doengas infecciosas. Durante as decadas de 1940 e 1950, as tecnicas 
sorologicas (como a imunodifusao de Oudin e Ouchterlony) desenvolvidas nos laboratories de pesquisa foram 
introduzidas nos laboratories cllnicos. Mais tarde, outros metodos baseados em conceitos imunologicos, como a 
fixagao de complemento (FC), tambem foram introduzidos como tecnicas para documentar retrospectivamente a 
reagao imune dos hospedeiros a infeegao. O desenvolvimento das tecnologias do imunoensaio enzimatico (IEE) e 
dos hibridomas revolucionou por completo o papel da sorologia no diagnostico das doengas infecciosas. Metodos 
desenvolvidos originalmente para detectar anticorpos foram depois reconfigurados para a deteegao direta de 
antigenos microbianos nos especimes obtidos dos pacientes. As tecnicas imunossorologicas mais modernas 
ampliaram a importancia do laboratorio na assistencia aos pacientes e conquistaram aceitagao ampla como recursos 
diagnosticos uteis. Todas essas tecnicas tern seus fundamentos nos conceitos basicos de imunologia. Depois de uma 
revisao sucinta desses conceitos, este capitulo descreve as aplicagoes mais recentes da imunossorologia na pratica 
clmica. 

Antigenos e anticorpos | Definigoes basicas 

Antigeno e uma substancia que estimula a produgao de anticorpos por um animal imunizado por esse antigeno 
especifico. Em geral, os antigenos sao imunogenicos, ou seja, tem a capacidade de estimular a produgao de 



anticorpos e combinar-se especificamente com os anticorpos formados contra eles. Nem todas as estruturas 
moleculares que compoem um antigeno sao igualmente imunogenicas; as estruturas moleculares imunogenicas e 
reconhecidas pelos anticorpos sao conhecidas como determinantes antigenicos imunodominantes ou epitopos. 
As caracteristicas singulares de cada epitopo antigenico dependem dos tipos e das sequencias dos aminoacidos das 
proteinas; das composigoes estrutural e quimica dos polissacaridios, das glicoproteinas e dos acidos nucleicos; e de 
suas estruturas secundarias, terciarias e quatemarias. Moleculas diferentes podem compartilhar os mesmos 
determinantes antigenicos e ser reconhecidas por anticorpos dirigidos contra esses determinantes. Por exemplo, os 
fragmentos Cl das cadeias leves de varias classes de imunoglobulinas (descritas adiante) contem determinantes 
antigenicos comuns, que lhes permitem ser reconhecidos pelos mesmos anticorpos. Essas combinagoes de 
antigenos/anticorpos sao descritas como reatividade cruzada. A reatividade cruzada dos anticorpos aos antigenos 
comuns ou diretamente relacionados pode ser clinicamente importante em algumas doengas. Por exemplo, estudos 
realizados com anticorpos monoclonais demonstraram que certos antigenos da proteina estreptococica M e o 
antigeno /V-acetil-fl-glicosamina do carboidrato dos estreptococos do grupo A tern reatividade cruzada com a 
miosina cardiaca e varias outras proteinas (p. ex., tropomiosina, vimentina) existentes nos tecidos das valvas e dos 
musculos cardiacos. 46,62,100 Nesse modelo experimental, os anticorpos formados durante a faringite estreptococica 
aguda depois se ligavam a esses epitopos com reatividade cruzada dos tecidos cardiacos e, assim, ativavam a cascata 
do complemento e resultavam nas lesoes imunologicamente mediadas do musculo cardiaco e dos tecidos adjacentes, 
bem como no desenvolvimento da febre reumatica aguda (FRA)." 14 Um mecanismo semelhante parece atuar na 
patogenia da glomerulonefrite pos-estreptococica. Anticorpos produzidos contra varios antigenos (exceto proteina 
M) dos estreptococos “nefritogenicos” do grupo A (p. ex., endostreptosina citoplasmatica, “proteina associada as 
cepas nefriticas” [PACN] extracelular, exotoxina piogenica estreptococica [speB]) podem reagir com os tecidos 
renais e causar lesao nos glomerulos. 44,154 

Os anticorpos fazem parte de um grupo de moleculas glicoproteicas estruturalmente semelhantes encontradas no 
sangue e nos liquidos extracelulares, conhecidas coletivamente como imunoglobulinas (Igs). Essas moleculas sao 
sintetizadas pelos linfocitos B, que expressam Igs ligadas a superficie com especificidade unica. Quando os 
receptores de antigenos dessas celulas encontram o ligante apropriado, as celulas B proliferam e secretam anticorpos 
soluveis voltados contra o antigeno-alvo. Cada plasmocito produz quantidades expressivas de moleculas de um 
unico anticorpo, com as mesmas especificidades de ligagao aos antigenos. Alem disso, algumas celulas B 
fiincionam como celulas processadoras de antigenos, que depois sao apresentados aos linfocitos T para estimular a 
produgao adicional de anticorpos e a estimulagao das reagoes imunes celulares. 2 A descrigao da origem das reagoes 
imunes humorais e celulares e das interagoes celulares que resultam na formagao dos anticorpos especificos estaria 
alem dos propositos deste capitulo e pode ser encontrada em outras fontes dedicadas a imunologia e a 
imunogenetica. 27 

As imunoglobulinas podem ser divididas em 5 classes com base em suas estruturas: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE 
(Figura 3.1). As moleculas de IgG tern peso molecular em tomo de 150 kDa, sao compostas de 2 cadeias leves e 2 
pesadas e tern 2 locais de ligagao para antigenos especificos (regioes Fab). Os locais que nao se ligam aos antigenos 
e sao compostos de partes das 2 cadeias pesadas sao conhecidos como regioes Fc. As moleculas de IgG sao 
transportadas ativamente atraves da placenta e conferem imunidade passiva aos recem-nascidos em uma fase na 
qual os mecanismos da resposta imune do lactente ainda estao em desenvolvimento. As IgG sao divididas em 4 
subclasses referidas como IgG h IgG 2 , IgG 3 e IgG 4 . A IgG, e a imunoglobulina predominante do soro e pode fixar-se 
e ativar complemento. A IgG 2 e a IgG 4 sao as imunoglobulinas principais produzidas em resposta aos antigenos 
polissacaridicos e, por extensao, as bacterias encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae e Haemophilus 
influenzae tipo b. A IgG 3 e produzida em quantidades maiores durante as reagoes imunes secundarias e e 
especialmente importante para a neutralizagao de virus. As moleculas de IgM tern peso molecular em tomo de 950 
kDa e sao compostas de 5 monomeros, cada qual semelhante a uma molecula de IgG simples. As 5 estruturas 
monomericas sao interligadas por pontes dissulfidricas na regiao Fc de cada monomero e por uma molecula com 15 
kDa conhecida como “cadeia J”, necessaria a agregagao da estrutura pentamerica da IgM. IgM e a primeira classe 
de imunoglobulina produzida pelo feto, alem de tambem ser a primeira Ig a aparecer na circulagao depois de uma 
infecgao ou imunizagao. A IgM tambem e util a fixagao do complemento. A presenga da IgM no soro e transitoria e, 
em geral, indica infecgao recente. Contudo, as reagoes por IgM podem ocorrer durante a reativagao das infecgoes 
virais latentes e na reinfecgao pelos mesmos agentes infecciosos ou outros semelhantes. Alem disso, os anticorpos 
da classe IgM podem persistir por semanas a meses, dependendo do agente infeccioso e da competencia imune do 



hospedeiro. Ao contrario da IgG serica, a IgM nao atravessa a placenta; desse modo, a dcmonstragao de IgM voltada 
contra um agente infeccioso (p. ex., virus da rubeola) no sangue fetal ou do cordao umbilical indica infecgao 
congenita ou adquirida no periodo perinatal. A IgG serica aparece 4 a 6 semanas depois da infecgao e geralmente 
persiste por toda a vida. Os anticorpos da classe IgA ocorrem na forma de monomeros (160 kDa) ou dimeros (400 
kDa) e representam cerca de 15% das imunoglobulinas sericas totais. A IgA e a classe principal de anticorpos 
encontrados nas superficies das mucosas e nas secregoes extracelulares (p. ex., colostra, saliva, lagrimas, mucina e 
secregoes intestinais, respiratorias e genitais). A IgD e estruturalmente semelhante a IgG, tern peso molecular de 175 
kDa e representa apenas cerca de 0,2% das imunoglobulinas sericas totais. Essa classe de anticorpos e encontrada 
principalmente nas superficies dos linfocitos B imaturos e atua como um receptor celular de antigenos. A IgE tern 
190 kDa e apenas vestigios dessa classe sao encontrados no soro. Essa e a imunoglobulina que se liga nao 
covalentemente aos mastocitos e basofilos pela regiao Fc. 50 A ligagao do antigeno a IgE estimula a desgranulagao 
dessas celulas, resultando na sintese de mediadores peptidicos da hipersensibilidade. Desse modo, os anticorpos da 
classe IgE desempenham fungoes importantes nas reagoes alergicas (p. ex., anafilaxia). Os niveis sericos desses 
anticorpos tambem podem aumentar transitoria ou persistentemente durante as infecgoes intestinais por 
helmintos. 63,134 



igD 



Anticorpo da superticie 
celular dos linfocitos 


PM = 150.000 



Anticorpo reagfnico 
principal 


■ FIGURA 3.1 Classes das imunoglobulinas humanas. Os anticorpos constituem 5 classes estruturais e funcionais 
designadas como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. A unidade estrutural basica dos componentes de cada classe consiste em 2 pares 
de polipeptidios (2 cadeias pesadas e 2 cadeias leves) reunidos por pontes dissulfidricas, e cada unidade tern 2 locals de 
ligagao para antigenos. Alguns tipos de Ig tern outros componentes estruturais (cadeia J da IgM, pega secretora da IgA). PM 
= peso molecular. 

O diagnostico sorologico das infecgoes causadas por bacterias, virus, fungos ou parasitas no laboratorio clinico e 
realizado pela demonstragao de anticorpos especificos nas amostras de soro dos pacientes. Como anteriormente dito, 
IgM e o primeiro anticorpo a aparecer depois de uma infecgao; por isso, o diagnostico sorologico de uma infecgao 
recente pode ser firmado com base na realizagao de um teste especifico para IgM com uma unica amostra de soro 
obtida na fase inicial da evolugao clinica. O diagnostico das infecgoes recentes tambem pode ser baseado na 
detecgao de anticorpos da classe IgG em 2 especimes pareados. O primeiro e obtido 5 a 7 dias depois do inicio dos 
sintomas e o segundo durante a fase de convalescenga (2 a 4 semanas depois). Aumentos de 4 vezes ou mais no 
titulo de anticorpos entre as amostras da fase aguda e da convalescenga sugerem infecgao recente ou intercorrente. 
O titulo de anticorpo e defmido pela reciproca (valor correspondente) da diluigao do soro que apresenta reagao 
positiva a presenga dos anticorpos. Por exemplo, quando uma amostra de soro da fase aguda e reativa na diluigao 
mais alta de 1:8 (titulo de 8) e a amostra da fase de convalescenga e reativa ate a diluigao de 1:64 (titulo de 64), o 
titulo do segundo especime e mais que 4 vezes maior que o titulo da primeira amostra (8 x 4 = 32 e 64 > 32). Esse 














aumento do titulo em 4 vezes sugere infecgao em passado recente. O uso de um aumento de 4 vezes para defmir 
infecgao recente esta baseado na variagao normal do teste e e estabelecido pela dosagem de anticorpos das amostras 
da fase aguda e da convalescenga com o mesmo metodo a cada vez. Amostras isoladas de soro podem ser testadas 
para determinar o estado imune dos indivlduos a alguns agentes infecciosos (p. ex., virus da rubeola, virus varicela- 
zoster etc.); nesses casos, a realizagao do teste deve incluir nao apenas controles positivos e negativos, mas tambem 
outros soros com reatividade conhecida para funcionar como calibradores para a interpretagao dos resultados. 

O diagnostico sorologico das doengas infecciosas e retrospectivo, porque e preciso decorrer algum tempo entre a 
infecgao pelo agente infeccioso e a detecgao da resposta imune. Entretanto, o escopo das tecnicas sorologicas 
aumentou e hoje inclui nao apenas a detecgao de anticorpos no soro, como tambem a demonstragao de antlgenos em 
varios tipos de amostras. No restante deste capltulo, descreveremos os metodos para detecgao sorologica de 
anticorpos e antlgenos em termos gerais, enquanto as aplicagoes especificas destas tecnicas estao descritas nos 
capitulos subsequentes. 

Anticorpos monoclonais 

Em razao de sua conformagao como macromoleculas com estruturas secundarias, terciarias e quatemarias, os 
antlgenos constituem um “mosaico” de determinantes antigenicos. Uma consequencia natural dos principios 
sorologicos basicos e das tecnicas sorologicas foi a tentativa de “purificar” antlgenos para reduzir a heterogeneidade 
dos anticorpos que se formam contra eles. As moleculas antigenicas com apenas um epitopo sao encontradas 
raramente; por outro lado, centenas ou ate milhares de determinantes antigenicos potenciais podem existir na 
superficie de uma celula ou dentro da mistura de outras substancias. Quando esses antlgenos misturados sao 
injetados em um animal, o mesmo niimero de clones de linfocitos e estimulado. Ainda que cada clone produza um 
anticorpo especifico, o resultado final e uma mistura extremamente heterogenea de moleculas de anticorpos, cuja 
especificidade e afinidade geralmente sao desconhecidas e dificeis de controlar de um lote para outro. Quando esses 
antissoros policlonais sao usados nos sistemas de testes imunologicos para agentes infecciosos, pode ser observada 
reatividade cruzada porque os determinantes antigenicos sao compartilhados por diferentes especies, ou porque 
mutagoes resultaram na evolugao de epltopos suficientemente proximos em especificidade para produzir reagoes 
cruzadas detectaveis. As tentativas de produzir anticorpos puros por meio da absorgao com antlgenos de reatividade 
cruzada, ou de preparar antissoros “clonais” a partir dos “policlonais” atraves de tecnicas como a cromatografia em 
coluna de afinidade, tern alcangado apenas sucesso parcial. 

A medida que a ciencia que estuda o desenvolvimento de testes sorologicos evoluia, foi observado que a 
disponibilidade de um Ac ter um alto grau de homogeneidade molecular e especificidade unica resolveria muitos 
problemas encontrados com anticorpos policlonais. Dai a busca por epitopos antigenicos sem reagao cruzada. Como 
produtos de um unico clone de celulas linfoides, os anticorpos monoclonais altamente especificos surgiram 
gradativamente como subprodutos das pesquisas sobre fiisao celular e tecnologia dos hibridomas, que foram 
realizadas por Kohler e Mi I stein. 85 ’ 175 Gragas a essa descoberta, hoje e possivel isolar clones de linhagens de 
linfocitos especificos, que produzem moleculas unicas de anticorpos monoespecificos. O termo “anticorpos 
monoclonais” refere-se as especies moleculares homogeneas e uniformes de imunoglobulinas, em vez de a um 
conjunto heterogeneo de anticorpos produzidos durante a reagao imune habitual. O aspecto principal dessa 
tecnologia nao era que uma linhagem unica de celulas produtoras de anticorpos monoclonais (AMC) poderia ser 
isolada, mas que tais linfocitos de camundongos poderiam ser “combinados” com celulas do mieloma desses 
animais para produzir celulas hibridas com duas propriedades intrinsecas: (1) capacidade de sintetizar anticorpos 
monoespecificos (adquiridos dos linfocitos originais) e (2) capacidade de proliferar permanentemente em cultura 
(“imortalidade” tipica adquirida das celulas do mieloma transformadas). Desse modo, anticorpos monoclonais 
especificos podem ser produzidos continuamente em quantidades praticamente infindaveis (Boxe 3.1). 


Boxe 3.1 


Tecnica de produgao dos anticorpos monoclonais 85,175 

1. Selegao do antigeno 

Anticorpos monoclonais podem ser produzidos contra qualquer substancia reconhecida como antigeno pelo sistema imune do animal no qual 
ela e injetada. 0 ideal e utilizar um antigeno puro. Na verdade, alguns antlgenos (p. ex., farmacos purificados quimicamente, como a digoxina, 



para ser usados em ensaios) podem ser homogeneos. Mesmo nesses casos, nunca se pode garantir gue urn determinante antigenico consistira 
em apenas um epftopo. 0 fato de gue os antigenos nao purificados podem ser utilizados para produzir AMC e uma das vantagens principals sobre 
os metodos tradicionais usados para produzir anticorpos polidonais. 

2. Imuniza^ao do animal 

Os objetivos principais do procedimento de imuniza^ao sao ativar o sistema imune do animal a reconhecer avidamente todos os antigenos 
injetados, estimular ao maximo os clones de linfocitos B e fazer com gue as celulas do ba^o dividam-se a uma taxa acelerada. A cepa de 
camundongos BALB/c e utilizada mais comumente para produzir anticorpos monodonais. 0 antigeno e injetado por via subcutanea ou 
intraperitoneal com dose simultanea do adjuvante de Freund. As doses sao repetidas semanalmente e uma ultima, de "reform", e aplicada por 
via intravenosa aproximadamente 3 dias antes de retirar as celulas do ba^o. Ao final do esguema de imunizaijao, o animal e sacrificado e seu ba^o 
e removido por meio de tecnica asseptica. 

3. Fusao dos linfocitos esplenicos com as celulas do mieloma 

0 ba^o do animal e colocado em um meio de cultura esteril contendo antibioticos. 0 tecido esplenico e agitado para liberar celulas e formar uma 
suspensao fluida. Esse material e passado por um tamis para separar as celulas. Em seguida, adiciona-se ficol e a suspensao obtida e 
centrifugada para remover as hemacias. Polietilenoglicol (PEG) e acrescentado ao produto para reduzir a tensao superficial entre as celulas; isso 
as coloca em contato direto umas com as outras, permitindo gue ocorra fusao de suas membranas. Tambem e acrescentado dimetilsulfoxido 
(DMSO) a mistura em fusao para facilitar ainda mais o contato entre as celulas. Por fim, a suspensao celular e distribui'da em placas de 96 orifi'cios 
e centrifugada suavemente por 5 minutos. Desse modo, ao fim dessas etapas, a preparagao consiste em uma suspensao de celulas do mieloma 
nao fundidas, linfocitos nao fundidos e alguns hibridos fundidos de celulas do mieloma com linfocitos. (E importante salientar gue os linfocitos 
do ba^o e as celulas do mieloma fundem-se a uma taxa aproximada de apenas 1 por 10 5 ou 10 6 celulas.) 

4. Selecao dos hibridos de linfocitos—celulas do mieloma 

As celulas do mieloma gue nao se fundiram proliferam mais rapidamente gue os hibridos e precisam ser removidas de algum modo. As celulas 
do mieloma usadas para a fusao sao cultivadas em presenga de 8-azaguanina, um farmaco gue leva as celulas a interromper irreversivelmente a 
produto de hipoxantina-fosfororribosiltransferase (HPRT; do ingles, hypoxanthinephosphoribosyi transferase), uma enzima necessaria a 
continuidade do crescimento. Quando essas celulas HPRT-negativas sao suspensas em um meio contendo hipoxantina, aminopterina e timidina 
(meio FIAT), apenas as celulas do hibridoma conseguem proliferar com sucesso. As celulas do hibridoma herdam a enzima FIPRT dos linfocitos 
esplenicos, com os guais se fundiram e sobreviverao. As celulas do mieloma gue nao se fundiram e sao incapazes de sintetizar DNA porgue nao 
conseguem produzir FIPRT sao destruidas pela aminopterina presente no meio FIAT seletivo. Tambem e importante lembrar gue os linfocitos 
esplenicos gue nao se fundiram nao sobrevivem por mais gue alguns dias no meio de cultura; por isso, apenas os hibridos formados pela fusao 
dos linfocitos com as celulas do mieloma sobrevivem no meio FIAT. 

5. Clonagem das celulas do hibridoma 

As celulas hibridas gue produzem o anticorpo desejado devem ser isoladas e cultivadas na forma de um clone. Para isso, podem ser utilizadas 
duas tecnicas: (1) dilui^ao limitante e (2) proliferagao em meio de gel-agar. Com a tecnica de dilui^ao limitante ou duplicante, a suspensao com 
hibridos (depois de proliferagao maxima) e diluida e distribui'da dentro de uma serie de cavidades estereis de uma placa de microtitula^ao. As 
dilutes sao calculadas com tanta precisao gue cada cavidade contem em media apenas uma celula, a gual depois pode ser restabelecida para 
formar um clone produtor de um unico anticorpo. Com a tecnica alternativa, gue utiliza gel de agarose suplementado com soro, aminoacidos e 
antibioticos, as celulas hibridas em divisao formam grupos esferoides minusculos. Essas esferas podem serselecionadas com uma pipeta de 
Pasteur e transferidas para as camaras dos microtubos para cultura adicional e, por fim, para os ensaios objetivando determinar se estao 
produzindo o anticorpo esperado. 

6 . Separacao dos anticorpos desejados 

Na etapa de fusao do procedimento de produto dos anticorpos monodonais, alguns linfocitos alem dos gue produziam os anticorpos 
monodonais desejados tambem podem ter fundido. Na verdade, menos de 5% das celulas hibridas separadas desses linfocitos selecionados 
realmente produzem os anticorpos especi'ficos desejados. Desse modo, sao necessarios ensaios com as linhagens celulares selecionadas para 
determinar se estao produzindo o anticorpo desejado. Nessa fase do procedimento, podem ser utilizadas tecnicas de radioimunoensaio, ensaio 
imunossorvente ligado a enzima (ELISA; do ingles, enzyme-linked immunosorbent assay), metodos de precipita^ao e tecnicas de transference e 
absor^ao ( blotting , em ingles). 

7. Producao em massa dos anticorpos monodonais 

Depois de selecionar o clone desejado de celulas hibridas, a proxima etapa e produzir grandes guantidades de anticorpos monodonais. A 
cavidade peritoneal do camundongo, de preference da mesma cepa guefoi usada na etapa inicial de imuniza^ao, pode ser usada para proliferar 
o clone de celulas hibridas selecionado. Primeiramente, injeta-se um irritante organico (p. ex., pristano) para produzir peritonite guimica. Em 
seguida, a linhagem de celulas hibridas selecionada e injetada na cavidade peritoneal. Depois de alguns dias, desenvolve-se um tumor 
conhecido como hibridoma. Esse tumor produz grandes guantidades dos anticorpos monodonais, gue podem ser recuperados por aspiragao do 
h'quido ascitico da cavidade peritoneal do animal. Um animal portador desses tumores pode sobreviver por 4 a 6 semanas e, durante esse 



periodo, podem ser obtidas grandes quantidades de anticorpo. Os hibridomas tambem podem ser cultivados em culturas de celulas, nas quais os 
anticorpos altamente purificados sao produzidos sem a possibilidade de contaminaqio pelo soro, da interferencia causada pelas proteinas da 
ascite, ou da reatividade cruzada dos anticorpos de histocompatibilidade derivados dos tecidos do camundongo. 


Pesquisadores desenvolveram anticorpos monoclonais contra os antigenos clinicamente relevantes de alguns 
patogenos bacterianos, virais, fiingicos e parasitarios, e os reagentes preparados com esses anticorpos sao usados em 
alguns kits de testes de imunofluorescencia e ensaio imunoenzimatico (IEE) disponiveis no mercado. Alem da 
detecgao direta dos antigenos estruturais dos microrganismos (p. ex., polissacaridios capsulares, antigenos da 
proteina da membrana externa), tambem foram desenvolvidos anticorpos monoclonais para detectar fatores de 
virulencia microbiana, inclusive toxinas produzidas por E. coli entero-hemorragica (p. ex., toxinas Shiga e outras 
semelhantes). MU " 2 Essa abordagem introduziu outra forma de avaliar a relagao entre os microrganismos e as doengas 
infecciosas. Em vez do foco tradicional na detecgao e identiflcagao dos proprios microrganismos, esses reagentes 
permitem a detecgao especifica dos fatores de virulencia microbianos, que podem ser compartilhados por varias 
especies bacterianas associadas a determinado complexo sintomatico. Por exemplo, pode ser mais importante saber 
que uma toxina enterica e a causa da diarreia hiperosmotica, que receber a informagao de que o paciente esta 
infectado por uma especie de Shigella ou uma cepa de E. coli enterotoxigenica. 

Tipos de reagoes anti'geno | Anticorpo utilizados em sorologia diagnostica 

Reacoes de precipitina 

O tipo basico de reagao antigeno:anticorpo e a de precipitina. Essa reagao e encontrada nos sistemas de teste, que 
permitem a difusao livre das frentes de antigeno e anticorpo na diregao uma da outra. Em um ponto critico da 
interface, no qual as concentragoes sao ideais, forma-se um precipitado visivel composto de antigenos e anticorpos 
combinados. No sistema de difusao simples, o anticorpo e incorporado a um agar-gel, dentro do qual o antigeno 
pode difimdir. No metodo de imunodifusao em tubo (Oudin), o antigeno e sobreposto aos antissoros contendo agar e 
forma-se uma linha ou mais de precipitina nas zonas de equivalencia. Com a imunodifusao radial, o anticorpo e 
incorporado ao agar, que e espalhado sobre uma lamina de vidro. Em seguida, o material contendo o antigeno e 
colocado dentro de uma cavidade circular cortada no agar. Durante a incubagao, o antigeno difiinde-se para dentro 
do agar e forma-se um anel de precipitagao. O quadrado do raio do anel e diretamente proporcional a quantidade de 
antigeno presente no material. Utilizando uma diluigao constante do antissoro, as concentragoes semiquantitativas 
de antigeno podem ser determinadas comparando-se os diametros da reagao de precipitina produzida pelas solugoes 
de antigenos em concentragoes conhecidas com o do anel produzido por uma solugao conhecida. Dupla difusao e a 
tecnica de imunodifusao convencional utilizada mais comumente. Com essa tecnica, o antigeno e o anticorpo sao 
colocados em camaras proximas umas das outras. Em seguida, quando sao alcangadas concentragoes equivalentes, 
forma-se uma linha de precipitagao entre as linhas. A dupla difusao pode exigir incubagao por ate 48 horas, antes 
que seja obtido um resultado interpretavel. A contraimunoeletroforese (CIE) utiliza a tecnologia de difusao dupla, 
mas usa uma corrente eletrica que passa pela matriz de sustentagao de agarose para acelerar a migragao do antigeno 
e do anticorpo na diregao um do outro. Esses metodos podem ser usados para detectar anticorpo ou antigeno nos 
liquidos corporais. 

Durante a realizagao dos testes de precipitina, uma precaugao e reconhecer a possibilidade de que ocorram 
reagoes falso-negativas em consequencia dos fendmenos de pro-zona ou pos-zona. Quando o anticorpo esta em 
excesso (/. e., em concentragoes muito maiores que o antigeno disponivel), ocorre uma reagao negativa falsa (pro- 
zona), porque nao se formam tramas moleculares, que tomam o precipitado visivel. Por outro lado, as reagoes de 
pos-zona ocorrem quando o antigeno esta em excesso e os locais de ligagao do anticorpo ficam saturados de 
antigeno, de forma que nao ha formagao das tramas tipicas das reagoes de precipitina. Nos casos em que se esperam 
concentragoes altas de antigeno ou anticorpo, as reagoes negativas falsas por fenomeno de pro-zona ou pos-zona, 
respectivamente, podem ser evitadas repetindo-se os testes com utilizagao de diluigoes crescentes da amostra. A 
zona de equivalencia e defmida pela gama de proporgao de reagentes, que resulta na precipitagao maxima tanto dos 
antigenos como dos anticorpos. 

As tecnicas de difusao dupla ainda sao utilizadas como complemento ao diagnostico das infecgoes fungicas 
sistemicas (/. e., testes de imunodifusao para fiingos), inclusive blastomicose, histoplasmose, coccidioidomicose, 
paracoccidioidomicose e penicilinose (causada por Penicillium marneffei). 64 ’ 95 ' 192 Com a tecnica de imunodifusao 



para fungos, anti'genos purificados de fungos causadores de doengas sistemicas sao colocados em contato com soros 
de pacientes e controles para a pesquisa de anticorpos em testes de dupla difusao. A formagao de linhas de 
precipitagao identicas as do soro do controle positivo e do soro do paciente indica a presenga de anticorpos contra os 
fungos. A presenga ou ausencia de algumas bandas de precipitagao (p. ex., bandas H e M observadas com a infecgao 
por Histoplasma capsulatum ou faixas de antigeno anti-BADl [antes conhecido como WI-1] com a infecgao por 
Blastomyces dermatitidis ) pode ter significado diagnostico e prognostico na assistencia do paciente. Sj Embora sejam 
especificos, esses testes nao tern sensibilidade adequada, e seu uso foi suplantado pelos metodos diagnostics 
sorologicos (p. ex., detecgao de antigenos, IEE) e moleculares (p. ex., amplificagao de genes) mais modemos. 192 

A imunodifusao tambem constitui a base do teste de exoantigeno para identificar fungos patogenicos sistemicos. 
Com esse metodo, um tubo de ensaio com meio de agar inclinado contendo uma cultura micelial do microrganismo 
a ser identificado e extraido com agua:mertiolate durante a noite. Esse extrato aquoso e concentrado e colocado para 
reagir em um teste de difusao dupla com antissoros contra H. capsulatum , B. dermatitidis, C. immitis e especies de 
Aspergillus junto com controles antigenicos apropriados. Depois de 24 horas de incubagao, a placa de imunodifusao 
e examinada quanto a existencia de linhas de identidade entre o extrato micelial, os antissoros fungicos e os 
antigenos de controle para cada microrganismo. 78 Embora esse metodo ainda seja utilizado para identificar fungos 
patogenicos sistemicos, a disponibilidade das sondas de acido nucleico quimioluminescentes marcadas com ester de 
acridina para esses microrganismos oferece algumas vantagens, inclusive o uso de colonias mais jovens e menos 
maduras, resultados inequivocos, tempo de fmalizagao curto e identificagao das especies. 168,192 

Fixacao de complemento e inibigao da hemaglutinagao 

Ao longo das ultimas 3 decadas, os metodos sorologicos para diagnosticar doengas infecciosas passaram por 
mudangas expressivas. Os metodos mais antigos sao fixagao de complemento (FC) e inibigao da hemaglutinagao 
(IHA). A FC e a IHA podem ser usadas para detectar antigenos virais (/. e., geralmente para identificar virus em 
culturas de tecidos) ou anticorpos no soro do paciente e alguns outros tipos de especime (p. ex., liquido 
cefalorraquidiano [LCR]). Esses testes tern sido amplamente utilizados para documentar infecgoes 
retrospectivamente, em especial as que sao causadas por microrganismos que nao podem ser detectados facilmente 
pelas tecnicas de cultura. Nos laboratories clinicos, esses metodos foram praticamente substituidos por outras 
tecnicas sorologicas (p. ex., IEE) e pelos metodos de detecgao de patogenos baseados em acidos nucleicos (p. ex., 
reagao da cadeia de polimerase [PCR; do ingles , polymerase chain reaction]). 

De forma a detectar anticorpos no soro do paciente, a amostra e primeiramente aquecida a 56°C por 30 minutos 
para inativar o complemento endogeno e uma aliquota e colocada na cavidade de uma placa de microtitulagao. 
Quantidades tituladas de complemento e antigeno (especifico para o anticorpo a ser detectado) sao acrescentadas a 
microcavidade, misturadas e incubadas durante toda a noite. Quando os anticorpos do paciente formam complexos 
(/. e., reconhecem) com o antigeno, as duas moleculas combinam-se e o complemento e “fixado” a esse complexo 
de antigeno:anticorpo. Quando nao ha anticorpos contra o antigeno, nao se formam complexos imunes 
(imunocomplexos) e o complemento continua livre, ou “nao fixado”. Na etapa seguinte, hemacias (ou eritrocitos, 
geralmente de carneiro) “sensibilizadas” com anticorpos antieritrocitos sao acrescentadas a camara de 
microtitulagao. Se o complemento tiver sido ligado aos imunocomplexos durante a primeira etapa, ele nao estara 
disponivel para ligar-se aos eritrocitos recobertos por anticorpos; assim, os eritrocitos sensibilizados nao sao 
destruidos e nao assentam no fiindo da cavidade formando um “botao”. Por outro lado, se os imunocomplexos nao 
tiverem sido formados durante a primeira etapa, o complemento estara livre para ligar-se as hemacias recobertas 
com anticorpos, resultando em sua destruigao (ou hemolise). A hemolise produz uma coloragao avermelhada difusa 
dos reagentes dentro da cavidade de microtitulagao. A tecnica de FC esta ilustrada na Figura 3.2 e descrita no 
Quadro 3.1 online. 
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■ FIGURA 3.2 Teste de FC. No estagio 1, o antigeno e o anticorpo sao misturados com complemento. Quando o antigeno e 
o anticorpo se ligam, o complemento e fixado e nao estara disponivel para reagir com os eritrocitos recobertos por anticorpo 
no estagio 2. Essa ultima reagao evidencia-se por inexistencia de hemolise. Quando o antigeno nao reage com o anticorpo no 
estagio 1, o complexo nao e fixado e continua livre para reagir aos eritrocitos recobertos por anticorpo no estagio 2. Essa 
ultima reagao evidencia-se por hemolise (ou destruigao dos eritrocitos). As celulas nao hemolisadas precipitam e formam urn 
botao no centra do fundo do tubo de ensaio, enquanto as celulas hemolisadas produzem coloragao avermelhada no liquido 
com pouquissimas celulas (ou nenhuma) ao centra do fundo do tubo. Ag/Ac = antigeno-anticorpo. (Redesenhada com base 
em Leland DS. Clinical Virology, Philadelphia, PA: Saunders, 1996.) 

O teste de FC ainda e util ao diagnostico de algumas infecgoes, principalmente histoplasmose e 
coccidioidomicose. No primeiro caso, os anticorpos fixadores de complemento aparecem 4 a 8 semanas depois da 
infecgao e persistem por anos. 192 Um aumento de 4 vezes nos titulos de FC, ou um unico titulo de 1:32 ou mais, 
sugere infecgao em atividade. A tecnica de FC e menos sensivel ao diagnostico da histoplasmose dos pacientes 
imunossuprimidos, que podem nao desenvolver uma reagao imune adequada. De acordo com um estudo, a resposta 
humoral (anticorpo) dos pacientes com AIDS e histoplasmose disseminada variou de 67 a 80%, em comparagao 
com 86% dos pacientes com fungao imune preservada. 19 '' Nos pacientes com coccidioidomicose, podem ser 
detectados niveis altos de anticorpos pela tecnica de FC em mais de 90% dos casos; os titulos de FC declinam com o 
tratamento efetivo e aumentam nos casos de recidiva da doenga ou fracasso terapeutico. 6,192 Assim como a 
histoplasmose, a sensibilidade do teste de FC e menor nos pacientes imunossuprimidos (p. ex., aideticos e 
receptores de transplantes). 5,19,166 O teste de FC tambem e util para diagnosticar meningite coccidioidal. Os 
anticorpos fixadores de complemento podem ser detectados no LCR de mais de 80% dos pacientes.' ' Os titulos 
desses anticorpos no LCR declinam com o tratamento adequado e aumentam quando ha progressao da doenga no 
sistema nervoso central. 








Alguns virus (p. ex., virus da rubeola, influenza/parainfluenza, virus sincicial respiratorio [VSR], virus do 
sarampo e da caxumba) tem antigenos de superficie, que atuam como hemaglutininas; ou seja, eles conseguem ligar- 
se ao acido V-acetilneuraminico das hemacias e formar ligagoes cruzadas, que resultam em aglutinagao 
macroscopica. Os anticorpos contra um virus especifico ligam-se a essas hemaglutininas e, assim, inibem a 
aglutinagao macroscopica das hemacias. Essa reagao constitui a base dos testes de IHA para detectar anticorpos 
virais (Figura 3.3). 42 ’ 13,1 Os pacientes com infecgoes causadas por virus hemaglutinantes podem ser diagnosticados 
retrospectivamente pela demonstragao de elevagoes de 4 vezes ou mais no titulo de anticorpos, que inibem a 
capacidade de hemaglutinagao dos virus. Embora os testes para detectar anticorpos contra o virus da rubeola e 
outros patogenos virais hoje sejam realizados pela tecnica de IEE ou imunofluorescencia indireta na maioria dos 
laboratories clinicos, a IE1A ainda e realizada para padronizar e validar ensaios novos (p. ex., IEE para sorologia 
viral) e nos laboratories de saude publica e de referencia, com fmalidades de vigilancia epidemiologica e 
diagnostico (p. ex., sorologia para flavivirus [Flaviviridae], buniavirus [Bunyaviridae] e togavirus 
[Togaviridae]). 42,68 ’ 72,122,130 O Quadro 3.2 online descreve a tecnica do teste de IHA. 
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■ FIGURA 3.3 O teste de IHA tem dois estagios. No estagio 1, virus hemaglutinantes e anticorpos sao misturados. No 
estagio 2, hemacias sao acrescidas. Se os anticorpos se ligaram ao virus no estagio 1, o virus e inibido e nao ocorre 
hemaglutinagao. Se os anticorpos nao se ligaram ao virus no estagio 1, o virus permanece ativo e ocorre hemaglutinagao no 







estagio 2. A hemaglutinagao e vista como uma camada de agregados minusculos no fundo do tubo. As celulas nao 
aglutinadas se depositam na forma de urn botao no centra do fundo do tubo. Ag/Ac = antigeno-anticorpo. (Redesenhada com 
base em Leland DS. Clinical Virology. Philadelphia, PA: Saunders, 1996.) 

Reagoes de aglutinagao 

As reagoes de aglutinagao podem ser defmidas pela agregagao imunoqulmica especlfica de partlculas (eritrocitos, 
partlculas de latex, celulas estafilococicas) recobertas por antlgeno ou anticorpo e podem ser usadas para detectar 
anticorpos ou antlgenos soluveis, respectivamente. Os antlgenos ou os anticorpos sao fixados a essas partlculas por 
meio de forgas eletricas intramoleculares ou por ligagoes covalentes. A formagao de grumos de partlculas 
carreadoras ocorre como indlcio das interagoes antigeno-anticorpo, que acontecem na sua superficie. Inicialmente, 
os eritrocitos eram usados como carreadores. Esses eritrocitos precisavam ser tratados com acido tanico ou outros 
compostos para estabilizar a membrana celular e, em seguida, eram formalinizados para aumentar a absorgao 
inespecifica de peptidios, proteinas e polissacaridios. Com algumas proteinas, agentes de acoplamento quimico 
eram usados para formar ligagoes covalentes entre as proteinas e as hemacias; estes compostos funcionavam com 
algumas proteinas, mas nao com outras. Em 1955, pesquisadores demonstraram que partlculas de latex de 
poliestireno com diametro uniforme (/. e., 0,81 nm de diametro) eram carreadores ideais para as moleculas de 
anticorpo, porque as superficies hidrofobicas das esferas ligavam-se especifica e irreversivelmente a regiao Fc das 
moleculas de IgG. Os antlgenos como polissacaridios complexos e proteinas tambem poderiam ser ligados as 
partlculas de latex por meio dos grupos sulfato presentes nas superficies das esferas, em consequencia do processo 
de sua fabricagao. Hoje em dia, as partlculas ou esferas de latex sao os carreadores mais comumente utilizados nos 
ensaios de aglutinagao. Em geral, os testes de aglutinagao do latex sao realizados em laminas ou cartoes de papelao 
revestido por plastico. As esferas de latex recobertas por anticorpos especificos constituem a base das seguintes 
tecnicas diagnosticas: testes de aglutinagao do latex para antlgeno criptococico (galactoxilomanano capsular) (p. ex., 
Cryptococcal Antigen Latex Agglutination System [CALAS®], Meridian Bioscience, Inc., Cincinnati, OH; Crypto 
LA, International Biological Laboratories, Inc., Cranbury, NJ); ensaios de aglutinagao de partlculas de latex para 
detecgao direta dos estreptococos do grupo A nos especimes obtidos por swab da garganta; e produtos comerciais 
para classificagao sorologica dos estreptococos beta-hemoliticos (p. ex., Slidex" Strepto-Kit, bioMerieux, Inc., 
Marcy l’Etoile, Franga; Streptex® Streptococcal Grouping kit, Remel, Lenexa, KS). 9,33,93,163,174 Os testes de 
aglutinagao do latex foram os primeiros testes rapidos de primeira geragao para detecgao direta do antlgeno 
estreptococico A nos especimes obtidos por swab da faringe. As sensibilidades desses testes de aglutinagao do latex 
para detecgao de antlgenos variavam entre 62 e 96% e, na maioria dos casos, as especificidades passavam de 
97%. 57,93,164 Esses testes foram substituidos em grande parte pelos imunoensaios de fluxo lateral ou outras tecnicas 
moleculares, que nao exigem cultura. A aglutinagao do latex ainda e usada para identificar os grupos 
estreptococicos a partir de culturas positivas e para detectar antlgeno criptococico. O teste para antlgeno 
criptococico e realizado em LCR e amostras de soro, mas tambem tern sido usado para detectar o antlgeno no 
lavado broncoalveolar (LBA) e outros tipos de especimes. 14,143,199 As sensibilidades dos testes criptococicos 
disponiveis no comercio variam de 83 a 97% e tern especificidades na faixa de 93 a 100%, dependendo do 
fabricante. 174 Em geral, esses testes permitem o diagnostico rapido da meningite criptococica em mais de 90% dos 
casos. 193 As partlculas de latex tambem podem ser conjugadas com antlgenos, permitindo assim que a aglutinagao 
do latex seja utilizada em testes qualitativos e semiquantitativo para detectar anticorpos (p. ex., virus da rubeola). 
Esses testes eram convenientes, rapidos, faceis de realizar e muito especificos, alem de detectar anticorpos das 
classes IgG e IgM. Entretanto, os testes de aglutinagao do latex eram menos sensiveis para detectar titulos baixos de 
anticorpo ou soroconversoes. 87,92,159 Os testes de aglutinagao do latex para avaliar o estado imune aos virus da 
rubeola, ao citomegalovirus (CMV) e ao virus varicela-zoster (VYZ) nao estao mais disponiveis no comercio. 

Estafilococos tambem podem ser usados como agentes carreadores. Algumas cepas de Staphylococcus aureus 
(p. ex., ATCC 12498) tern teores altos de proteina A em suas paredes celulares. Essa proteina pode ligar-se 
especificamente a regiao Fc da IgG, deixando as regioes Fab disponiveis para se ligarem ao antlgeno. 48 Em vista da 
natureza da proteina A e sua interagao especifica com as moleculas de IgG como um carreador funcional, a 
coaglutinagao estafilococica e usada basicamente para detectar antlgenos e e o metodo utilizado em alguns kits 
comercializados para classificagao sorologica dos estreptococos beta-hemoliticos (p. ex., Phadebact® Streptococcus 
Test, Bactus AB, Huddinge, Suecia). Depois de extrair o antlgeno dos microrganismos por meios quimicos ou 
fisicos, os estafilococos recobertos por anticorpo sao misturados com o extrato. O teste positivo caracteriza-se por 


aglutinagao visivel das celulas dos estafilococos. Tambem existem no comercio testes para confirmagao das culturas 
de Neisseria gonorrhoeae e S. aureus (/. e., teste Phadebact* Monoclonal GC; teste Phadebact® Staph Aureus, 
Bactus AB, Huddinge, Suecia). 

Outro tipo de reagao de aglutinagao constitui a base de uma tecnica conhecida como imunomicroscopia 
eletronica (IME). Essa tecnica e usada para detectar visualmente patogenos virais que nao podem ser cultivados (p. 
ex., virus da hepatite A), alguns agentes etiologicos mais recentes das hepatites e virus causadores de gastrenterite 
(tambem nao cultivaveis, inclusive virus Norwalk e afins, os norovirus) nos filtrados de fezes. 94,137,148 Anticorpos 
antivirais especificos sao usados para causar agregagao das particulas virais; esses agregados sao detectados por 
microscopia eletronica com mais facilidade que os virions dispersos separadamente. A agregagao imunoespecifica 
das particulas virais aumenta a sensibilidade da detecgao dos virus por microscopia eletronica em 100 a 1.000 vezes 
e, desse modo, permite detectar apenas 10 5 a 10 6 particulas virais/mf de filtrado fecal. 

Metodos de imunoensaio de fase solida 
Imunoensaios enzimaticos para detecgao de anticorpos 

O termo imunoensaio de fase solida descreve a ligagao de um antigeno ou anticorpo a varios materiais solidos, 
inclusive camaras de microtubos de poliestireno ou contas de plastico/latex. Os imunoensaios de fase solida 
desenvolvidos para detectar anticorpos em uma amostra desconhecida trazem antigenos ligados a fase solida. A 
reagao inicial ocorre quando o especime a ser testado e incubado por determinado tempo em contato com a fase 
solida. O anticorpo especifico liga-se ao antigeno imobilizado. Depois de lavar a mistura reagida para remover 
materiais estranhos, uma antiglobulina e acrescentada com um “marcador” e incubada no tubo de reagao. Com os 
sistemas de IEE disponiveis no comercio para detectar anticorpos humanos, o conjugado comumente e IgG anti- 
humana produzida em cabras ou fabricada da mesma maneira que os anticorpos monoclonais, marcada com 
fosfatase alcalina ou ligada a peroxidase. Quando ha reagao inicial entre antigenos e anticorpos, a 
antimunoglobulina (ligada a enzima marcadora) liga-se ao anticorpo. A ultima etapa desses ensaios e o acrescimo 
do substrata da enzima, que produz um produto final colorido detectavel visualmente ou por espectrofotometria. 
Uma reagao positiva indica que o anticorpo estava presente na amostra original e a intensidade da reagao e 
proporcional a concentragao do anticorpo no especime. A Figura 3.4 ilustra um exemplo da tecnica de IEE para 
detectar anticorpos contra rubeola. Kits de IEE para detectar diversos anticorpos nos soros estao amplamente 
disponiveis no mercado e, em muitos casos, suplantaram os metodos demorados e trabalhosos como a FC e a IHA 
na sorologia viral. 

A composigao quimica dos conjugados de anticorpo utilizados nas tecnicas de IEE nao se limita as interagoes de 
antigeno e anticorpo, conforme e exemplificado pela avidina, estreptavidina e biotina. A avidina e a estreptavidina 
sao glicoproteinas purificadas da clara do ovo e de Streptomyces avidinii, respectivamente. A biotina e um dos 
componentes do complexo da vitamina B 2 e e um cofator envolvido na transferencia de C0 2 em algumas reagoes de 
carboxilase. As moleculas de avidina conseguem ligar-se estequiometricamente as moleculas de biotina, 
praticamente com a mesma avidez que uma reagao entre antigeno e anticorpo. 194 Nos sistemas de IEE, a globulina 
anti-humana produzida em cabra, fixada as moleculas de biotina pode ser usada como conjugado para detectar 
anticorpos humanos que se ligaram a um antigeno fixado na fase solida. Depois da etapa de lavagem, acrescenta-se 
avidina (ou estreptavidina) marcada enzimaticamente. Depois da incubagao e lavagem, o acrescimo do substrato da 
enzima resulta na formagao de um produto final colorido. Como altemativa, a antiglobulina biotinilada pode ser 
detectada por acrescimo de avidina nao marcada e, depois de uma etapa de lavagem, com acrescimo da enzima 
biotinilada. A enzima biotinilada liga-se a avidina e, depois da lavagem, o acrescimo do seu substrato resulta na 
formagao de um produto final colorido. 

Tecnicas sorologicas para detectar anticorpos com base na tecnologia de IEE foram desenvolvidos para amp liar 
sua utilidade como metodos de teste diagnostico ou confirmatario especifico. O metodo Western immunoblot surgiu 
da necessidade de determinar as especificidades antigenicas dos antissoros e envolvia a separagao eletroforetica dos 
antigenos em geis de poliacrilamida, seguida da transferencia eletroforetica e replicagao do padrao do gel em papel 
de nitrocelulose. 103 Em seguida, a analise dos antigenos transferidos utilizando antissoros era realizada para detectar 
e caracterizar as especificidades das preparagoes de AMC e anticorpos policlonais. A tecnica de Western 
immunoblot para anticorpos contra o HIV-1 e a aplicagao mais bem-conhecida desse metodo (Figura 3.5). Na 
tecnica original do Western immunoblot para HIV-1, o virus cultivado em cultura de tecidos era purificado 


parcialmente da cultura celular e solubilizado pelo tratamento com um detergente (dodecil sulfato de sodio) e um 
agente redutor (2-mercaptoetanol). Utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida, as protemas do HIV-1 sao 
fracionadas com base em seus pesos moleculares - as protemas de baixo peso molecular migram mais que as de alto 
peso molecular e as glicoprotelnas. Uma folba de papel de nitrocelulose e colocada sobre o gel e as protemas sao 
“transferidas” eletroforeticamente para a folba de papel. A folba e cortada em tiras para que sejam utilizadas como 
“fase solida” do ensaio. O soro repetidamente reagente no IEE para HIV-1 e diluldo e incubado com a tira de 
nitrocelulose. Quando estao presentes, os anticorpos contra o virus ligam-se aos antigenos virais especificos 
presentes na fita. Depois da lavagem, as tiras sao incubadas com anticorpos anti-humanos produzidos em cabra 
marcados por peroxidase ou fosfatase alcalina. Depois de outra etapa de lavagem, acrescenta-se o substrato da 
enzima a tira. Nas areas em que houve reaqao inicial entre antigeno e anticorpo, faixas coloridas aparecem na tira. A 
posigao das bandas e a comparagao dos padroes com amostras de controle positivo permitem avaliar e interpretar a 
reatividade de uma amostra aos antigenos virais especificos. 128 O Western blot para HIV-1 ainda e o “padrao de 
referenda” como teste confirmatorio da infecgao por esse virus e tern especificidade maior que 99%. 
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m FIGURA 3.4 Principios do IEE. Esta figura demonstra a tecnica de IEE para detectar anticorpos contra o virus da rubeola. 
Antigenos purificados desse virus sao absorvidos nas concavidades da microplaca. Na etapa 1, o soro e acrescentado e 
incubado. Quando estao presentes, os anticorpos contra rubeola ligam-se ao antigeno. Depois da etapa de lavagem, 
acrescenta-se uma Ig anti-humana conjugada a uma enzima (etapa 2). Depois da lavagem da segunda etapa, acrescenta-se 
urn substrata enzimatico cromogenico. As absorvencias de cada cavidade da microplaca sao determinadas no aparelho de 
espectrofotometria e os resultados do teste sao interpretados por comparagao com controles positivos e negativos utilizados 
no mesmo teste. 

As tecnicas de immunoblot tambem podem ser usadas para avaliar as especificidades dos anticorpos dirigidos 
contra outros patogenos. Por exemplo, alguns IEE utilizados para detectar anticorpos contra os herpes-virus simples 
(VHS) nao conseguem diferenciar entre os anticorpos especificos para VHS-1 e VHS-2. Recentemente, foram 
introduzidos IEE de segunda geragao baseados em micro titulagao, que utilizam gGl e gG2 purificadas 
(glicoproteinas especificas do VHS-1 e VHS-2, respectivamente) para detectar anticorpos especificos para o tipo de 
virus nas amostras de soro. 38,203 Os metodos modemos de immunoblot, que detectam anticorpos contra varios tipos 
de antigenos especificos de cada tipo viral, tem sensibilidade e especificidade acima de 98% para diferenciar entre 
os anticorpos contra VHS-1 e VHS-2. 109,276 A tecnologia de immunoblot tambem foi avaliada em um formato de 
teste para diagnosticar sifilis. Os anticorpos dirigidos contra antigenos imunodeterminantes de Treponema pallidum 
com pesos moleculares de 15,5, 17, 44,5 e 47 kE)a confirmam o diagnostico de sifilis adquirida quando se utilizou 
um conjugado de anti-IgG. 11 Quando utiliza um conjugado anti-IgM, a tecnica de immunoblot e um ensaio sensivel 
e especifico para diagnosticar sifilis congenita. 67 Em razao da relativa falta de sensibilidade do IEE e das tecnicas de 
imunofluorescencia, os metodos de immunoblot tambem se tornaram tecnicas sensiveis e especificas para confirmar 
o diagnostico sorologico da doenga de Lyme causada por Borrelia burgdorferi ; desse modo, os CDC (Centers for 
Disease Control and Prevention) dos EUA defmiram criterios diagnostics baseados nos padroes das bandas em 
immunoblot. 25 Os metodos de immunoblot contribuem para o diagnostico da doenga da arranhadura de gato, porque 
permitem identificar os antigenos imunodominantes de Bartonella henselae (agente etiologico dessa doenga), que 
sao muito uteis ao diagnostico. Esses antigenos poderiam ser usados para desenvolver testes de IEE ou de anticorpo 


fluorescente indireto (AFI), que poderiam estabelecer o diagnostico sorologico com sensibilidade e 
especificidade. 77 ’ 112,187 
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■ FIGURA 3.5 Tecnica do Western blot para detectar anticorpos anti-HIV-1. Na etapa 1, o virus cultivado em culturas de 
tecidos e solubilizado, parcialmente purificado e submetido a eletroforese em gel com placa de poliacrilamida. Isso separa as 
proteinas e as glicoproteinas virais de acordo com seus pesos moleculares. Na etapa 2, os antigenos presentes no gel sao 
“transferidos” eletroforeticamente para uma folha de nitrocelulose, que depois e cortada em tiras. Em seguida, as tiras sao 











































incubadas (etapa 3) com a amostra a ser testada (soro). Depois da lavagem para remover materials nao fixados, acrescenta- 
se urn conjugado marcado com uma enzima (etapa 4). Esse material liga-se aos anticorpos originados da amostra de soro, 
que se ligaram a tira. Depois de outra etapa de lavagem, acrescenta-se o substrata cromogenico da enzima (etapa 5) e 
bandas coloridas aparecem na tira nas areas de reatividade inicial ao anticorpo. Essa figura ilustrou reatividade a gp41, p24 e 
p31, confirmando que a amostra de soro continha anticorpos contra o HIV-1. (Reproduzida, com autorizagao, de Sandler SG. 
Xxxxx. In: DeVita VI Jr, Heilman S, Rosenberg AS, eds. AIDS Etiology, Diagnosis, Treatment and Prevention, 2 ed. 
Philadelphia, PA: Lippincott, 1988:128.) 

Os sistemas de teste por IEE e immunoblot para detectar anticorpos contra o HIV-1 passaram por diversas 
modificagoes desde que foram introduzidos, em 1984. Inicialmente, os fabricantes dos kits de teste usavam 
lisados preparados a partir de linhagens de linfocitos T cultivados e infectados pelo virus como fontes de antigenos, 
tanto com as tecnicas de primeira geragao de IEE quanto de immunoblot. Nessa epoca, ocorriam reagoes falso- 
positivas em razao da reatividade dos anticorpos dirigidos contra as proteinas do sistema HLA (antigeno 
leucocitario humano; do ingles, human leukocyte antigen), que sao expressas pelas linhagens de celulas linfoides 
usadas para cultivar o virus. Mais tarde, antigenos recombinantes foram obtidos por clonagem dos genes virais em 
sistemas de expressao de bacterias ou fiingos utilizando vetores plasmidicos. O uso desses antigenos resultou no 
desenvolvimento dos IEE de segunda geragao, que tinham sensibilidade e especificidade ainda maior que os ensaios 
de primeira geragao. 35 Contudo, com esses ensaios, as reagoes cruzadas com antigenos bacterianos ou fungicos 
contaminantes podiam causar resultados falso-positivos. Em seguida, a purificagao e a sintese dos aminoacidos dos 
antigenos retrovirais possibilitaram o uso de peptidios sinteticos como antigenos do teste de IEE (ensaios de terceira 
geragao). Esses antigenos podem ser produzidos em grandes quantidades e apresentam pouca variagao de um lote 
para outro. Em razao de sua pureza, as reagoes indeterminadas ou atipicas atribuidas aos componentes 
contaminantes dos testes baseados em lisados e antigenos recombinantes foram reduzidas. Enquanto os ensaios de 
primeira e segunda geragoes detectavam basicamente IgG, os ensaios de terceira geragao detectam todas as classes 
de anticorpos (/. e„ IgG, IgM e IgA) dirigidos contra o HIV-1 que estejam presentes no soro ou na saliva. 16 Os 
ensaios de IEE de terceira geragao para HIV-1 tambem diferem dos anteriores por sua metodologia; os antigenos 
virais sinteticos fixados a fase solida “capturam” inicialmente os anticorpos anti-HIV-1 e os anticorpos ligados sao 
detectados pelo acrescimo de antigeno do HIV-1 marcado com enzima, em vez de antiglobulina marcada com 
enzima. Os ensaios de IEE de quarta geragao para HIV-1, que foram aprovados recentemente pela FDA (Food and 
Drug Administration) dos EUA, nao detectam apenas anticorpos contra o HIV-1, como tambem podem detectar o 
antigeno p24 presente no sangue durante a fase aguda da infecgao viral, antes que haja formagao de 
anticorpos. 141 ’ 142,181 ’ 189 ’ 190 ’ 191 Esses ensaios ajudarao a detectar pacientes infectados pelo HIV que se encontram no 
periodo de janela imunologica - intervalo entre a infecgao e a formagao dos anticorpos especificos para HIV-1, 
dentro de 4 a 5 dias. Pesquisadores tambem desenvolveram ensaios semelhantes ao Western immunoblot, que 
utilizam peptidios recombinantes ou sinteticos ligados as tiras de nitrocelulose, em vez dos antigenos transferidos do 
lisado viral. 110 ' 116 ' 140 ’ 183,201 ’ 202 Esses ensaios - conhecidos como imunoensaios em linha - geralmente tern menos 
reagoes falso-positivas que o Western blot tradicional para HIV-1, em razao da ausencia de proteinas celulares 
associadas comumente aos procedimentos de immunoblot baseados em lisados. Esses imunoensaios novos tambem 
incluem peptidios recombinantes/sinteticos para confirmagao sorologica das infecgoes pelo HIV-2 (RIBA HIV- 
l/HIV-2 SIA®, Chiron Corp., Emeryville, CA; In noli a" HIV-l/HIV-2, Innogenetics, Antuerpia, Belgica; Lia-Tek® 
HIV III immunoblot assay, Organon Teknika, Tumhout, Belgica). 

Metodos de captura de anticorpos por IEE para detecgao de IgM 

Os metodos de IEE para anticorpos detectam principalmente IgG. Contudo, a detecgao de IgM especifica pode ser 
usada para ajudar a diferenciar entre infecgoes recentes e antigas, porque apenas a IgM esta presente nos estagios 
iniciais da maioria das infecgoes. Os metodos especificos para detectar essa classe de Ig evitam a necessidade de 
realizar testes com amostras da fase aguda e da convalescenga para IgG especifica. Nas infecgoes congenitas, a 
detecgao de IgM especifica no sangue fetal/neonatal indica infecgao em atividade, em vez de anticorpos 
transplacentarios. Inicialmente, os formatos de IEE para detectar IgM usavam um anticorpo anti-IgM marcado por 
enzima como conjugado. Entretanto, quando a IgG e a IgM estao presentes simultaneamente na mesma amostra, as 
moleculas menores e mais abundantes de IgG competem eficientemente pelos locais de ligagao do antigeno fixado a 
fase solida, impedindo qualquer ligagao do conjugado anti-IgM e a obtengao de um teste falso-negativo para IgM. 
Alem disso, o fator reumatoide presente no especime tambem podia interferir com o ensaio. Os fatores reumatoides 
sao anticoipos predominantemente da classe IgM, direcionados contra IgG de qualquer especificidade. Quando o 


soro contem IgG e fator reumatoide, as moleculas de IgG especificas menores ligam-se ao antigeno da fase solida e, 
por sua vez, os fatores reumatoides ligam-se a IgG. O acrescimo de um conjugado de anti-IgM marcado resulta em 
sua ligagao ao fator reumatoide, com obtengao subsequente de um resultado falso-positivo depois do acrescimo do 
substrata enzimatico. 

Para detectar IgM nos soros dos pacientes, pesquisadores desenvolveram varios metodos para separar IgM da 
IgG. A cromatografia em coluna de troca ionica e a filtragao em gel separam as classes de Ig com base em seu peso 
molecular e sua carga. Utilizando tampdes com forga ionica variavel, a IgM pode ser elulda das colunas e separada 
da IgG. A centrifugagao por densidade em gradiente de sacarose tambem separa as moleculas com base no peso 
molecular - as moleculas de IgM atravessam mais o gradiente de sacarose que as moleculas de IgG mais leves. 
Amostras de soro tambem podem ser tratadas com anticorpos anti-IgG, resultando na ligagao da IgG em 
imunocomplexos e impedindo eficazmente que esses anticorpos reajam nos ensaios para IgM. A protelna 
estafilococica A, seja misturada diretamente com a amostra de soro, seja incorporada a uma coluna de filtragao em 
gel, tambem pode ser usada para “captar” moleculas de IgG das amostras do paciente. Entretanto, esses metodos de 
separagao tern outros problemas tecnicos. Nenhum desses metodos e totalmente eficaz para separar IgM de IgG; 
desse modo, a interferencia da IgG com a detecgao da IgM ainda pode acarretar problemas, mesmo depois do pre- 
tratamento dos especimes. Alem disso, todas essas tecnicas acarretam diluigao da amostra de soro. Como a IgM 
pode estar presente em quantidades muito pequenas, a diluigao do especime pode resultar em testes falso-negativos 
para IgM, mesmo quando a IgM especlfica para o patageno esta realmente presente. Os testes laboratoriais precisos 
e confiaveis para IgM sao muito importantes para diagnosticar slndrome da rubeola congenita, porque o risco de 
lesao grave do feto e consideravel. Interrupgao da gravidez e a abordagem recomendada quando a slndrome da 
rubeola congenita e diagnosticada antes do nascimento. 

A tecnica preferida para detectar IgM e o metodo de “captura de anticorpo” (Figura 3.6). Com essa modificagao, 
a IgG dirigida contra a IgM e ligada a fase solida. A incubagao do especime resulta na ligagao de toda a IgM da 
aliquota de amostra a IgG imobilizada. Depois da etapa de lavagem, o antigeno especifico e acrescentado a camara 
de microtitulagao e liga-se as moleculas de anticorpo da classe IgM com esta especificidade antigenica. O acrescimo 
subsequente de um conjugado de anticorpo marcado por enzima dirigido contra outro epitopo do antigeno resulta na 
marcagao enzimatica indireta da IgM especifica para o antigeno, levando a formagao de um produto final colorido 
depois do acrescimo do substrato enzimatico. O fator reumatoide ou os anticorpos da classe IgM com outras 
especificidades antigenicas nao se ligam ao conjugado para formar um produto final colorido. Nos ultimos anos, os 
IEE de captura para IgM foram disponibilizados no mercado para diagnosticar varias infecgoes virais. 1,153,198 

IEE para detecgao de antigenos 

Os formatos de IEE podem ser modificados para detectar antigenos em vez de anticorpos. Nesse caso, um anticorpo 
de “captura” e fixado a fase solida (Figura 3.7); com a maioria dos formatos de IEE, a fase solida e a camara de uma 
placa de microtitulagao. A incubagao com um especime contendo o antigeno resulta na ligagao desse ao anticorpo. 
Depois de uma etapa de lavagem, a incubagao com anticorpos marcados enzimaticamente (ou biotinilados) contra 
um segundo epitopo do antigeno resulta na ligagao desses anticorpos. Depois de outra lavagem, acrescenta-se o 
substrato enzimatico (ou conjugado enzimatico de avidina), o que resulta na formagao de um produto final colorido. 
A detecgao desse produto final geralmente e realizada por espectrofotometria; os valores de corte para os resultados 
positivos e negativos sao determinados por controles e/ou calibradores positivos e negativos processados 
simultaneamente. Existem IEE de captura de antigeno para detectar diversos patogenos microbianos ou fatores de 
virulencia em varios tipos de especimes, inclusive fezes diarreicas (p. ex., IEE para toxinas semelhantes a Shiga de 
E. coli entero-hemorragica, antigenos especificos de diversos microrganismos, como Giardia, Cryptosporidium, 
Helicobacter pylori e rotavirus, e antigenos e toxinas do Clostridium difficile), urina (IEE para o antigeno de L. 
pneumophila do sorogrupo 1) e soro (galactomanana [GM] de Aspergillus e antigeno p24 do HIV-1). A Figura 3.7 
ilustra um diagrama de um ensaio tipico de captura antigenica para detectar antigenos. 

A gastrenterite pode ser causada por infecgoes bacterianas, virais e parasitarias e pesquisadores desenvolveram 
IEE para detectar antigenos dos agentes patogenicos mais comuns de todos esses grupos de microrganismos. A 
enterocolite transmitida por alimentos e a slndrome hemolitico-uremica das criangas estao associadas a E. coli 
0157:H7, mas essas sindromes tambem podem ser causadas por outras cepas de E. coli, que produzem toxinas 
semelhantes a Shiga. Existem IEE sensiveis e especificos, que detectam a cepa 0157:H7 de E. coli (Premier E. coli 
0157 EIA®, Meridian Bioscience, Inc.) ou toxinas Shiga tipos 1 e 2 (Premier® EHEC EIA, Meridian Bioscience, 


Inc.; ProSpecT® Shiga Toxin E. coli [STEC], Alexon-Trend, Ramsey, MN) diretamente nas amostras de 
fezes. 56,66,80,102 Esses IEE podem ser realizados diretamente nas fezes diarreicas ou em culturas em caldo 
MacConkey enriquecido. O Premier® EHEC EIA utiliza AMC dirigidos contra as toxinas Shiga tipos 1 e 2 como 
anticorpos de captura, alem de anticorpos policlonais marcados com peroxidase para detectar toxinas ligadas. O 
teste ProSpecT® usa anticorpos policlonais contra as toxinas Shiga tipos 1 e 2 como anticorpos de captura, bem 
como AMC marcados como peroxidase para detectar as toxinas ligadas. Esses ensaios tern sensibilidades entre 79 e 
87%, quando as fezes sao testadas diretamente, e sensibilidades acima de 98%, quando testadas depois do 
enriquecimento em caldo de cultura durante a noite. As especificidades desses ensaios com esses dois tipos de 
amostra ficam acima de 97%. Tambem existe um IEE de microplaca para detectar antigenos especificos de Giardia 
lamblia e Cryptosporidium em amostras de fezes. Os ensaios de microplaca da ProSpecT® para Giardia e 
Cryptosporidium (Remel) tem sensibilidades entre 70 e 80% para esse ultimo microrganismo, e sensibilidades 
acima de 90% para Giardia, com especificidades acima de 99% quando comparados com a microscopia. 52,74,167,205 
Os IEE para esses patogenos podem ser negativos quando a quantidade de parasitas no especime e pequena. Os IEE 
para detectar rotavirus nas fezes diarreicas tem sido utilizados ha muitos anos nos laboratories clinicos. Em 
comparagao com os ensaios de IME e PCR com transcrigao reversa (RT-PCR) para rotavirus, o ensaio Premier® 
Rotaclone (Meridian Bioscience, Inc.) tem sensibilidade de 95 a 100% e especificidade de 99%. 39,96 

H. pylori e um patogeno humano comum e esta associado as sindromes gastroduodenais, inclusive dispepsia, 
gastrite cronica, doenga ulcerosa peptica, cancer de estomago, linfoma dos tecidos linfoides associados a mucosa e 
adenocarcinoma gastrico. 170 O diagnostico da infecgao por H. pylori e estabelecido por procedimentos invasivos, 
que incluem endoscopia e biopsia gastrica, ou por metodos nao invasivos como teste para 13 C-ureia no ar exalado e 
testes para antigeno fecal. Esses testes sao usados para diagnosticar a infecgao e tambem foram avaliados quanto a 
sua capacidade de detectar infecgoes persistentes depois do tratamento de erradicagao. Embora a sorologia para 
detecgao de anticorpos seja usada comumente para determinar se um individuo foi infectado por //. pylori, essa 
tecnica nao pode ser utilizada para comprovar a erradicagao depois do tratamento, porque os declinios dos titulos 
dos anticorpos variam caso a caso, dependendo dos intervalos entre as consultas de seguimento. 17 ' 1 Os IEE detectam 
antigenos de H. pylori nas amostras fecais e usam anticorpos policlonais de coelho anti -H. pylori purificados por 
imunoafmidade (Premier® Platinum HpSA, Meridian Bioscience, Inc.), ou AMC (Amplified IDEIA® Hp StAR, 
DakoCytomation/Oxoide Ltd., Cambridge, Inglaterra; FemtoLab® H. pylori, Connex, Martinsried, Alemanha) 
adsorvidos a fase solida da camara de microtitulagao. Nas avaliagoes desses testes, o ensaio Premier® Platinum 
HpSA apresentou sensibilidades na faixa de 80 a mais de 95%, com especificidades correspondentes entre 79 e 
99%, em comparagao com o teste para 13 C-ureia no ar exalado. 59,91,146,177,178 Os IEE que utilizam AMC para capturar 
antigenos sao comparaveis ou ligeiramente mais sensiveis e especificos que os ensaios com anticorpos 
policlonais. 23,107 Nos EUA, o ensaio Premier® e utilizado mais amplamente que os outros metodos de IEE por 
microtitulagao e, em alguns laboratories, mesmo esse teste tem sido substituido pelos imunoensaios de fluxo lateral 
para detectar antigeno de H. pylori (ver adiante). 
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■ FIGURA 3.6 IEE de captura de IgM. O soro do paciente, que possivelmente contem IgM, e exposto a uma IgM anti- 
humana ligada a uma fase solida. Qualquer IgM presente no soro e “capturada” ou ligada pela IgM anti-humana. As etapas 
subsequentes do ensaio (acrescimo do antigeno viral conhecido, dos anticorpos antivirais marcados por uma enzima e do 
substrato) sao realizadas para determinara especificidade da IgM capturada. A IgM capturada com especificidade apropriada 
produz como resultado final uma alteragao de cor. A IgM capturada com outras especificidades, inclusive o fator reumatoide, 
nao produz alteragao de cor como resultado final. (Redesenhada com base em Leland DS. Clinical Virology. Philadelphia, PA: 
Saunders, 1996.) 
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■ FIGURA 3.7 Tecnica de captura de antigeno por IEE para H. pylori. Com essa tecnica, o anticorpo dirigido contra o 
antigeno a ser detectado esta fixado a fase solida. Uma amostra de fezes e acrescentada a cavidade da placa (etapa 1). Os 
antigenos presentes na amostra cl mica sao “capturados” pelo anticorpo da fase solida. Depois da etapa de lavagem, 
acrescenta-se o anticorpo anti-H. pylori conjugado a uma enzima (etapa 2), que reage com os complexos antigeno-anticorpo 
fixados a fase solida. Depois de outra etapa de lavagem, acrescenta-se o substrato da enzima (etapa 3) e pode-se detectar 
uma alteragao visivel de cor. 

As infecgoes por Legionella impdem dilemas diagnostics aos medicos e aos laboratories. Nos EUA e em outros 
paises, as especies de Legionella tem sido isoladas com frequencia crescente como agentes causadores de 
























pneumonias adquiridas na comunidade, associadas as viagens e adquiridas nos hospitais (nosocomiais). ls,24,il9 Esses 
microrganismos sao responsaveis por 2 a 5% de todas as pneumonias adquiridas na comunidade e mais de 90% 
desses casos registrados mundialmente sao causados por L. pneumophila. Entre essas infecgoes, 70 a 80% sao 
causadas pelo sorogrupo 1 de L. pneumophila. 24 ' 41 ' 41 Pacientes imunossuprimidos (/. e., transplantes de orgaos, 
corticosteroides, neoplasias hematologicas, transplantes de medula ossea) tambem sao suscetiveis. Muitos 
laboratories nao oferecem cultura para Legionella, porque os metodos de cultura sao trabalhosos e exigem 
processamento pre-analitico dos especimes, inoculagao em meios seletivos/nao seletivos e experiencia tecnica para 
o reconhecimento e a identificagao dessa bacteria. O diagnostico sorologico e retrospectivo e nao e util clinicamente 
nos casos agudos. O desenvolvimento e a disponibilidade dos IEE que detectam antigenos soluveis de L. 
pneumophila do sorogrupo 1 na urina alteraram as abordagens clinica e laboratorial ao diagnostico das infecgoes 
causadas por Legionella. Os testes de IEE na urina detectam o Pontiac MAB tipo 2 de L. pneumophila do sorogrupo 
1, mas sao menos sensiveis para os outros tipos MAB de L. pneumophila desse sorogrupo e sao insensiveis a 
detecgao de Legionella pneumophila de outros sorogrupos e de outras especies de Legionella. Os IEE para detectar 
antigeno de L. pneumophila na urina usam a tecnica de microtitulagao (Biotest* Legionella urinary antigen EIA 
[Biotest AG, Dreieich, Alemanha]; Binax® Legionella urinary antigen EIA [Binax, Portland, ME]; Bartels® ELISA 
Legionella urinary antigen EIA [Intracel, Frederick, M]) ou de tira imunocromatografica (Binax NOW® Legionella 
urinary antigen ICT). Em uma comparagao “lado a lado”, o ensaio da Binax apresentou sensibilidades de 63,7 e 
88,9% quando foram testados especimes nao concentrados e concentrados (25 vezes por ultrafiltragao), 
respectivamente. 43 As sensibilidades correspondentes do IEE da Biotest foram de 66,7 e 86,7%, respectivamente. 
Esses dois ensaios tiveram especificidade de 100%. Uma avaliagao do IEE da Bartels relatou sensibilidade e 
especificidade semelhantes e compativeis com os outros dois IEE disponiveis no mercado. 61 Uma metanalise de 
todos os ensaios para antigeno urinario de Legionella encontrou sensibilidade acumulada de 74% (variagao de 68 a 
80%) e especificidade de 99,1% (variagao de 98 a 99,7%) para detectar antigeno de L. pneumophila do sorogrupo 1, 
sem quaisquer diferengas estatisticas entre as varias marcas. 162 Esses ensaios sao mais apropriados para confirmar, 
nao para refutar infecgoes causadas por Legionella. 

A detecgao das toxinas A e B de Clostridium difficile nas amostras de fezes por IEE de captura antigenica tern 
sido usada nos laboratories clinicos ha muitos anos. Originalmente, esses testes foram validados com base no ensaio 
para citotoxina em cultura de celulas, que tern sensibilidade na faixa de 80 a 100% e especificidade entre 98 e 99%, 
dependendo do metodo de referencia utilizado. 118,136,152 Os IEE para toxina de C. difficile em microplacas incluem o 
Meridian Premier® Toxin A and B (Meridian Bioscience, Inc., Cincinnati, OH), o TechLab® Tox A/B (TechLab, 
Blacksburg, VA) e o VIDAS® EIA (bioMerieux, Inc., Marcy l’Etoile, Franga), mas os dois primeiros sao utilizados 
mais amplamente. As sensibilidades e especificidades do ensaio Premier® variam de 80 a 99% e 94 a 99%, 
respectivamente, em comparagao com o ensaio de citotoxicidade em cultura de celulas. 118,127 Sensibilidades 
semelhantes de 75 a 86% e especificidades de 92 a 100% foram referidas para o ensaio TechLab® A/B. 111,115 O 
desenvolvimento de exames diagnosticos mais rapidos e sensiveis, inclusive o uso de cultura toxigenica, foi 
estimulado devido aos aumentos recentes nas taxas de morbimortalidade atribuida a C. difficile. Alem disso, o 
reconhecimento de cepas emergentes dessa bacteria que demonstram ser capazes de produzir quantidades 
significativamente maiores de citotoxina (cepa NAP 1/B1/027, conhecida pelo seu padrao de restrigao por 
endonuclease [BI], seu padrao de eletroforese em gel em campo pulsado [North American PFGE tipo 1] e por seu 
ribotipo de PCR [027]). 12,98,113,188 O termo “cultura toxigenica” refere-se ao isolamento e a identificagao de C. 
difficile a partir de amostras de fezes diarreicas, seguidos da detecgao in vitro da produgao de toxina pela cepa 
isolada utilizando IEE ou ensaio de citotoxicidade em cultura de celulas. As comparagoes das tecnicas de IEE com a 
cultura toxigenica demonstraram que os IEE para toxina eram mais sensiveis do que se pensava antes. 30,31,139 De 
modo a facilitar a detecgao, pesquisadores introduziram outro IEE, conhecido como ensaio da glutamato- 
desidrogenase (GDH). A GDH e uma enzima da parede celular encontrada nas cepas toxigenicas e nao toxigenicas 
de C. difficile. Esse teste foi introduzido como metodo de triagem, de modo que apenas os especimes GDH- 
positivos fossem testados por IEE para toxina ou por ensaios de citotoxicidade. Infelizmente, os testes para GDH 
fomecidos pelos diversos fabricantes tambem variam quanto a sensibilidade. O desenvolvimento, a disponibilizagao 
no comercio e a aprovagao da FDA dos ensaios moleculares altamente sensiveis para detectar o gene da toxina de C. 
difficile suplantaram a utilidade diagnostica de muitos IEE para toxinas A/B dessa bacteria. 136 Os laboratorios que 
nao dispoem de recursos para realizar testes moleculares formularam algoritmos progressives, que utilizam IEE para 



GDH seguidos de IEE para toxinas A/B com o objetivo de aumentar a sensibilidade, a especificidade, os valores 
preditivos e a precisao do diagnostico da doenga causada por C. difficile? 6 ' 124,141 ’ 152 ' 156 ' 160 

Em micologia, hoje existem varios IEE para facilitar o diagnostico das infecgoes micoticas endemicas e 
oportunistas. Esses testes incluem um IEE para antigeno criptococico, um IEE para antigeno de Histoplasma e um 
GM IEE para detectar infecgao invasiva por Aspergillus. O teste Premier® Cryptococcal antigen EIA (Meridian 
Bioscience, Inc.) utiliza uma Ig policlonal de captura e um anticorpo monoclonal de detecgao, e amostras de LCR e 
soro podem ser utilizadas, sem etapas de pre-tratamento. Estudos demonstraram que esse ensaio teve desempenho 
comparavel ao dos ensaios de aglutinagao do latex para antigeno criptococico. 10 ’ 45 ’ 49,174 O IEE para antigeno 
criptococico nao e afetado por fatores reumatoides, liquido de sinerese ou macroglobulinas sericas e os titulos 
quantitativos tendem a ser mais altos que os obtidos pelo teste de aglutinagao do latex. O GM IEE (Platelia® 
Aspergillus EIA, Bio-Rad, Redmond, WA) e um IEE de microtitulagao para detectar a GM das especies de 
Aspergillus em amostras de soro dos pacientes em risco. Esse teste usa um AMC de rato especifico para 
galactofiiranose, que reconhece as cadeias laterais de 1 —>5-()-D-galactofuranose da GM de Aspergillus, de modo a 
capturar e detectar a GM nas amostras de soro. Esse teste foi liberado pela FDA para ser utilizado nos EUA desde 
2003. Quando foi liberado, inicialmente, os centros europeus utilizavam o valor de corte sugerido pelo fabricante 
(positivo: valores de OD > 1,5); nos EUA, a FDA aprovou um valor de corte de OD de 0,5 para interpretagao do 
teste. Com os valores de corte menores, a sensibilidade do teste aumentava, mas a especificidade diminuia. 138 Em 
um estudo europeu com pacientes adultos provenientes de clinica hematologica, observou-se que a redugao no valor 
de corte aumentou a sensibilidade do teste de 76,3 para 97,4%, mas reduziu a especificidade geral de 97,5% para 
90,5%. 105 Testando duas amostras consecutivas de soro utilizando o valor de corte menor, foi possivel observar 
aumento na especificidade (97,5%) e no valor preditivo dos resultados positivos (87,5%). Em geral, a sensibilidade 
do IEE para GM varia de 57 a 100%, enquanto a especificidade oscila na faixa de 66 a 100%; esses dois parametros 
sao influenciados pelo uso dos tratamentos antifungicos profilatico e empirico nos pacientes em risco de 
desenvolver aspergilose invasiva. 70,108,114 Sensibilidades e especificidades acima de 85 a 90% foram relatadas com o 
IEE para GM entre pacientes com neoplasias hematologicas e nos receptores de transplantes de celulas-tronco 
hematopoeticas alogenicas. 79,106,138,171 

O IEE GM da Platelia tambem tern sido utilizado com outros especimes clinicos, inclusive liquido de LBA. Em 
um estudo com 333 amostras de LBA de 116 pacientes receptores de transplantes de pulmao (inclusive 9 amostras 
de pacientes com aspergilose invasiva comprovada), a sensibilidade e a especificidade do ensaio para GM foram de 
60 e 95%, respectivamente. 7 "' 71 O IEE tambem foi comparado favoravelmente com os ensaios moleculares para 
detectar evidencias de Aspergillus nos liquidos de LBA. Em um estudo com 49 pacientes receptores de transplantes 
de celulas-tronco hematopoeticas e com aspergilose pulmonar invasiva comprovada/provavel e 50 pacientes sem a 
doenga, a sensibilidade do IEE para GM foi de 76% (utilizando o valor de corte de 0,5) e a especificidade foi de 
94%, enquanto a sensibilidade e a especificidade da PCR foram, respectivamente, de 67 e 100%." Nesse mesmo 
estudo, as sensibilidades do IEE para GM e da PCR em 22 especimes de LBA com culturas negativas fornecidos 
por pacientes com aspergilose invasiva foram de 59 e 36%, respectivamente. O IEE para GM tern algumas 
limitagoes comprovadas e preocupantes. Estudos demonstraram que varios outros fiingos filamentosos produzem 
antigenos com reatividade cruzada com a GM de Aspergillus. Giacchino et al. descreveram tres casos de infecgoes 
invasivas por Geotrichum capitation em pacientes leucemicos, nos quais o IEE para GM era positivo. 58 Em seguida, 
Wheat et al. encontram resultados falso-positivos no IEE para GM em amostras de soro obtidas dos pacientes com 
histoplasmose disseminada. l9j Estudos in vitro utilizando filtrados de cultura demonstraram reatividade cruzada do 
teste a outros antigenos derivados de culturas de B. dermatitidis, Nigrospora oryzae, Paecilomvces lilacinus, 
Penicillium chrysogenum e Trichothecium roseum.' 2 Kitasato et al. relataram resultado falso-positivo em 
imunoensaio para GM em um paciente com actinomicose pulmonar, e os antigenos lipoteicoicos de Bifidobacterium 
podem causar resultados falso-positivos no IEE para GM. 1 Alem disso, foram relatados resultados falso- 
positivos nesse exame devido a reagao cruzada de agentes antimicrobianos derivados do mofo, inclusive 
amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, ampicilina, ampicilina-sulbactam, piperacilina e piperacilina- 
tazobactam. ’ ’ ’ ’ Essas reagoes cruzadas podem ter implicagoes clinicas significativas para os pacientes em 
risco de desenvolver aspergilose invasiva e que estejam utilizando antimicrobianos de espectro amplo, 
principalmente piperacilina-tazobactam. 

As tecnicas para detectar o antigeno p24 do HIV-1 estao disponiveis desde meados da decada de 1980 e tern 
alguma utilidade clinica demonstrada. Durante a infecgao aguda pelo HIV-1, o antigeno p24 esta presente em niveis 



altos, antes da formagao dos anticorpos antip24. Quando esses anticorpos aparecem, grande parte dos antlgenos p24 
esta presente na forma de imunocomplexos e, por isso, seus niveis sangumeos diminuem.' 1 " O tratamento por calor 
ou outros metodos para dissociar e remover os anticorpos antip24 tem sido usados para permitir a detecgao de 
antigenemia depois do periodo imediatamente subsequente a infecgao aguda. 65,157 Os testes comerciais disponlveis 
para detectar antlgeno p24 usam anticorpos policlonais ou monoclonais fixados as camaras de microtitulagao para 
capturar antlgenos em diluigoes dos soros dos pacientes; essa detecgao e conseguida com o acrescimo de um 
segundo anticorpo antip24 conjugado a uma enzima. Em 2010, Parpia et al. descreveram um ensaio para detecgao 
do antlgeno p24 por fluxo lateral em fita, que utilizava choque termico para separar os imunocomplexos atribulveis 
aos anticorpos antip24 matemos. Em teste cego, especimes de soro de banco de amostras da coorte patrocinada pelo 
NIH Women-Infants Transmission Study (WITS) foram utilizados para o estudo de performance. Esse ensaio 
apresentou sensibilidade e especificidade gerais de 90 e 100%, respectivamente, na detecgao do antlgeno p24. Em 
um estudo de campo com 389 especimes obtidos de lactentes sul-africanos em risco de infecgao pelo HIV, 24 
(6,8%) de todas as amostras eram positivas para RNA viral no ensaio de RT-PCR. O teste para p24 em fita 
demonstrou sensibilidade de 95,8% e especificidade de 99,4% para detectar esse antlgeno nessas amostras 
dissociadas por calor. 131 

Imunoensaios de imunoconcentragao e imunocromatografia 

A tecnologia basica envolvida nos sistemas de teste por imunoconcentragao e imunocromatografia foi descrita na 
decada de 1960 e, na verdade, as primeiras aplicagoes comerciais foram testes domesticos para gravidez, que se 
tomaram disponiveis em 1988. Desde entao, essa tecnologia tem sido aplicada em diversos testes com finalidades 
clinicas, veterinarias e industriais. Os ensaios de imunoconcentragao (ou ‘ "flow-through “) utilizam uma membrana 
de nitrocelulose fixada a dispositivo de cartucho. 180 Dependendo do ensaio, os antlgenos (para detectar anticorpos) 
ou os anticorpos (para detectar antlgenos) sao imobilizados na membrana em bandas bem-delimitadas. Apos a 
captura do anticorpo ou do antlgeno presente na amostra clinica e de uma etapa de lavagem por escoamento (flow¬ 
through ), a adigao sequencial de um conjugado marcado enzimaticamente e de um substrata resulta no aparecimento 
de um produto reativo colorido diretamente na membrana. Esses ensaios tambem incluem bandas na membrana 
como controle intemo positivo e negativo, junto com a area de teste; tais controles determinam se o teste foi 
realizado corretamente, e os resultados dos controles esperados precisam ser observados na membrana para que o 
teste possa ser considerado valido. 

Um exemplo de ensaio de imunoconcentragao para detecgao de antlgenos e o ImmunoCard® Mycoplasma 
(Meridian Biosciences, Cincinnati, OH), que detecta IgM especifica para Mycoplasma pneumoniae em amostras de 
soro. 3 ' 17,173 Com esse ensaio, o soro do paciente (duas gotas) e acrescentado em cada uma das entradas para amostras 
do cartucho de teste. Em seguida, as amostras migram ao tango da membrana para dentro de dois acessos para 
reagao. Um acesso para reagao (porta-controle) serve como controle do procedimento e tem IgM humana ligada a 
membrana. No outro acesso para reagao (porta-teste), os antlgenos de M. pneumoniae extraidos por detergente estao 
fixados a membrana de nitrocelulose. Em seguida, acrescentam-se 3 gotas de IgM anti-humana conjugada com 
fosfatase alcalina em cada uma das portas para amostras, e esse conjugado migra entao para dentro dos dois acessos 
para reagao. Por fim, acrescenta-se o substrata da enzima fosfatase alcalina nas portas-teste e controle. O conjugado 
com anti-IgM liga-se a IgM fixada a membrana da porta-controle. O especime do paciente e acrescentado a porta- 
teste. Em seguida, acrescenta-se o conjugado de IgM anti-humana e, por fim, o substrata. Uma coloragao azulada 
nas portas-controle e teste indica, respectivamente, reagao valida e presenga de IgM anti-M pneumoniae na amostra 
do paciente. Quando os anticorpos anti -M. pneumoniae nao estao presentes na amostra, nao aparece qualquer 
coloragao na porta-teste, mas a porta-controle ainda fica azulada. Entretanto, quando ha anticorpos anti -M. 
pneumoniae no especime, a IgM da amostra reage com o antlgeno de M. pneumoniae fixado a membrana da porta- 
teste. Em uma avaliagao comparativa de varios metodos sorologicos para detectar anticorpos contra M. pneumoniae, 
inclusive o ImmunoCard® Mycoplasma, a sensibilidade e a especificidade consensuais foram de 90 e 93%, 
respectivamente; esse ultimo teste superou um IEE em microplaca, um teste de AFI e um teste de FC. 3 O 
ImmunoCard® Mycoplasma foi mais util para diagnosticar infecgoes pediatricas, porque os adultos infectados por 
esse microrganismo podem produzir apenas IgG em resposta a infecgao primaria e a reinfecgao. 36,165 

Tambem existem no mercado ensaios de imunoconcentragao para detectar antlgenos, que sao usados nos 
laboratories clinicos. Os testes rapidos de segunda geragao para detectar antlgenos dos estreptococos do grupo A 
nos especimes obtidos por swab faringeo utilizavam a tecnologia de imunoconcentragao (flow-through ), quando 


foram introduzidos inicialmente. Um exemplo desses testes era o TestPack Plus Strep A (Abbott Laboratories, North 
Chicago, IL). Depois da extragao de um swab faringeo com acido nitroso, o extrato era colocado em uma membrana 
e deixado em imersao. Em seguida, acrescentava-se a membrana o anticorpo antiestreptococos do grupo A 
conjugado com fosfatase alcalina. Depois de uma etapa de lavagem, acrescentava-se o substrata da fosfatase 
alcalina e o resultado era indicado pelo aparecimento de um sinal azul de “+” ou indicando a presenga ou 
ausencia do antigeno estreptococico na amostra, respectivamente. Os ensaios de imunoconcentragao para 
estreptococos do grupo A tern sensibilidades na faixa de 64 a 89,9%. 22 ’ 88 ’ 93 ’ 158,200 A maioria dos ensaios de 
imunoconcentragao disponiveis no mercado foi substituida pelas tecnicas imunocromatograficas. 

Em essencia, os ensaios imunocromatograficos ou de fluxo lateral sao imunoensaios adaptados para o formato 
de teste em tira (Figura 3.8). Algumas variances dessa tecnologia foram transformadas em produtos comerciais, mas 
todas funcionam de acordo com os mesmos principios basicos. O teste em tira tipico consiste em uma tira 
absorvente, sobre a qual se aplica o especime; uma tira com reagente ou conjugado, que content anticorpos 
especiftcos para o analito-alvo conjugado com particulas coloridas (/. e., particulas de ouro coloidal ou microesferas 
de latex); uma membrana de reagao, sobre a qual os anticorpos antianalito-alvo sao imobilizados em uma linha 
atraves da membrana na forma de uma zona de captura ou linha de teste; uma zona de controle contendo anticorpos 
especiftcos para os anticorpos conjugados; e um reservatario de descarte composto de outra tira absorvente 
(montagem de ftos) destinada a puxar a amostra atraves da membrana reagente por agao capilar. Os componentes da 
tira sao ftxados a um material de suporte inerte e podem ser formatados em uma unica fita, ou dentro de um 
envoltorio plastico com um acesso para a amostra e uma janela de reagao demonstrando as zonas de captura (teste) e 
de controle. 

Em geral, os imunoensaios de fluxo lateral utilizados nos laboratories de microbiologia clinica sao ensaios 
“sanduiche”, com dois anticorpos. Para detectar antigenos, a zona de captura da membrana content anticorpos 
imobilizados. O especime e colocado na tira para amostra e migra dessa area atravessando a tira com conjugado, 
onde o antigeno liga-se ao conjugado. Em seguida, o especime continua a migrar atraves da membrana, ate que 
alcanga a zona de captura, onde o complexo analito/conjugado liga-se aos anticorpos imobilizados, formando uma 
linha visivel na membrana. A seguir, a amostra migra ainda mais ao tango da fita, ate que alcanga a zona de 
controle, onde o excesso de conjugado liga-se e forma uma segunda linha visivel na membrana. Essa linha de 
controle indica que a amostra migrou atraves da membrana, conforme seria esperado. Linhas nitidas na zona de 
controle e na area de teste da membrana indicam que o resultado e positivo. Uma unica linha na zona de controle 
indica resultado negativo. Alguns exetnplos de ensaios de fluxo lateral disponiveis no mercado para detectar 
antigenos sao os seguintes: teste para VSR em amostras de lavado nasofaringeo (Binax NOW® RSV, Inverness 
Professional Medical Diagnostics, Princeton, NJ; Remel Xpect® RSV, Remel Laboratories); testes para detectar 
rotavirus (ImmunoCardSTAT! 8 Rotavirus, Meridian Bioscience, Inc.); testes para G. lamblia e Cryptosporidium 
parvum (ImmunoCardSTAT!® Cryptosporidium/Giardia, Meridian Bioscience, Inc.); e testes para antigenos de H. 
pylori (ImmunoCardSTAT!'* SpSA, Meridian Bioscience, Inc.) em filtrados de fezes. A Figura 3.8 ilustra a 
arquitetura e os principios basicos de um imunoensaio de fluxo lateral. 
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■ FIGURA 3.8 Imunoensaio de fluxo lateral. Esta figura ilustra um imunoensaio de fluxo lateral para detecgao de antigenos. 
O especime (p. ex., soro ou urina) contendo o analito a ser detectado e colocado na tira para amostras, que absorve o liquido 
da amostra. Em seguida, o liquido migra para a tira com conjugado, que contem anticorpos dirigidos contra o analito. Esses 
anticorpos estao conjugados com ouro, latex colorido ou um cromoforo. O analito e capturado pelos anticorpos existentes na 
tira do conjugado e, em seguida, migra atraves de uma membrana de nitrocelulose na diregao da linha de “teste”. A medida 
que mais e mais complexos de analito-anticorpo sao capturados na linha de “teste”, a linha torna-se visivel na membrana. Os 
anticorpos que nao sao especificos para o analito nao sao capturados e continuam a migrar na diregao da linha de “controle”. 
A linha de controle e composta de anticorpos imobilizados dirigidos contra imunoglobulinas. A medida que mais e mais 
anticorpos livres passam sobre a linha de “controle”, eles sao capturados e tornam-se visiveis na linha de “controle”. A 
existencia de uma linha de “controle” indica apenas que o teste foi realizado corretamente e que o analito nao esta presente 
na amostra. Linhas visiveis na area de teste e de controle indicam resultado positivo. Uma unica linha na area de teste, sem 
uma linha de controle correspondente, significa que o teste e invalido. 


Em geral, esses imunoensaios de detecgao rapida de antigenos por fluxo lateral demonstraram desempenho 
satisfatorio. Os testes Binax NOW® RSV e Xpect® RSV tern sensibilidades na faixa de 33% a mais de 80% e 
especificidades acima de 97%, resultando em valores preditivos positivos de 57 a 100%, dependendo da populagao 
testada e do tipo de especime analisado (/'. e., lavados ou aspirados nasofaringeos, ou LBA). 21, Uma avaliagao do 
teste ImmunoCardSTAT! B Rotavirus realizada em 1999 detectou sensibilidade de 94% e especificidade de 100%. 39 
Garcia et al. estudaram o imunoensaio ImmunoCardSTAT!® Cryptosporidium/Giardia e relataram sensibilidades de 
98,8 e 93,5% para detectar Cryptosporidium e Giardia, respectivamente, com especificidade de 100% para os dois 
parasitas. 54 Johnston et al. detectaram sensibilidades ligeiramente menores para detectar G. lamblia (81%) e 
Cryptosporidium (68%) com o teste ImmunoCardSTAT!®. 74 As avaliagoes do ensaio ImmunoCardSTAT!® HpSA 
(antigeno de H. pylori nas fezes) demonstraram desempenho equivalente ou superior ao do IEE em microplaca para 
antigeno de H. pylori. ' Os imunoensaios de fluxo lateral para detectar antigenos tambem podem ser 
“multiplexados” configurando-se varias zonas de captura na almofada de detecgao, de modo que varios antigenos 
presentes no mesmo especime possam ser detectados simultaneamente. Por exemplo, o Triage” Micro Parasite 
Panel (Biosite Diagnostics, Inc., San Diego, CA) e um imunoensaio de fluxo lateral realizado com amostras de fezes 
e tern anticorpos imobilizados contra G. lamblia, E. histolytica!E. dispar e C. parvum . 53,161 Em uma avaliagao desse 
produto realizada por Garcia et al., as sensibilidades do ensaio Triage para detectar G. lamblia, E. histolytica/E. 



















dispar e C. parvum foram de 95,9%, 96% e 98,3%, respectivamente, com especificidade maior que 97% para os tres 
parasitas. 53 

Entretanto, nem todos os testes de IEE por fluxo lateral tem precisao demonstrada exigida para uso cllnico. Por 
exemplo, as avaliagoes iniciais do ensaio Clearview® para Chlamydia (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ) 
compararam esse IEE de fluxo lateral com a cultura e detectaram sensibilidade de 72,9% com esse teste. 20,84 As 
avaliagoes subsequentes, nas quais o ensaio Clearview® foi comparado com uma sonda nao amplificada e, em 
seguida, com NAAT (testes de amplificagao do acido nucleico; do ingles, nucleic acid amplification test ) para 
Chlamydia trachomatis relataram sensibilidades na faixa de 50 a 95%, dependendo dos testes com os quais ele foi 
comparado, os tipos de amostras analisadas e a prevalencia da infecgao por C. trachomatis na populagao 
estudada. 29,69,89 Outros autores relataram desempenho insatisfatario semelhante, gragas a falta de sensibilidade 
suficiente para detectar C. trachomatis com o Quickview® Chlamydia Test (Quidel Corp., San Diego, CA). 149,182 

A disponibilidade de antigenos recombinantes e sinteticos com sensibilidade e especificidade de reagao nos 
formatos de IEE por microtitulagao convencional levou ao desenvolvimento de ensaios rapidos de 
imunoconcentragao e imunocromatografia para detectar anticorpos contra HIV-1 e HIV-2. Os testes rapidos para 
HIV liberados pela FDA sao: teste para anticorpo OraQuick® Advance Rapid HIV-1/2 (Rasures Technologies, Inc., 
Bethlehem, PA); teste para anticorpo Reveal® G3 Rapid HIV-1 (MedMira, Inc., Halifax, Nova Scotia, Canada); Uni- 
Gold® Recombigen HIV (Trinity Biotech, Bray, County Wicklow, Irlanda); Multispot® HIV-1/HIV-2 Rapid Test 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA); Clearview® HIV-1/HIV-2 STAT-PAK; Clearview® complete HIV-1/HIV-2 
(Inverness Medical Professional Diagnostics, Princeton, NJ); e INSTI® HIV-1 Antibody Test (bioLytical 
Laboratories, Inc., Richmond, BC, Canada). O ensaio OraQuick® Advance pode ser realizado com sangue total, 
plasma e secregoes orais, que sao retiradas esfregando-se cuidadosamente uma tira absorvente sobre as gengivas 
superior e inferior. Os ensaios Reveal® G3 e Multispot® podem ser realizados com soro ou plasma, enquanto o teste 
Uni-Gold®, os 2 testes Clearview® e o teste INSTI® podem ser realizados com sangue total, soro ou plasma. O 
sangue total usado para realizar esses ultimos testes e retirado por uma picada no dedo utilizando dispositivos 
especificos contidos no kit de teste (p. ex., lancetas, “algas” para coleta de amostras). 

O Reveal® G3 Rapid HIV-1 Antibody Test, o Multispot® HIV-1/HIV-2 Rapid e o INSTI® HIV-1 Antibody Test 
usam a tecnologia de imunoconcentragao “flow-through’’' em membrana, enquanto os testes para anticorpo 
OraQuick® Advance Rapid HIV-2/HIV-2 Antibody Test, Trinity-Biotech® Recombigen HIV, Clearview® HIV-1/2 
STAT-PAK e Complete® HIV-1/HIV-2 usam tecnologia de imunocromatografia por fluxo lateral. Os testes Reveal® 
G3 Rapid HIV-1, Multispot® HIV-l/HIV-2 e INSTI® sao configurados em cartuchos com formato de cubo para uso 
unico e contem uma membrana imunorreativa. Com o teste Reveal® G3, a membrana contem uma banda composta 
de peptidios sinteticos correspondentes as regioes conservadas das proteinas estruturais do HIV-1 e uma linha de 
controle da reagao/proced i mcnto composta de proteina A. Uma aliquota pequena do especime (soro ou plasma) e 
colocada no centra da membrana de reagao e e absorvida. Uma tampa contendo um conjugado de ouro coloidal e 
proteina A e colocada sobre o cartucho de reagao e 12 gotas da solugao-tampao sao aplicadas no centra da tampa. 
Depois que todo o liquido e absorvido, a tampa e retirada e o teste e interpretado. O teste e positivo (ou reativo) 
quando a parte com proteina A do conjugado liga-se aos anticorpos capturados do HIV-1, produzindo um “ponto” 
vermelho na zona de teste e uma linha vertical vermelha na zona de controle da membrana. O teste negativo 
resultante da inexistencia de complexos antigeno/anticorpo para HIV-1 e indicado pela presenga apenas da li nh a 
vertical vermelha na area de controle da membrana. 

No Multispot® HIV-1/HIV-2 Rapid Test, a membrana do cartucho contem uma banda de controle do 
procedimento, uma banda com peptidio do HIV-1 (glicoproteina gp41 imunodominante do envelope do HIV-1), 
uma banda com antigeno recombinante do HIV-1 (glicoproteina gp41 recombinante do envelope do HIV-1) e uma 
banda com peptidio do HIV-2 (epitopo imunodominante da glicoproteina gp36 do envelope do HIV-2). Essas 
bandas sao compostas de microparticulas revestidas por esses antigenos. Uma diluigao do especime (soro ou 
plasma) e aplicada a um pre-filtro que cobre o cartucho e, depois da absorgao do especime pela membrana, o pre- 
filtro e retirado. Quando ha anticorpos contra HIV-1 ou HIV-2, esses anticorpos ligam-se aos antigenos das 
microparticulas. Em seguida, pinga-se um conjugado (IgG anti-humana produzida em cabra marcada com fosfatase 
alcalina) dentro da membrana de reagao, que se liga aos complexos antigeno/anticorpo humano imobilizados nas 
bandas de reagao da membrana do cartucho. Depois de uma etapa de lavagem para remover o conjugado livre, 
acrescenta-se um reagente cromogenico (i. e., um substrata colorimetrico da fosfatase alcalina) ao cartucho. Uma 
cor arroxeada aparece nas bandas teste para HIV-2 ou HIV-2 quando ha anticorpos contra esses virus na amostra do 



paciente. A mesma coloragao aparece na banda-controle do procedimento na membrana, quando o ensaio e 
realizado corretamente, independentemente da existencia ou inexistencia de anticorpos contra os virus. A membrana 
do INSTI® HIV-1 Antibody Test contem antigenos do HIV-1 e do HIV-2, mas esse teste foi validado apenas para 
detectar anticorpos contra esse primeiro virus. 

Os testes OraQuick® Advance Rapid HIV-1/HIV-2 Antibody Test, Uni-Gold® Recombigen HIV, Clearview® 
HIV-l/HIV-2 STAT-PAK e Complete® HIV-l/HIV-2 usam tecnologia imunocromatografica de fluxo lateral. Com 
esses ensaios rapidos (10 a 20 minutos), acrescenta-se uma aliquota pequena do especime (secregoes orais, sangue 
total, soro ou plasma - dependendo do kit) em uma camara para amostra/especime no cartucho de fluxo lateral. Em 
seguida, acrescenta-se uma solugao-tampao de corrida para facilitar a migragao lateral da amostra por agao capilar 
atraves do cartucho de reagao e reconstituir o conjugado fixado a membrana. Quando estao presentes, os anticorpos 
anti-HIV ligam-se a uma proteina de ligagao de anticorpos conjugada com o corante ouro coloidal. O 
imunocomplexo conjugado com o corante migra ainda mais ao longo da membrana de nitrocelulose e e capturado 
pelos antigenos de HIV, imobilizados na area de “teste”, formando uma linha cor-de-rosa ou roxa, e indicando a 
existencia de anticorpos contra HIV-1 e/ou HIV-2. A amostra continua a migrar ao longo da membrana e forma uma 
linha cor-de-rosa ou roxa na area central, que contem os antigenos de IgG. Esse controle intemo do procedimento 
verifica se o especime e o tampao foram aplicados corretamente no cartucho e confirma a validade do teste. 

O desenvolvimento desses ensaios rapidos para anticorpos contra o HIV ofereceu a comunidade medica recursos 
essenciais para a detecgao eficaz dessa infecgao viral nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. , : 
Dependendo das exigencias das Clinical Laboratory Improvement Amendments aplicaveis aos varios testes (/. e., 
baixa ou media e alta complexidades), esses ensaios aplicaveis a “beira do leito” permitem que a testagem para HIV 
seja oferecida nas clinicas e nos setores de emergencia dos hospitais, nos consultorios medicos, nas clinicas 
comunitarias, nos programas comunitarios e estudos e inventarios sorologicos de campo. As avaliagoes desses testes 
rapidos para HIV geralmente demonstraram sensibilidade e especificidade extremamente altas em diversas 
populagoes de todo o mundo. 37,90 ’ 101 ’ 125,126 ’ 129 ’ 132 Como o anticorpo detectado e da classe IgG, esses testes nao sao 
adequados para diagnosticar infecgoes neonatais, em razao da presenga dos anticorpos maternos ate a idade 
aproximada de 12 meses de vida. Uma avaliagao prospectiva recente realizada na Australia com 5 testes rapidos, 
liberados na Europa, para anticorpo anti-HIV em uma coorte de 200 individuos reconhecidamente HIV-positivos 
demonstrou sensibilidade reduzida com tres testes liberados pela FDA, quando os resultados obtidos com sangue 
total retirado por picada no dedo foram comparados com amostras de soro pareado. 132 As sensibilidades do sangue 
obtido por picada do dedo e do soro foram as seguintes: 94,5% versus 97,5% com o teste para anticorpo OraQuick® 
Advance Rapid HIV-l/HIV-2 e 94,7% versus 100% com o ensaio Uni-Path® HIV-l/HIV-2. Apenas o ensaio INST® 
HIV-1 Antibody Test mostrou desempenho equivalente com sangue total e soro, com sensibilidade de 99%. 1 2 Nesse 
estudo, o uso de amostras das secregoes orais produziu a menor sensibilidade (86,5%) em comparagao com 94,5% e 
97,5% para o sangue total obtido por picada no dedo e soro, respectivamente. Os testes rapidos para detecgao de 
anticorpo contra HIV tambem variam quanto a sua capacidade de identificar individuos recem-infectados. g Assim 
como a quarta geragao dos IEE para HIV-1 e HIV-2 detectam anticorpos especificos e antigeno p24 do HIV-1, 
tambem ha um imunoensaio de fluxo lateral para detecgao simultanea de anticorpos e antigeno p24 do HIV-1 (Alere 
Determine® HIV-l/HIV-2, Alere, San Diego, CA), liberado pela FDA. Uma avaliagao desse ensaio detectou 
sensibilidade e especificidade de 100% para anticorpos contra HIV-1 e HIV-2, e sensibilidade de 86,6% para o 
antigeno p24, conforme foi demonstrado pela testagem de 10 paineis de soroconversao diferentes. 1 

Tecnicas de imunofluorescencia 

A imunofluorescencia oferece uma altemativa a tecnica de IEE para detectar e localizar antigenos na investigagao 
diagnostica de doengas bacterianas, fungicas, parasitarias e virais. Essa tecnica tambem pode ser usada para detectar 
anticorpos e estabelecer o diagnostico retrospectivo das doengas infecciosas. A fluorescencia e definida por radiagao 
de energia quando uma luz de comprimento de onda curto (comprimento de onda de “excitagao”) incita os eletrons 
de uma molecula a um estado de mais energia por um curto espago de tempo. A medida que os eletrons retomam ao 
estado basal, ou de pre-excitagao, a energia e liberada na forma de luz com comprimento de onda mais longo. Com 
os imunoensaios de fluorescencia, um anticorpo especifico e conjugado com um composto capaz de reagir a 
fotoexcitagao e emitir fluorescencia subsequente (em geral, isotiocianato de fluoresceina [FITC; do ingles, 
fluorescein isothiocvanate ] ou derivados da rodamina), resultando em um marcador sensivel com reatividade 


imunologica inalterada. O antissoro conjugado e acrescentado as celulas ou aos tecidos colocados em uma lamina e 
fixa-se aos antlgenos, formando imunocomplexos estaveis. Os materials nao reagentes sao removidos por lavagem 
e, em seguida, a preparagao e seca e examinada por meio de um microscopio de fluorescencia equipado com uma 
fonte de luz apropriada e filtros de barreira. Os antlgenos ligados especificamente a um anticorpo fluorescente (IF) 
podem ser detectados como formas brilhantes de cor laranja-amarelada ou verde-maga contra um fiindo escuro, 
dependendo do fluorocromo utilizado. As tecnicas de imunofluorescencia podem ser diretas ou indiretas. Os testes 
de imunofluorescencia direta geralmente sao usados para detectar antlgenos, enquanto a tecnica indireta pode ser 
usada para demonstrar antlgenos e anticorpos (/. e., sorologia). 

Tecnicas de imunofluorescencia para detecgao de antigenos 

As tecnicas de imunofluorescencia direta (tambem conhecidas como tecnicas de anticorpo fluorescente direto 
[AFD]) (Figura 3.9) consistem na aplicagao de um conjugado marcado ao material a ser examinado, seguida de um 
periodo de incubagao por 15 a 30 minutos em ambiente umido a temperatura de 35 a 37°C para permitir que ocorra 
a reagao antigeno-anticorpo. Depois de uma etapa de lavagem para remover o conjugado livre, a preparagao e 
deixada para secar ao ar e montada para ser examinada em um microscopio equipado com uma fonte de luz 
fluorescente apropriada e filtros de barreira. Com a tecnica de AFI (Figura 3.10), o material a ser examinado e 
recoberto primeiramente com uma quantidade excessiva de soro imune nao marcado e dirigido contra o antigeno e, 
em seguida, deixado a reagir por 30 a 45 minutos a temperatura de 35° a 37°C. O especime e lavado com solugao 
salina tamponada com fosfato e, em seguida, colocado para reagir com o antissoro marcado contra as especies de Ig 
usadas na reagao inicial (p. ex., anticorpo anti-humano de cabra conjugado com fluoresceina). Apos a lavagem para 
a retirada dos residuos de coloragao a fim de eliminar qualquer material estranho, a presenga de fluorescencia 
microscopica indica que o antigeno esta presente. A realizagao dos testes de AFD e simples e rapida, e forma menos 
reagoes inespecificas; contudo, esses testes podem ser menos sensiveis que os procedimentos indiretos. Os metodos 
de AFI sao mais sensiveis e produzem fluorescencia mais brilhante; contudo, podem ser menos especificos e estao 
sujeitos a maior reatividade cruzada. 



Determinante 

antigenico 


+ 


X 

X 


X 

X 


X 

X 




Anticorpos 

conjugados 

com 

fluoresceina 


| Lavagem 



■ FIGURA 3.9 llustragao esquematica de um ensaio de AFD. Com a tecnica de AFD, o antigeno (p. ex., especimes 
respiratorios para detectar a presenga do VSR) e colocado na camara de uma lamina de FA para reagir diretamente com o 
anticorpo monoclonal conjugado com fluoresceina dirigido contra o antigeno. Depois da incubagao e da lavagem, a lamina e 
examinada para demonstrar fluorescencia caracterlstica. 
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■ FIGURA 3.10 llustragao esquematica de um ensaio de AFI para detecgao de antigeno. Com essa tecnica, o especime (p. 
ex., escarro para pesquisar Legionella) e colocado para reagir com uma quantidade excessiva de anticorpos nao marcados 
dirigidos contra o antigeno. Depois de uma etapa de lavagem, anticorpos conjugados com fluoresceina e dirigidos contra as 
especies dos anticorpos usados na reagao inicial (p. ex., IgG anticoelho marcada com fluoresceina e produzida em cabras) 


sao depositados sobre a lamina de FA. Depois da lavagem, a lamina e examinada quanto a emissao de fluorescencia 
especifica. Por exemplo, no caso de Legionella, podem ser usados varios sorotipos de anticorpos de coelho nao marcados na 
primeira etapa do procedimento, mas na segunda etapa e necessario apenas uma Ig anticoelho conjugada com fluoresceina 
e produzida em cabras. Quando Legionella e detectada por uma tecnica de AFD, devem ser usados conjugados diferentes 
marcados com fluoresceina para cada sorotipo da bacteria. 

No mercado, existem reagentes para detectar antigenos de varios agentes patogenicos pelas tecnicas de AFD ou 
AFI, inclusive VHS, WZ, virus respiratorios (p. ex., influenza, VSR, virus parainfluenza), Pneumocystis jirovecii, 
G. lamblia e C. parvum. Chan el al. avaliaram o teste SimulFluor® de AFD para VHS-1, VHS-2 e WZ e 
demonstraram que esse ensaio foi ligeiramente menos sensivel que a coloragao por imunoperoxidase das culturas 
em camaras para detectar VHS (sensibilidades de 80% versus 87%) e coloragao por AFD Cytospin® para WZ 
(sensibilidade de 87,1%). Entretanto, o ensaio SimulFluor® fomeceu resultados no mesmo dia para detecgao do 
VHS e nao houve diferenga quanto ao tempo de conclusao para detectar WZ, em comparagao com a tecnica de 
AFD Cytospin®. 26 O teste Merifluor® Pneumocystis DFA (Meridian Diagnostics) e mais sensivel que as outras 
tecnicas de coloragao para P jirovecii (/. e., branco de calcofluor, GMS [prata metenamina de Gomori; GMS; do 
ingles, Gomori methenamine silver ], Diff-Quik®), mas parece ser menos especifico (/. e., ocorrem mais resultados 
falso-positivos); algumas avaliagoes sugeriram que os resultados positivos pela imunofluorescencia devam ser 
confirmados por outro metodo para aumentar a especificidade e o valor preditivo positivo do AFD. 120,121 ’ 145 ’ 169 O 
ensaio de AFD Merifluor® Cryptosporidium/Giardia detecta esses 2 microrganismos. E sensivel e especifico; em 
alguns estudos, esse teste de AFD superou os outros metodos de detecgao, inclusive as tecnicas parasitologicas de 
referencia e os IFF. 2 " Alguns reagentes imunofluorescentes - especialmente para virus como VHS-1, VHS-2 e 
WZ - podem ser usados tanto para a detecgao direta dos microrganismos em amostras clinicas (p. ex., celulas 
raspadas da base das lesoes vesiculares, escarro ou LBA), quanto para a confirmagao dos microrganismos isolados 
em cultura (p. ex., virus respiratorios, VHS e WZ). 

Tecnicas de imunofluorescencia para detecgao de anticorpos 

Os ensaios de AFI podem ser usados para detectar anticorpos, quase da mesma maneira que os testes de FC e IHA. 
O teste de AFI e usado comumente para firmar o diagnostico retrospective de infecgoes virais quando se busca 
demonstrar soroconversao ou um aumento de 4 vezes no titulo de anticorpos entre as amostras das fases aguda e de 
convalescenga. Com a tecnica de AFI para anticorpos virais, as laminas com celulas de cultura de tecidos infectados 
pelo virus e fixadas em camaras das laminas de teste de FA sao recobertas com varias diluigoes do soro do paciente. 
Depois da incubagao e da lavagem, um anticorpo de cabra ou coelho marcado com fluoresceina e dirigido contra Ig 
humana (conjugado) e acrescentado a cada uma das areas da lamina contendo os antigenos virais. Depois da 
lavagem, as laminas sao examinadas com um microscopio de fluorescencia e deve-se determinar um titulo de corte, 
ou seja, a maior diluigao de soro que produz imunofluorescencia positiva. As alteragoes do titulo podem ser 
determinadas por inspegao das laminas colocadas a reagir com diluigoes sucessivas dos soros das fases aguda e de 
convalescenga, que sao realizadas simultaneamente no mesmo teste. Os ensaios indiretos tambem podem ser 
realizados com conjugados marcados com enzimas (p. ex., peroxidase), em vez dos reagentes marcados com 
fluorocromo. Os testes com conjugado enzimatico formam um precipitado colorido, examinado com um 
microscopio optico, em vez de um microscopio de fluorescencia. A maioria dos laboratories que utilizam AFI para 
sorologia realiza uma triagem com soro em diluigao de 1:8 ou 1:10. Quando essa diluigao resulta em reagao 
positiva, outras diluigoes duplicadas sao preparadas, e cada diluigao e testada por AFI ate que se alcance uma 
diluigao de corte. A reciproca da diluigao mais alta do soro com fluorescencia corresponde ao titulo do anticorpo em 
questao nessa amostra. A AFI pode ser usada para documentar infecgoes por bacterias dificeis de cultivar in vitro, 
inclusive B. henselae - agente etiologico principal da doenga da arranhadura de gato. 34,151,184 ’ 185,204 A Figura 3.11 
ilustra um procedimento de AFI para detectar antigenos contra CMV. 

Os diagnosticos de algumas infecgoes virais, inclusive as que sao causadas pelo virus Epstein-Barr (VEB), sao 
totalmente dependentes da detecgao sorologica de antigenos ou anticorpos, porque esses patogenos nao crescem nas 
linhas de cultura celular utilizadas rotineiramente nos laboratorios de microbiologia clinica. O VEB faz parte da 
familia dos herpes-virus (Herpesviridae) e causa mononucleose infecciosa. A reagao imune especifica a infecgao por 
esse virus caracteriza-se pelo aparecimento sequencial de alguns anticorpos, inclusive IgM e IgG anti-ACV 
(antigeno do capsidio viral), alem de anticorpos contra o antigeno nuclear do Epstein-Barr (EBNA; do ingles, 
Epstein-Barr nuclear antigen) e o antigeno precoce (AP) (ver Capitulo 23). Embora a IgM anti-ACV e, mais tarde, 


a IgG correspondente aparegam durante a infecgao aguda, os anticorpos anti-EBNA sao indetectaveis durante a 
infecgao aguda, aparecem na convalescenga e sao mantidos por toda a vida. Por isso, a presenga de anti-EBNA no 
soro indica infecgao pregressa, em vez de infecgao recente. Como o EBNA esta presente em niveis baixos nas 
celulas infectadas pelo VEB, o teste de imunofluorescencia anticomplemento (IFAC) e o metodo de referencia 
utilizado para a detecgao desse virus (Figura 3.12). 40,133 Com o teste de IFAC, uma linhagem de celulas 
linfoblasticas infectadas pelo VEB e usada como fonte de antigenos. Em geral, as celulas Raji sao usadas com essa 
finalidade, porque essas celulas expressam apenas EBNA; o ACV nao e expresso e o AP raramente e detectavel 
nessa linhagem celular. Essas celulas sao fixadas a uma lamina e colocadas para reagir com o soro do paciente. 
Quando estao presentes, os anticorpos anti-EBNA especificos ligam-se ao antigeno nuclear. Depois de uma etapa de 
lavagem, o complemento e depositado nas celulas. Quando os anticorpos anti-EBNA especificos reagem na 
primeira etapa, o complemento liga-se aos imunocomplexos. Depois de outra etapa de lavagem, acrescentam-se 
anticorpos anticomplemento conjugados com fluoresceina sobre as celulas. Depois da incubagao, a lamina e lavada 
novamente e depois examinada com um microscopio de fluorescencia. A existencia de fluorescencia nuclear indica 
a presenga do EBNA e infecgao pregressa pelo VEB. O teste de IFAC tambem tern sido usado para determinar o 
estado imune (p. ex., presenga de anticorpos protetores contra o VVZ), detectar anticorpos contra o CMV e 
demonstrar soroconversao depois da imunizagao com vacinas virais (p. ex., vacina contra o WZ). 11,51 ’ 81,144,150 
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■ FIGURA 3.11 Tecnica de AFI para detecgao de anticorpos. Com esse metodo, o antigeno (p. ex., celulas de cultura de 
tecidos infectados por CMV) e fixado dentro de uma lamina de FA e colocado para reagir com o soro do paciente. Quando ha 
anticorpos anti-CMV, eles se ligam aos antigenos presentes na lamina. Depois de uma etapa de lavagem, um anticorpo anti- 
humano de cabra conjugado com fluoresceina e depositado sobre a lamina. Isso resulta na marcagao das celulas infectadas 
pelo CMV na lamina e indica a existencia de anticorpos anti-CMV na amostra inicial de soro. Os titulos podem ser 
determinados realizando-se o ensaio com diluigoes duplicadas do soro e leituras ate chegar a diluigao mais alta de soro, que 
resulta em um grau imperceptivel de fluorescencia. 

Outro ensaio de imunofluorescencia conhecido como teste de anticorpo fluorescente contra antigeno de 
membrana (AFAM) e a tecnica preferida para determinar o estado imune do paciente a certos virus (p. ex., VVZ), 
principalmente em razao de sua extrema sensibilidade. 51,196 Com esse ensaio, o soro do paciente e diluido 







progressivamente em camaras de microtitulagao, e celulas cultivadas infectadas pelo VVZ sao acrescentadas ao soro 
diluido. Depois da incubagao, a lamina de microtitulagao e centrifugada para levar as celulas para o fiindo das 
camaras e, em seguida, lavada duas vezes, com etapas de centrifugagao intercaladas. Uma diluigao conhecida de 
IgG anti-humana conjugada com fluorescelna e acrescentada as camaras e incubada. Depois de algumas etapas de 
lavagem/centrifugagao, as celulas sao recuperadas, fixadas nas camaras de uma lamina de FA e examinadas com um 
microscopio de fluorescencia. O teste de AFAM e mais senslvel que FC ou IEE, mas sua realizagao requer celulas 
vivas infectadas pelo virus. 
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■ FIGURA 3.12 Imunofluorescencia anticomplemento. Na etapa 1, os anticorpos sao expostos as celulas infectadas pelo 
virus e fixadas em uma lamina de microscopio. Na etapa 2, o complemento e acrescentado e liga-se aos complexos 
antigeno-anticorpo (Ag/Ac) formados na etapa anterior. Na etapa 3, acrescenta-se um anticorpo anticomplemento marcado 
com fluoresceina, que se liga ao complemento ligado na etapa 2; em seguida, a lamina emite fluorescencia. Quando os 
anticorpos nao se ligam na etapa 1, o complemento nao pode ligar-se na etapa 2 e o anticorpo anticomplemento marcado 
com fluoresceina nao consegue ligar-se na etapa 3: desse modo, nao ha emissao de fluorescencia. (Redesenhada com base 
em Leland DS. Clinical Virology. Philadelphia, PA: Saunders, 1996.) 

As tecnicas de imunofluorescencia e IEE tern suas vantagens e desvantagens proprias. Os metodos de IEE para 
detecgao de antigenos sao vantajosos nos laboratories de grande porte, nos quais muitas amostras sao examinadas 
diariamente para um unico determinante (p. ex., rotavirus, VSR). Embora as tecnicas de AFD sejam mais 
trabalhosas, a capacidade de observar diretamente os elementos celulares de fundo em determinados procedimentos 
para antigenos diretos de forma a conftrmar a adequagao do especime e uma vantagem inequivoca. Por exemplo, 
como C. trachomatis infecta preferencialmente as celulas epiteliais colunares da cervice, a presenga de celulas 
epiteliais escamosas e/ou de neutrofilos segmentados, eritrocitos e muco indica que a amostra nao e apropriada para 
fins diagnosticos. Os especimes apropriados apresentam predominio de celulas epiteliais cuboides e colunares 




































intactas. Essa avaliaqao pode ser realizada por meio do teste de AFD e incorporada ao resultado do laboratorio, 
permitindo que o medico avalie as evidencias clinicas de infecgao por Chlamydia e considere a possibilidade de que 
um resultado negativo pode, na verdade, refletir uma amostra endocervical colhida inadequadamente. Essas 
avaliaqoes nao podem ser realizadas com testes nao visuais, inclusive IEE e a maioria dos ensaios moleculares. 
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Introducao 

Os microbiologistas sempre buscaram e continuam a buscar formas mais rapidas e eficientes para detectar e 
caracterizar os microrganismos. As tecnicas moleculares sao alguns dos recursos mais poderosos que podem ser 
usados com essa fmalidade. Mais recentemente, a adogao generalizada da espectrometria de massa alterou a pratica 
da microbiologia clinica. Esses ensaios revolucionaram o laboratorio de microbiologia e alteraram a forma como 
detectamos, caracterizamos e quantificamos microrganismos diretamente nos especimes clinicos e nas culturas. Ao 



longo dos ultimos 20 anos, essas tecnicas foram aperfei 9 oadas e deixaram de ser ensaios complicados, altamente 
tecnicos e muito trabalhosos, tomando-se testes faceis e tao rapidos que, em alguns casos, podem fomecer 
resultados dentro de uma hora depois do inicio do ensaio realizado diretamente com amostras clinicas. 

Os ensaios moleculares utilizados pelos microbiologistas moleculares do passado eram usados comumente para 
detectar apenas microrganismos exigentes ou que nao podiam ser cultivados, ou para determinar a causa de surtos 
significativos. Entretanto, a medida que esses ensaios se tornaram mais faceis de usar e menos dispendiosos, eles 
comegaram a ser explorados na detecgao e caracterizagao de microrganismos mais comuns. 

A microbiologia molecular pode ser subdividida em 3 categorias. A primeira e a detecgao de microrganismos 
sem usar amplificagao de acidos nucleicos. Essas aplicagoes estao baseadas na amplificagao de um sinal gerado 
(geralmente luz ou cor), que e resultante da hibridizagao bem-sucedida de uma sonda de acido nucleico com a 
molecula de acido nucleico que se pretende testar. A segunda categoria - os metodos de amplificagao de acidos 
nucleicos - e utilizada para detectar, caracterizar e, em alguns casos, quantificar microrganismos. Por fim, os 
metodos moleculares tambem tern sido amplamente utilizados para determinar as relagoes entre microrganismos (/. 
e., tipagem de cepas), que sao recursos fundamentals aos epidemiologistas que trabalham nos hospitais e nos 
servigos de saude publica. De uma forma ou de outra, todas essas tecnologias usam bioquimica dos acidos 
nucleicos. Por isso, iniciamos este capitulo com uma revisao das caracteristicas e fungoes basicas dos acidos 
nucleicos. 

Revisar todos os ensaios moleculares que tern sido usados para avaliar microrganismos seria impraticavel e 
estaria alem dos objetivos deste livro. Por isso, descrevemos com mais detalhes os testes comprovadamente mais 
uteis no laboratorio clinico, os ensaios disponiveis no mercado e alguns testes mais novos e especialmente 
promissores. Hoje em dia, existem alguns tipos diferentes de amplificagao dos acidos nucleicos. O termo reaqao da 
cadeia de polimerase (PCR; do ingles, polymerase chain reaction), que e o precursor dos outros tipos de ensaios de 
amplificagao dos acidos nucleicos e pode ser utilizado ocasionalmente em sentido generico neste livro, e uma 
expressao altemativa para amplificagao de acido nucleico. As razoes disso sao a praticidade e a fluencia do texto, 
mas o leitor deve saber que tambem e possivel utilizar outros tipos de reagoes bioquimicas para amplificar acidos 
nucleicos. 

Acidos nucleicos | Caracteristicas e fungoes basicas do DNA e RNA 
Estrutura do DNA 

O DNA e uma molecula longa composta de duas fitas ou helices. Cada fita do DNA e um polimero, ou seja, cada 
fita e formada por subunidades semelhantes repetidas. As subunidades repetidas - ou blocos de construgao - do 
DNA sao monofosfatos de nucleotidios. As duas fitas que compoem a molecula do DNA tern sua diregao 
determinada por sua composigao quimica organica e estao orientadas em diregoes opostas uma da outra. As duas 
fitas de uma molecula de DNA intacta interagem por meio de pontes de hidrogenio e sao referidas como 
complementares. A Figura 4.1 ilustra a configuragao basica do DNA. 

Quatro tipos de monofosfatos de nucleotidio constituem o DNA e estes sao descritos de acordo com o tipo de 
base que contem. Cada monofosfato de nucleotidio contem um agucar (/. e., desoxirribose), um fosfato e uma base 
de nucleotidio (Figura 4.2). A estrutura basica de cada uma das duas fitas da molecula de DNA consiste em 
moleculas altemadas do agucar desoxirribose e de fosfato, que estao reunidas umas as outras por ligagoes 
covalentes. As bases de nucleotidios estendem-se da molecula de agucar para dentro da regiao central da molecula 
de dupla-helice de DNA. A posigao e a orientagao dos acidos nucleicos sao determinadas por convengao, de acordo 
com a numeragao das moleculas de carbono do agucar. A base de nucleotidio e ligada ao agucar na posigao do 
carbono 1’. As moleculas de fosfato conectoras estao ligadas aos carbonos 3’ e 5’, conferindo a fita sua orientagao 
especifica, cuja importancia ficara mais clara nas segoes subsequentes deste capitulo. As quatro bases de 
nucleotidios presentes no DNA sao adenina (A) e guanina (G), ambas moleculas de purina, e timidina (T) e citosina 
(C), que sao moleculas de pirimidina. A purina adenina presente em uma fita do DNA forma duas pontes de 
hidrogenio com a pirimidina timina da fita oposta da mesma molecula. Esses nucleotidios sao referidos como 
complementares. Do mesmo modo, a guanina de uma fita do DNA forma tres pontes de hidrogenio com a citosina 
complementar da fita oposta da mesma molecula. 




A estrutura basica das 
fitas de DNA consiste 
em moleculas 
alternadas de fosfato 
e agucar desoxirribose. 
As bases de nucleotidios 
estendem-se dos 
agucares para dentro 
da superficie interna 
das moleculas de 
dupla-helice do DNA. 


Duas fitas interativas (complementares) 
de um polimero de acidos nucleicos e 
desoxirribose constituem a molecula 
de dupla-helice do DNA 


■ FIGURA 4.1 Estrutura do DNA. A estrutura do DNA foi descrita como uma dupla-helice. O DNA e um polimero com duas 
fitas, que consiste em nucleotidios como unidades repetitivas basicas; por sua vez, os nucleotidios consistem em um agucar 
(desoxirribose), fosfato e uma das quatro bases. 


Por motivo de simplificagao, a estrutura do DNA e descrita frequentemente como uma escada, na qual os 
degraus sao as bases complementares das duas fitas de DNA e as laterais da escada sao representadas pelas 
moleculas alternadas de agucar e fosfato (Figura 4.3). Nos seres vivos, o DNA nao existe como uma molecula 
linear, exceto talvez temporariamente. Em vez disso, a molecula e uma estrutura superespiralada; o comprimento 
inteiro da molecula de DNA geralmente e maior que o comprimento da celula que o contem. Por isso, o DNA 
precisa ser superespiralado, de forma que todo o seu comprimento possa ser compactado em espagos muito 
pequenos. A estrutura real do DNA e a dupla-helice classica descrita por James Watson e Francis Crick em 1953 
(http://nobelprize.org/medicine/laureates/1962/). Como dissemos antes, as duas fitas do DNA mantidas reunidas por 
pontes de hidrogenio existem como uma molecula helicoidal levogira 1 com sulcos principals e secundarios. O 
conhecimento da estrutura basica do DNA e da replicagao dessa molecula foi fundamental ao desenvolvimento dos 
testes baseados na amplificagao de acidos nucleicos utilizados comumente hoje em dia. 


Estrutura do RNA 

Existem muitos tipos de moleculas de RNA na celula, mas limitaremos nossa descrigao as formas descritas mais 
comumente, que sao RNA mensageiro (mRNA), RNA de transference (tRNA) e RNA ribossomico (rRNA). Os 
blocos de construgao do RNA sao semelhantes aos do DNA. O RNA tambem e um polimero, mas constituido por 
uma unica fita. A espinha dorsal dessa molecula tambem consiste em moleculas alternadas de fosfato e agucar, mas 
o agucar do RNA e ribose. Como o DNA, as bases de nucleotidios estao ligadas covalentemente a molecula de 
agucar. Contudo, no RNA, a base timina e substituida pela base uracila. Embora a maioria das moleculas de RNA 














seja composta de uma unica fita, elas podem dobrar-se e formar pontes de hidrogenio complementares, deste modo 
constituindo uma estrutura secundaria. 
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■ FIGURA 4.2 Bases de nucleotidios do DNA e do RNA. As quatro bases de nucleotidios presentes no DNA sao adenina 
(A) e guanina (G) - duas purinas - e timina (T) e citosina (C) - duas pirimidinas. No RNA, a timina (T) e substituida pela 
uracila (U). 


5 '—i—i—i—i—i—i—i—i—i—i—i—i—T 

AGGTT ACCGTGCT 
TCCAATGGCACGA 


- 3 ' 

A G T 
T C A 

5 ' 


■ FIGURA 4.3 llustragao simplificada do DNA. A estrutura complexa do DNA e simplificada e comparada comumente a uma 
escada, na qual os degraus sao representados pelas bases de nucleotidios complementares. Em geral, essa concepgao e 
simplificada ainda mais, porque apenas uma fita do DNA e ilustrada na diregao 5’ a 3’ e a presenga da fita complementar fica 
subentendida. 

z 3 ' Fita lider 



■ FIGURA 4.4 Replicagao do DNA. A replicagao do DNA ocorre na diregao 5’ a 3’. Portanto, uma fita (fita lider) e sintetizada 
continuamente, enquanto a fita oposta e sintetizada em partes formando os fragmentos de Okazaki. 

Fungao do DNA | Armazenamento de informagoes 

Os genes que codificam a maioria das proteinas estruturais e fiincionais da celula estao contidos no DNA 
cromossomico celular. Quando a celula necessita de mais proteinas para seu citoesqueleto, ou precisa de mais 
quantidade de uma enzima para metabolizar um agucar, ela pode produzir mais abrindo, lendo e utilizando a 
mensagem contida no DNA (ver segao a seguir). Por isso, o DNA e referido como “desenho do projeto” da celula, 
uma analogia pertinente. Quando a celula se divide, a nova celula tambem precisa ter uma copia do “desenho do 
projeto” (DNA) de forma a preservar sua estrutura e desempenhar suas fiingoes. 

E importante entender os principios basicos da replicagao do DNA, porque muitos destes principios sao usados 
na tecnica de PCR e em alguns outros metodos de amplificagao do acido nucleico. A replicagao do DNA comega 
com o “relaxamento” da estrutura superespiralada do DNA. Em seguida, a parte mais linearizada da dupla-helice e 
separada ao menos parcialmente nas duas fitas que a compdem. E como se os degraus da escada esquematica do 






DNA fossem partidos ao meio e os dois lados da escada fossem afastados (Figura 4.4). A DNA-helicase e uma 
enzima importante para a scparagao das duas fitas do DNA. O fato de que a sintese do DNA, que e realizada pela 
DNA-polimerase, ocorre apenas na diregao 5’ a 3’ e uma limitagao importante. Por isso, apenas uma fita do DNA 
pode ser produzida de forma continua na diregao 5’ a 3’. Como essa fita e sintetizada continuamente e com mais 
rapidez que a fita oposta, e conhecida como fita lider (leading strand, em ingles). A fita descontinua (lagging 
strand, em ingles) e replicada em partes, porque a extremidade 5’ toma-se disponivel para sintese apenas depois que 
a DNA-helicase desempenhou sua fungao. As partes descontinuas do DNA, que sao sintetizadas sobre a fita 
descontinua, sao ligadas ou entrelagadas pela DNA-ligase, que transforma a fita descontinua final em uma fita 
continua de DNA. O resultado final da replicagao do DNA e a formagao de duas fitas secundarias (filhas) de DNA a 
partir de uma unica molecula original (Figura 4.5). Cada uma das moleculas de DNA recem-sintetizadas consiste 
em uma fita derivada da molecula original de DNA e uma fita recem-sintetizada, que e complementar a fita original. 
Cada uma das moleculas de DNA de dupla-helice recem-sintetizadas e uma copia perfeita da molecula de DNA 
original, a menos que ocorra um erro de replicagao. A replicagao do DNA deve ocorrer antes da divisao celular, de 
forma que cada celula nova formada tenha um conjunto completo de DNA. 

Uma consideragao pratica e que todas as enzimas descritas antes sao utilizadas nas tecnicas antigas ou modemas 
de amplificagao dos acidos nucleicos. A helicase tern sido utilizada na amplificagao helicase-dependente (HDA), a 
DNA-polimerase na PCR e a DNA-ligase na reagao da cadeia de ligase (RCL). 

Funcao do RNA | Transferencia de informagoes 

Leitura (transcrigao) e interpretagao (tradugao) do codigo genetico. Os acidos nucleicos e as proteinas 
da celula interagem na formagao de novas proteinas, que constituem a estrutura e desempenham as fungoes 
celulares. A primeira etapa da sintese de proteinas e a transcrigao (ou “reescrita”) da mensagem genetica, de forma 
que possa ser transferida ao ribossomo. A mensagem codificada pelo DNA e transcrita na forma de uma molecula 
de RNA, que e conhecida como RNA mensageiro. Essa transcrigao ocorre por um mecanismo semelhante ao da 
sintese do DNA, mas utiliza um conjunto diferente de enzimas. Em resumo, a fita de DNA e desenrolada e forma-se 
uma molecula de RNA com fita simples, complementar ao gene a ser transcrito. Essa molecula pode ou nao passar 
por processamento adicional (processamento pos-transcricional). Em seguida, a mensagem e lida, ou o codigo 
genetico e traduzido pelos sistemas celulares. Isso envolve outros tipos de moleculas de RNA, inclusive tRNA, 
rRNA e varias proteinas. A tradugao da mensagem em uma proteina ocorre em uma superestrutura complexa 
composta de proteinas e rRNA, tambem conhecida como ribossomo. O mRNA combina-se com o ribossomo e e 
processado a uma taxa de tres bases por vez. Esses segmentos com tres pares de bases sao conhecidos como codons 
e codificam aminoacidos especificos. Os codons do mRNA sao complementares aos anticodons de uma parte do 
tRNA. Moleculas especificas de tRNA transportam ou transferem aminoacidos especificos ao ribossomo, onde 
ocorre a sintese das proteinas. As moleculas de aminoacidos estao localizadas de forma que as ligagoes peptidicas 
possam ser formadas enzimaticamente entre elas. Eventualmente, forma-se uma cadeia de aminoacidos (z. e., um 
peptidio) que, por meio da extensao continua, da formagao de dobras secundarias em sua estrutura e das 
modificagoes pos-traducionais, torna-se uma proteina (Figura 4.6). O leitor interessado em aprofundar seus 
conhecimentos sobre esses processos deve consultar tratados de bioquimica e biologia molecular. 5,345 




Moleculas secundarias de segunda geragao 


■ FIGURA 4.5 Produtos da replicagao do DNA. Cada uma das moleculas secundarias da primeira geragao do DNA contem 
uma fita derivada da molecula original e uma fita recem-sintetizada. As duas moleculas secundarias da segunda geragao de 
replicagao do DNA contem uma das fitas originals e duas consistem unicamente em DNA recem-sintetizado. 


Metodos de amplificagao de sinais 

Os metodos de amplificagao de sinais descritos combinam algum tipo de acido nucleico (geralmente uma sonda) 
com a emissao de um sinal. Em geral, o sinal e amplificado por uma reagao enzimatica. Entretanto, o sinal emitido 
pela hibridizagao fluorescente in situ (FISH; do ingles, fluorescence in situ hybridization) pode ser observado 


diretamente depois da hibridizagiio da sonda marcada por um material fluorescente com seu acido nucleico 
complementar almejado. Varias modificagoes quimicas e enzimaticas podem ser acrescentadas ao metodo de FISH 
ou a hibridizagiio cromogenica in situ (CISH; do ingles, chromogenic in situ hybridization), quando e necessario 
ampliar ainda mais o sinal, mas sua descrigao estaria alem dos propositos deste livro. Nesta segao, descrevemos 
quatro tipos de amplificagao de sinais: sondas de acido nucleico, teste Hybrid Capture® (HC), DNA de cadeia 
ramificada e hibridizagao in situ (HIS). 

Em geral, a amplificagao de sinais e considerada menos sensivel que os metodos de amplificagao do acido 
nucleico. Uma excegao pode ser a tecnica FISH, na qual uma unica copia de uma molecula-alvo pode ser 
identificada em uma populagao numerosa de outras celulas. Essa aplicagao da FISH e mais util nos especimes de 
anatomopatologia ou em pesquisa, nos quais uma subpopulagao diminuta de celulas pode ter importancia clinica. As 
tecnologias de amplificagao de sinais tern varias vantagens em relagao aos metodos de amplificagao do acido 
nucleico. Esses metodos tern muito menos tendencia a gerar resultados falso-positivos atribuidos a contaminagao, 
quando comparados com os ensaios tradicionais de amplificagao do acido nucleico. Entretanto, existem relatos de 
contaminagao dos sinais ou de extravasamento de um sinal forte originado de uma camara de reagao para outra 
camara adjacente. 

Sondas de acido nucleico 

As sondas de acido nucleico foram os primeiros ensaios moleculares utilizados comumente em muitos laboratories. 
Existem no mercado sondas conhecidas como AccuProbes®, que estao disponiveis para detectar varios 
microrganismos (Hologics, San Diego, CA). Esses kits sao sondas de DNA que contem um marcador 
quimioluminescente e o rRNA do microrganismo que se pretende pesquisar; o rRNA e um alvo interessante, porque 
esta presente em quantidades maiores que os genes de rDNA que o codificam. Esse e um exemplo de amplificagao 
biologica, ou amplificagao de um acido nucleico, que ocorre durante a evolugao normal das reagoes celulares ou em 
consequencia da proliferagao dos microrganismos. Esse ensaio quimico patenteado permite diferenciar as sondas 
hibridizadas e nao hibridizadas. Quando o hibrido estavel de DNA-RNA e tratado com os reagentes fomecidos com 
o teste, uma reagao quimica gera luz. A emissao de certa intensidade de luz acima de um valor limitrofe 
predeterminado e considerada uma reagao positiva e indica a presenga do microrganismo, para o qual a sonda foi 
projetada para hibridizar. 
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■ FIGURA 4.6 llustragao esquematica da transcrigao e da tradugao. Na representagao mais basica, a mensagem genetica 
do DNA e reescrita ou transcrita (transcrigao) em um RNA mensageiro (mRNA), que e usado como substrata para a tradugao 
(/. e., produgao de proteinas a partir do codigo genetico). 


Aplicagoes cli'nicas. As sondas geneticas AccuProbes® estao disponiveis para deteegao direta de bacterias em 
amostras clinicas ou como um metodo especifico e rapido para identificar microrganismos em cultura. Quando sao 
utilizadas diretamente nos especimes clmicos, essas sondas sao menos sensiveis que a cultura aprimorada para 
estreptococos do Grupo A e muito menos sensiveis que a PCR. 41 Os primeiros produtos que utilizavam essa 











tecnologia para Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis representaram um avango significativo em 
sensibilidade, quando comparados com a cultura desses microrganismos exigentes, mas depois foram substituidos 
pelos metodos de amplificagao do acido nucleico. 14,48,119,202 

Hoje em dia, as sondas geneticas ainda sao opgoes uteis para a identificagao rapida de varios microrganismos em 
cultura, dentre os quais alguns poderiam necessitar de testes complexos e demorados para que fossem identificados. 
Os mais uteis sao ensaios para identificar micobacterias e fungos dimorficos. Existem disponiveis no mercado 
sondas geneticas para complexo Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii, M. gordonae e complexo M. avium/M. 
intracellulareN' 115,243 Tambem existem sondas geneticas para Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e 
Coccidioides spp. 131,156 O uso dessas sondas para caracterizar culturas contendo micobacterias ou fungos 
supostamente dimorficos diminui expressivamente o tempo necessario a identificagao no laboratorio clinico, em 
comparagao com os metodos tradicionais rotineiros. Embora sejam mais dispendiosas, a economia final e real 
quando se consideram os custos dos materiais e da mao de obra. 

Tambem existem varios ensaios AccuProbes" para identificar determinadas bacterias em cultura. Isso inclui os 
ensaios para Campylobacter, estreptococos dos grupos A e B, Haemophilus influenzae. Streptococcus pneumoniae. 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e N. gonorrhoeae , 63 Quando sao realizados com materiais de 
cultura, esses ensaios tern sensibilidades e especificidades na faixa de 90 a 100%. A vantagem de usar esses ensaios 
e a economia de tempo, mas a desvantagem e seu custo mais elevado. 

Hybrid Capture® 

O teste Hybrid Capture® (Qiagen, Gaithersburg, MD) e uma tecnologia de amplificagao de sinais, que consiste na 
retengao (captura) de um complexo molecular de DNA-RNA (um hibrido) em uma placa de micro titulagao (Figura 
4.7). Inicialmente, o especime e processado para preparar o DNA. As sondas de RNA utilizadas sao 
complementares a molecula de DNA do microrganismo que se pretende identificar. A detecgao de um complexo 
hibrido de DNA-RNA e util porque esse complexo existe apenas transitoriamente na natureza, especialmente 
durante a transcrigao. Quando o complexo nao esta presente, o especime e considerado negativo. Quando o hibrido 
de DNA-RNA esta presente, ele e introduzido em um tubo ou uma camara de uma placa de microtitulagao, cujas 
paredes foram revestidas por um anticorpo monoclonal que reconhece um hibrido de DNA-RNA. Esse anticorpo 
captura e imobiliza o complexo e permite que os outros constituintes do especime clinico processado sejam lavados 
e descartados. Em seguida, acrescenta-se outro anticorpo que tambem reconhece o complexo de DNA-RNA, mas 
esse ultimo e marcado com uma molecula sinalizadora capaz de gerar um sinal luminoso. A reagao e positiva 
quando ha emissao de luz acima de determinado limite. 
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■ FIGURA 4.7 Tecnologia da Hybrid Capture® (HC). A tecnologia HC e um ensaio de amplificagao de sinais e tornou-se um 
metodo popular para detectar subtipos de HPV associados a risco elevado. 


Aplicagoes cl micas. Existem no mercado ensaios de HC disponiveis para detectar os subtipos de alto risco dos 
papilomavirus humanos (HPV) - um produto da subtipagem para determinar se os subtipos 16 e 18 estao presentes 
N. gonorrhoeae e C. trachomatis. No passado, havia a opgao de um ensaio para citomegalovirus (CMV), mas sua 
comercializagao foi interrompida com a migragao dos usuarios para a PCR quantitativa para detectar esse virus. O 
ensaio para HPV de alto risco tomou-se o padrao de referencia para monitorar mulheres e detectar displasia e 
carcinoma cervicais. Uma metanalise demonstrou que o ensaio HCII® teve sensibilidade maior e especiflcidade 
equivalente a repetigao do esfregago de Pap para identificar as mulheres com lesoes de neoplasia intraepitelial 
cervical tipo 2 (NIC-2) ou mais avangados, quando o esfregago de Pap inicial era interpretado como celulas 
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS; do ingles, atypical squamous cells of undetermined 
significance ). 9 Alem disso, esse teste foi acrescentado as recomendagoes do American College of Obstetricians and 
Gynecologists como complemento a triagem citologica para mulheres de 30 a 65 anos; as diretrizes atualizadas 
podem ser obtidas na pagina http://www.uspreventiveservicestaskforce.org. 2 ’ 8 A forga desse ensaio esta em sua 
sensibilidade alta e em seu valor preditivo negativo elevado. 154 Alguns autores demonstraram que esse teste pode ate 
ser comparado com a PCR. Outros, contudo, evidenciaram que ele e ligeiramente menos sensivel que os metodos 
baseados em amplificagao do acido nucleico. 30,49 Embora seja um ensaio extremamente util, sua sensibilidade e 
especiflcidade foram colocadas em duvida. 68,283 De Cremoux el al. demonstraram que algumas reagoes falso- 
positivas desse ensaio eram atribuidas a reatividade cruzada da sonda com os subtipos de baixo risco do HPV, 
enquanto outros provavelmente eram devidos a “contaminagao do sinal” ou ao extravasamento do sinal fluorescente 
emitido pelas camaras fortemente positivas sobre as camaras adjacentes, que continham especimes negativos. 68 
















Embora essa tecnologia esteja consagrada pelo tempo, existem ensaios mais recentes baseados na amplificagao de 
acidos nucleicos, que sao mais automatizados e tern sensibilidade e especificidade excelentes. 

O teste HC® tambem tern sido utilizado com sucesso para detectar N. gonorrhoeae e C. trachomatis . 64 > 65 > 236 > 316 > 362 
De acordo com alguns relatos, esse ensaio foi mais sensivel que a cultura, o que nao e surpreendente quando se 
considera o comportamento exigente desses patogenos, alem de mais sensivel que as analises por sondas 
geneticas. 65 O teste HC® tambem tern sido usado para detectar CMV e virus da hepatite B (VHB). 257,361,379 Quando o 
HC® para CMV foi comparado com PCR, a tecnologia HC® foi 1,5 a 2,0 log menos sensivel que a PCR; nessa 
comparagao, as especificidades da PCR e do HC® foram de 100 e 93,8%, respectivamente. 34 Essas aplicagoes do 
HC® foram praticamente substituidas pelos ensaios mais sensiveis de amplificagao do acido nucleico. 

Ramificacao do DNA 

A tecnologia de ramificagao do DNA (bDNA; do ingles, hranched-DNA ) foi ou tern sido utilizada para detectar e 
quantificar patogenos como HIV, VHB e virus da hepatite C (VHC). Essa tecnologia consiste em varias sondas de 
bDNA e moleculas detectoras de amplificagao de sinais. Em resumo, as sondas de oligonucleotidios de bDNA do 
microrganismo, que se pretende encontrar, formam hibridos com a molecula de acido nucleico procurada, e esse 
complexo e capturado por um substrato solido. Em seguida, acrescentam-se moleculas detectoras dos 
oligonucleotidios de bDNA, que sao conjugadas com enzimas detectoras. Por sua vez, essas enzimas emitem um 
sinal quimioluminescente depois do acrescimo do substrato apropriado. Assim como ocorre com o ensaio HC®, a 
intensidade do sinal e proporcional a quantidade de acido nucleico detectado, o que significa a possibilidade de 
gerar resultados quantitativos quando esse ensaio e realizado com padroes quantitativos. 312,360 

Aplicagoes ch'nicas. Embora seja uma tecnologia util e altamente reprodutivel, pesquisadores nao 
desenvolveram grande numero de ensaios clinicos que a utilizam. Essa tecnologia tern sido utilizada com mais 
sucesso para detectar e quantificar HIV, VHB e VHC. 45,84,265,387 Tambem tern sido usada para monitorar as cargas 
virais dos pacientes infectados pelo HIV O ensaio VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (Siemens, Malvern, PA) foi 
considerado um teste altamente reprodutivel com ampla faixa linear (75 a 500 copias de RNA do HIV-1), o que e 
util para as determinagoes quantitativas das cargas virais do HIV-1, mesmo quando comparada com a PCR de 
transcrigao reversa (RT-PCR). Do mesmo modo, as avaliagoes realizadas por varios centros de pesquisa com os 
ensaios VERSANT® Hepatitis B DNA 3.0 e o VERSANT® HCV RNA 3.0 demonstraram que esses testes e essa 
tecnologia eram reprodutiveis, tinham faixa dinamica ampla e apresentaram resultados comparaveis aos dos outros 
ensaios utilizados comumente. 82,265,387 Embora a sensibilidade dos ensaios de bDNA possa ser ligeiramente menor 
que a da PCR, geralmente ha correlagao satisfatoria entre as cargas virais determinadas por esses ensaios 
diferentes. 62,24(1 Ainda que sejam uteis, as aplicagoes clinicas dessa tecnologia tambem tern sido substituidas 
progressivamente pelos metodos de amplificagao do acido nucleico. 

Hibridizagao in situ 

A hibridizagao in situ (HIS) tern sido utilizada em patologia molecular ha muitos anos para detectar translocagoes 
cromossdmicas (z. e., t9;22) e amplificagoes de genes (z. e., Her2), bem como para identificar agentes infecciosos. 234 
Embora fossem metodos complexos no passado, hoje sao cada vez mais faceis de realizar e existem plataformas 
semiautomatizadas. A HIS pode ser diferenciada da FISH - na qual a sonda de oligonucleotidio e marcada com um 
fluoroforo detectado por microscopia de fluorescencia direta - e da CISH - na qual a sonda de oligonucleotidio e 
marcada de modo a reagao enzimatica gerar uma cor, que pode ser detectada por meio de um microscopio optico 
comum. Varios estudos demonstraram a exequibilidade e as vantagens potenciais dos ensaios in situ utilizados no 
laboratorio de microbiologia c linica. 152,164,177,249,250,296 

Alguns dos primeiros ensaios de HIS eram utilizados para detectar virus por meio da hibridizagao direta de uma 
sonda de oligonucleotidio e os acidos nucleicos virais. Esses ensaios tern sido usados para identificar determinados 
virus associados a certos efeitos citopaticos (p. ex., CMV como causa da formagao de uma inclusao intranuclear tipo 
A de Cowdry), assim como para diferenciar virus que causam efeitos citopaticos identicos (z. e., herpes-virus 
simples [VHS] e virus varicela-zoster [Vb). 28 Essa tecnologia tambem pode ser usada para diferenciar os subtipos de 
HPV de baixo e alto riscos, o que e importante na avaliagao dos carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo. 334 

A HIS tambem tern sido util como tecnologia que permite demonstrar determinados virus associados a alguns 
tipos de cancer, inclusive HPV e displasia/carcinoma espinocelular da cervice uterina; virus Epstein-Barr (VEB), 


disturbios linfoproliferativos pos-transplante e linfoma de Burkitt; e herpes-virus humano tipo 8 (HVH-8) e sarcoma 
de Kaposi. 39,203,334,367 A detecgao visual direta de celulas infectadas por virus no foco da patologia ajuda a confirmar 
o papel etiologico do microrganismo detectado na doenga. Embora a detecgao de virus por meio da HIS tenha 
utilidade comprovada no laboratorio de patologia molecular, esses ensaios frequentemente sao substituidos pelos 
metodos imuno-histoquimicos; nao e comum observar que essas tecnologias sao usadas nos laboratories de 
virologia clinica. 

A HIS tambem pode ser usada para detectar bacterias, micobacterias, fungos e parasitas. Quando essa tecnica e 
usada para detectar esses microrganismos, o rRNA microbiano pode ser usado como alvo para a sonda de 
hibridizagao. Isso e vantajoso em comparagao com a utilizagao de um alvo de DNA por duas razoes. Primeiramente, 
existem muito mais copias de rRNA na celula do que copias dos genes que codificam os ribossomos (rDNA), e isso 
aumenta a sensibilidade do ensaio. Em segundo lugar, a presenga do rRNA ajuda a indicar a existencia de um 
microrganismo viavel, no qual a detecgao de DNA - mesmo por metodos como a PCR - pode ocorrer mesmo 
quando o microrganismo e inviavel (i. e., foi destruido pelo tratamento antimicrobiano). 

Antes da introdugao da FISH na pratica do laboratorio de microbiologia clinica, essas tecnologias tinham sido 
utilizadas pelos microbiologistas ambientais para identificar e contar Legionella, Escherichia coli e outras bacterias 
nas amostras de agua e nas peliculas biologicas. ’ Os microbiologistas veterinarios tambem tern utilizado 
essas tecnicas para estudar varias doengas. ’ O patologista molecular utiliza a HIS para estudar Helicobacter 
pylori em biopsias gastricas, Chlamvdia em varias doengas e Legionella pneumophila em especimes respiratorios 
fixados. 16,18,23,109,127,165 

A possibilidade de caracterizar rapidamente as micobacterias como causadoras de tuberculose (M tuberculosis) 
e outras especies de micobacterias que nao causam essa doenga tern sido a meta de alguns ensaios. As micobacterias 
sao candidatas excelentes para a identificagao por metodos moleculares, porque algumas delas causam doenga grave 
e crescem lentamente em cultura (/. e., M. tuberculosis ) e outras sao exigentes (/. e., M. genavense e M. 
haemophilum ) ou nao podem ser cultivadas em meios artificiais (/. e., M. leprae). O ensaio de FISH empregando 
peptidio de acido nucleico (PAN) como sonda tern sido utilizado com sucesso na identificagao rapida de M. 
tuberculosis em esfregagos feitos a partir de culturas ou diretamente de amostras clinicas do trato respiratorio 
positivas para bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR). 254 ’ 342 ’ 343 As aplicagoes tradicionais in situ tambem tern sido 
utilizadas em cortes histologicos para identificar definitivamente M. leprae. 10 

Fungos e parasitas tambem tern sido identificados por meio da HIS. Pesquisadores descreveram ensaios de HIS 
para identificar especies de Aspergillus, 0 que e importante quando se considera a importancia crescente dos fungos 
septados hialinos nao Aspergillus (inclusive Fusarium e Pseudallescheria), que sao patogenicos aos seres humanos 
e tern perfis de sensibilidade antifungica diferentes da maioria das especies de Aspergillus. 13S - 25 ’ S - 3 '' 3 Essas tecnicas 
sao especialmente importantes quando 0 material excisado nao foi enviado para cultura, ou quando nao ha 
crescimento do fungo em cultura. A CISH utilizando uma tecnica de amplificagao de sinal por tiramida tambem tern 
sido utilizada no dificil diagnostico diferencial histologico de fungos morfologicamente semelhantes e formas 
semelhantes as leveduras nos tecidos humanos. 14 " Esses metodos foram menos sensiveis que a coloragao com prata 
metenamina para detectar alguns fungos, mas apresentaram especificidade de 100% na identificagao das especies. 
Outro fungo que tern sido estudado por HIS e Pneumocystis jirovecii.' 44 O uso da HIS para detectar esse fungo pode 
ter algumas vantagens, porque ela pode detectar as formas de trofozoito e cisto, em vez de apenas cistos, como 
ocorre com algumas coloragoes histoquimicas (p. ex., prata metenamina de Gomori, ou GMS). 

Aplicagoes clinicas. O uso da HIS em microbiologia clinica tern como foco principal a identificagao rapida de 
microrganismos em hemoculturas positivas. Jansen et a/. 164 e Kempf el al} 1 publicaram simultaneamente estudos 
avaliando 0 uso da HIS para identificagao rapida de microrganismos presentes em fiascos de hemocultura positiva. 
Os autores utilizaram varias sondas e todas estavam dirigidas contra sequencias-alvo especificas presentes no rRNA 
bacteriano. Algumas sondas compreendiam generos e familias (/. e., todos os estafilococos e a familia 
Enterobacteriaceae como um todo, respectivamente), enquanto outras eram especificas para determinadas especies 
(/. e., S. aureus ou E. coli). A maioria dessas sondas era altamente precisa na identificagao das bacterias 
responsaveis pelas hemoculturas positivas. Um aspecto interessante desses ensaios era que a selegao das sondas de 
HIS a serem utilizadas poderia ser determinada com base nos resultados da coloragao por Gram. Outro aspecto 
atraente era o tempo de detecgao, que podia ser de apenas 2 a 3 horas. Kempf et al. compararam 0 tempo para 
identificagao por HIS com as tecnicas tradicionais em 115 hemoculturas positivas examinadas. Os autores 


observaram tempo medio de 26 horas para identificar estafilococos (todas as 62 amostras identificadas por HIS), 46 
horas para estreptococos (19 das 20 amostras identificadas por HIS) e 40 horas para bacilos gram-negativos (28 das 
30 amostras identificadas por HIS). 177 Em termos gerais, os autores concluiram que, com um pequeno numero de 
sondas de HIS, a etiologia de 96,5% das hemoculturas positivas pode ser determinada dentro de 2,5 horas. 177 

A HIS tambem tern sido usada na detecgao de bacterias patogenicas diretamente nos especimes clinicos. 
Hogardt et al. utilizaram HIS para detectar e identificar bacterias provavelmente presentes nos especimes 
respiratorios dos pacientes com fibrose cistica. 152 Esses autores testaram Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia 
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, H. influenzae e S. aureus utilizando HIS. Os ensaios de HIS realizados 
diretamente nas amostras clinicas apresentaram sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, em comparagao 
com as culturas, mesmo no contexto completo dos especimes respiratorios dos pacientes com fibrose cistica. 1 '' 2 E 
possivel que uma bateria de sondas de HIS seja util para detectar patogenos comumente associados a determinadas 
doengas, inclusive meningite bacteriana e pneumonia adquirida na comunidade. 

Outro metodo de HIS, que utiliza uma sonda de PAN em vez de uma sonda de DNA, foi desenvolvido e esta 
disponivel no mercado. As sondas de PAN tern propriedades que podem ser vantajosas em relagao as sondas de 
DNA no que se refere a penetragao, quando a hibridizagao e realizada em organismos intactos, assim como quanto a 
melhor diferenciagao, principalmente dos polimorfismos unicos de nucleotidio (SNP; do ingles, single nucleotide 
polymorphisms ). 341 A empresa AdvanDx (Woburn, MA) e um fomecedor de kits de HIS com PAN para detecgao 
rapida de S. aureus ou estafilococos coagulase-negativos, E. faecium e outras especies de Enterococcus e alguns 
bacilos gram-negativos. Varios estudos avaliaram esses ensaios e concluiram que eles sao uteis para identificar e 
diferenciar bacterias morfologicamente semelhantes em hemoculturas positivas. 42 ’ 249,250 

Alguns estudos tambem demonstraram que a HIS e util para a identificagao e diferenciagao rapidas de fiingos 
clinicamente importantes presentes em hemoculturas positivas. Kempf et al. diferenciaram Candida albicans, C. 
glabrata, C. krusei e C. parapsilosis utilizando quatro sondas de HIS. 177 Do mesmo modo, pesquisadores 
demonstraram que o ensaio de FISH com PAN para C. albicans (AdvanDx) diferenciou C. albicans das outras 
especies de Candida nas hemoculturas positivas 251,296 (Figura 4.8). O unico ensaio original para C. albicans foi 
substituido por um ensaio de duas cores, utilizando um fluoroforo verde para C. albicans e um vermelho para C. 
glabrata. Curiosamente, mais tarde essa empresa desenvolveu o que poderia ser entendido como um ensaio de 
farmacogenomica fungica. Esse ensaio emprega uma sonda de tres cores, divulgada no mercado como um “sinal de 
transito”. Fluoroforos verdes sao usados para C. albicans e C. parapsilosis, indicando que seja recomendavel 
“seguir adiante” e usar fluconazol. Um fluoroforo amarelo e usado para C. tropicalis. Sondas marcadas com um 
fluoroforo vermelho sao usadas para hibridizagao com C. glabrata e C. krusei. A cor vermelha e usada como sinal 
de alerta quanto ao uso do fluconazol, porque a sensibilidade de C. glabrata a esse farmaco nao e previsivel e 
algumas cepas isoladas sao resistentes, enquanto C. krusei tern resistencia inata a esse antimicotico. 355 
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■ FIGURA 4.8 FISH com PAN para Candida albicans. As leveduras e as pseudo-hifas (setas) emitem fluorescencia cor de 
maga verde e sao detectadas facilmente contra o fundo avermelhado quando se utiliza o teste FISH com PAN para C. 
albicans (AdvanDx). (Esta figura encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 

A HIS tradicional e os metodos de HIS com PAN tambem tem sido usados para a diferenciagao rapida das 
micobacterias. As micobacterias sao alvos excelentes para a diferenciagao por metodos moleculares, porque os 
componentes desse grupo causam doenga grave (7. e., M. tuberculosis), alguns tem crescimento lento e ao menos um 
(M leprae) nao pode ser cultivado em meios artificiais. A HIS tem sido utilizada para diferenciar entre M. 
tuberculosis e outras micobacterias que nao causam tuberculose em culturas positivas, bem como diretamente nos 
esfregagos de cortes histologicos positivos para BAAR. 343,392 A HIS tambem permite a confirmagao de M. leprae 
em cortes histologicos." 1 

A utilidade da HIS no estudo de parasitas e doengas parasitarias e limitada, mas existem algumas aplicagoes 
clinicas descritas. 162 ’ 261 ’ 358,394 Essas tecnicas sao menos utilizadas no laboratorio de parasitologia clinica. A HIS e 
usada para detectar o microsporidio mais comum ( Enterocytozoon bieneusi), que causa gastrenterite nos pacientes 
com AIDS. 368 A FISH com PAN tambem e utilizada para detectar tripanossomos circulantes nos pacientes com a 
doenga do sono africana. 285 

A HIS e um recurso diagnostico molecular, que tem sido incorporado a pratica de muitos laboratories de 
microbiologia clinica. O tempo de deteegao rapido e a possibilidade de escolher seletivamente as sondas que devem 
ser usadas com base nos resultados da coloragao por Gram, ou nas caracteristicas da populagao de pacientes em 
estudo, tomam essa tecnologia atraente como recurso diagnostico. Entretanto, existem tecnologias mais novas (ver 
Analises de microarray), que podem substituir os ensaios de FISH utilizados comumente no laboratorio de 
microbiologia clinica. 

Amplificagao de acidos nucleicos 

Nogoes basicas de PCR 

Descrita primeiramente por Kary Mullis em 1983, a PCR tira proveito da bioquimica basica da replicagao do DNA 
com o objetivo final de amplificar determinada parte do DNA. 241242 Em geral, a parte do DNA que e amplificada 
contem informagoes uteis ao diagnostico ou ao tratamento do paciente. A mistura usada na PCR consiste em um 
DNA que se pretende amplificar e o preparado principal. Por sua vez, esse preparado principal consiste em 
iniciadores de oligonucleotidios do DNA, os quatro trifosfatos de nucleotidios, DNA-polimerase termoestavel, 
cloreto de magnesio e agua ou agentes tamponadores. A PCR tradicional consiste em tres fases, que sao repetitivas e 
constituem a base da chamada “reagao da cadeia”. Essas tres fases sao: (1) desnaturagao do DNA - ou separagao 
das duas fitas; (2) anelamento (hibridizagao) dos iniciadores com as fitas complementares de DNA-alvo; e (3) 
extensao da reagao com os iniciadores - a parte da reagao na qual ocorre sintese de DNA. 

A desnaturagao da molecula do molde de DNA, ou a separagao das duas fitas que compoem a molecula de 
dupla-helice do DNA original, e a primeira etapa da PCR. Isso e conseguido elevando-se a temperatura da mistura 
de reagao ate cerca de 95°C. Com essa temperatura, a dupla-helice do DNA separa-se fisicamente em duas fitas. 
Isso ocorre porque a energia termica elevada rompe as pontes de hidrogenio, que mantem as duas fitas do DNA 
unidas em temperaturas mais baixas. A desnaturagao termica do DNA e preferivel a desnaturagao quimica, porque 
ela e prontamente reverslvel mediante resfriamento. 

A etapa seguinte da PCR, anelamento dos iniciadores, comega quando a mistura da reagao e resfriada e os 
iniciadores de oligonucleotidios - que estao localizados nos flancos da regiao a ser amplificada, hibridizam com as 
fitas separadas da molecula DNA-alvo. Os iniciadores de oligonucleotidios sao fragmentos curtos de DNA, 
geralmente contendo entre 12 e 20 nucleotidios, que sao necessarios para iniciar ou parear a reagao de sintese do 
DNA. Um iniciador que tem o mesmo sentido que a fita superior do DNA e conhecido como iniciador anverso (do 
ingles , forward primer) sentido 5’ S 3’, conforme ilustrado na Figura 4.9; o outro tem o mesmo sentido da fita 
oposta do DNA e e referido como iniciador reverso (do ingles, reverse primer). Os iniciadores formam hibridos com 
o alvo por meio do pareamento de bases tradicional de Watson e Crick; desse modo, a temperatura para a 
recombinagao dos iniciadores deve ser menor ou igual a T M , ou temperatura de dissociagao dos iniciadores 
utilizados. Para simplificar, T M e a temperatura na qual os iniciadores anelam com a fita de DNA. 

Quando se escolhe um conjunto de iniciadores, alguns fatores tecnicos devem ser considerados e, hoje em dia, 
muitos deles estao incluidos nos programas de computador do projeto dos iniciadores. Esses fatores sao analisados 


pelos cientistas industrials, os quais produzem os kits de PCR que compramos no mercado. A descrigao da maioria 
dos detalhes do projeto dos iniciadores estaria alem dos objetivos deste capitulo; contudo, algumas consideragoes 
sao importantes. Se for planejado um unico produto de amplificagao do DNA, tambem conhecido como amplicon, 
os iniciadores devem ser escolhidos de forma que fagam hibridizagao com uma unica regiao da molecula de DNA a 
ser estudada. E importante que os iniciadores nao anelem com outras areas da molecula-alvo do mesmo 
microrganismo, ou com o DNA de uma outra especie que possa estar presente no especime a ser pesquisado. Por 
exemplo, quando o microbiologista molecular busca detectar L. pneumophila nos especimes clinicos, deve escolher 
uma regiao singular a esse microrganismo que nao esteja presente no genoma humano. Isso tern sido realizado com 
sucesso utilizando como alvo o gene potencializador da infectividade de macrofagos ( mip ; do ingles, macrophage 
infectivitv potentiator), que contem regioes suficientemente singulares para diferenciar L. pneumophia das outras 
bacterias e tambem nao faz parte do genoma humano. ’ A reatividade cruzada com o genoma humano poderia, 
na melhor das hipoteses, esgotar inespecificamente os iniciadores e as bases de trifosfato de nucleotidios da mistura 
de reagao e, na pior das hipoteses, poderia resultar em resultados positivos falsos na PCR, dependendo do sistema de 
detecgao utilizado. 
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■ FIGURA 4.9 PCR. A PCR e um ciclo repetitivo de desnaturagao termica, anelamento dos iniciadores e amplificagao da fita 
molde de DNA por agao da DNA-polimerase (nao ilustrada nesta figura). A reagao resulta na produgao exponencial de novas 
moleculas de DNA; o inicio e o fim de cada etapa sao determinados pelas posigoes dos iniciadores anverso e reverso. 























Em geral, a presenga dos produtos de amplificagao da PCR e avaliada primeiramente por uma analise dos 
produtos por eletroforese em gel seguida de coloragao com brometo de etfdio. A presenga de uma unica banda no 
gel constitui evidencia preliminar satisfatoria da especificidade da reagao. A existencia de varias bandas sugere que 
os iniciadores sejam inespeclficos e/ou que as condigoes de estringencia da reagao nao sejam as ideais (Figura 4.10). 
Em alguns casos, a especificidade pode ser aumentada modificando-se as condigoes da reagao, inclusive a 
concentragao de sais ou temperatura de anelamento dos iniciadores. Dessas duas condigoes, a mais facil e alterar a 
temperatura de anelamento. A especificidade da ligagao dos iniciadores a molecula de DNA-alvo aumenta a medida 
que a temperatura de reconstituigao se aproxima da T M dos iniciadores (i. e., uma condigao com maior estringencia). 



■ FIGURA 4.10 Amplificagao inespecifica de acidos nucleicos. A amplificagao inespecifica de acidos nucleicos pode ocorrer 
durante a PCR ou outros ensaios de amplificagao de acido nucleico, quando os iniciadores se anelam com uma outra area ou 
se ligam uns aos outros formando dimeros. A amplificagao inespecifica e os dimeros de iniciadores podem ser reduzidos pelo 
planejamento cuidadoso do ensaio e pela otimizagao das condigoes de reagao. As colunas de 1 a 5 contem bandas de 
amplificagao inespecifica, mas essas sao mais proeminentes na coluna 5 (setas). Em todas as colunas, as bandas mais fortes 
representam a amplificagao desejada. 

A sintese de uma fita nova de DNA complementar a fita original de DNA e iniciada pela DNA-polimerase, 
depois que o anelamento dos iniciadores esteja concluido. A descoberta de uma enzima DNA-polimerase 
termoestavel possibilitou a repetigao dos ciclos dessa reagao em um tubo de ensaio, sem necessidade de acrescentar 
mais enzima depois de cada etapa de desnaturagao termica do acido nucleico. A DNA-polimerase sintetiza a nova 
fita complementar a uma taxa de cerca de 25 pb/s. Isso e importante para determinar qual o tempo da fase de 
extensao da reagao, que esta baseada no comprimento do amplicon. Depois de esperar o tempo necessario para que 
haja ampliagao completa do amplicon, a temperatura da reagao e elevada novamente a 95°C para iniciar outro ciclo 
de PCR. 

Desse modo, a parte procurada de uma molecula de DNA e amplificada exponencialmente ate formar milhoes 
de amplicons. Esse aumento exponencial da regiao-alvo do DNA explica a extrema sensibilidade da PCR e a 
capacidade demonstrada pelos testes diagnosticos que utilizam esses metodos de detectar quantidades muito 
pequenas de patogenos. Essa sensibilidade extra tambem explica o extremo cuidado que se deve tomar quando se 
trabalha com DNA amplificado, porque todas as moleculas amplificadas, se forem liberadas no ambiente, poderiam 


contaminar um especime clinico (i. e., contaminagao do amplicon ) e resultar em uma reagao falso-positiva. Embora 
teoricamente a PCR foi apresentada como capaz de detectar uma unica copia do DNA-alvo, na pratica existem 
diversos inibidores nos especimes clinicos, que limitam a sensibilidade desses ensaios. Ainda que a extragao dos 
acidos nucleicos nao seja descrita detalhadarnente neste livro, a fase de pre-amplificagao do DNA-alvo, 
provavelmente, e tao importante quanto a propria reagao de amplificagao. Tem como objetivo eliminar os inibidores 
e preparar o especime clinico para a amplificagao dos acidos nucleicos. 

Aplicagoes cli'nicas. A introdugao da PCR no laboratorio diagnostico representou um avango significative na 
medicina. Os ensaios baseados na PCR permitiram aos profissionais detectar microrganismos que nao podiam ser 
cultivados, assim como os que eram exigentes e/ou cresciam lentamente. Entretanto, os primeiros metodos usados 
para detectar os produtos da PCR eram trabalhosos e demorados (ver Analise pos-amplificagao). Por isso, os 
primeiros ensaios baseados na tecnologia da PCR limitavam-se apenas aos patogenos mais significativos. O 
desenvolvimento de plataformas automatizadas e semiautomatizadas de PCR e os metodos de deteegao mais rapidos 
e faceis ampliaram o uso dessas tecnologias. Ate hoje esta se aperfeigoando e incluindo uma variedade maior de 
patogenos. Quase todos os microrganismos de interesse clinico tem sido detectados e estudados por PCR. 

Alem da deteegao, a PCR fomeceu ao pesquisador um recurso para avaliar presenga ou ausencia de 
determinados elementos geneticos em algumas populagoes e, quando combinada com o sequenciamento do DNA, 
permite que os pesquisadores examinem a composigao e a variabilidade dos genes estudados. A RT-PCR (ver 
adiante) possibilitou que os pesquisadores detectem virus de RNA e avaliem a reagao genetica (/. e., o mRNA) de 
microrganismos e de celulas eucariotas a uma variedade de estimulos. 

A maioria dos ensaios de PCR requer extragao dos acidos nucleicos antes da amplificagao, embora alguns 
ensaios sejam tao potentes que a reagao de amplificagao pode ser realizada depois de uma unica etapa de 
desnaturagao. Existem muitas opgoes de extragao disponiveis, desde os metodos manuais ate as plataformas 
semiautomatizadas ou totalmente automatizadas. Em vista da possibilidade de ocorrer contaminagao da amostra 
clinica e do amplicon, a mistura principal da PCR e preparada em uma cabine de seguranga biologica (CSB). Hoje 
em dia, existem no mercado varios ensaios aprovados pela FDA (Food and Drug Admnistration) dos EUA. Alguns 
dos primeiros ensaios aprovados tinham como alvo as duas bacterias sexualmente transmissiveis mais comuns, N. 
gonorrhoeae e C. trachomatis. m ’ 200 Embora sejam extremamente uteis, em razao de sua sensibilidade altissima, 
maior que a das culturas, esses ensaios nao sao perfeitos. 135 Ainda que seja extremamente alta, a especificidade 
desses ensaios nao chega a 100%, significando que, em uma populagao com prevalencia baixa, o valor preditivo 
positivo flea aquem do ideal e podem ocorrer resultados falso-positivos, razao pela qual testes confirmatorios sao 
recomendados. 73 ’ 349,363 Alem disso, um dos primeiros ensaios de PCR para N. gonorrhoeae, assim como o primeiro 
ensaio que usou amplificagao por deslocamento da fita (SDA; do ingles, strand displacement amplification), podiam 
ter reatividade cruzada com algumas outras especies de Neisseria, resultando na possibilidade de resultados falso- 
positivos. 4,87,8 ' 1 Isso demonstra que o simples fato de um ensaio ter sido aprovado pela FDA e ser “molecular” nao o 
toma perfeito. O diretor e a equipe do laboratorio ainda precisam validar cuidadosamente esses ensaios e utiliza-los 
da forma mais apropriada possivel em sua populagao de pacientes. 

Os ensaios de PCR aprovados pela FDA estao disponiveis no mercado para a identificagao rapida de M. 
tuberculosis em especimes do trato respiratorio com esfregago positivo para BAAR. ’ Mais recentemente, a 
FDA aprovou o ensaio Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA), que detecta presenga/ausencia de M. 
tuberculosis e, quando presente, confirma os elementos geneticos responsaveis pela resistencia a rifampicina. 38 

Alguns ensaios aprovados pela FDA utilizam PCR de ciclo rapido ou amplificagao mediada por alga (LAMP; do 
ingles, loop-mediated amplification) para deteegao rapida de estreptococos do grupo B. Da mesma maneira, alguns 
ensaios no mercado detectam S. aureus resistentes e/ou sensiveis a meticilina (ver amplificagao do acido nucleico 
em tempo real). 

Tambem existem ensaios aprovados pela FDA que utilizam RT-PCR (ver adiante) para detectar e quantificar 
virus de RNA, inclusive HIV e VHC. Alem disso, a RT-PCR esta disponivel em alguns ensaios oferecidos no 
mercado para detectar virus influenza tipos A e B, virus sincicial respiratorio (VSR) e outros virus respiratorios 
RNA. Tambem ha ensaios aprovados pela FDA para CMV, VHS e outros patogenos importantes. 

Alem dos ensaios aprovados pela FDA, existem no mercado inumeros reagentes para analitos especificos e 
produtos disponiveis apenas para fins de pesquisa com varios patogenos humanos. Esses ensaios podem ser 
realizados com varios equipamentos de PCR de ciclos rapidos. 


Outros metodos de amplificagao do acido nucleico 

Existem varios metodos diferentes de amplificagao do acido nucleico, alguns desenvolvidos originalmente para 
evitar os custos de registro associados aos metodos de PCR. No mercado, existem disponiveis kits diagnosticos que 
utilizam algumas dessas tecnologias para varios patogenos microbianos. Um dos primeiros a ser comercializados, 
ainda que nao esteja mais disponivel, utilizava a RCL. Esse metodo foi o primeiro ensaio de amplificagao do acido 
nucleico disponibilizado no mercado e amplamente utilizado para detectar N. gonorrhoeae e C. trachomatis. Entre 
os metodos que nao utilizam PCR disponiveis no mercado estao os seguintes: amplificagao baseada na sequencia do 
acido nucleico (NASBA; do ingles, nucleic acid sequence-based amplification-, bioMerieux, Durham, NC) e a 
amplificagao mediada por transcrigao (TMA; do ingles, transcription-mediated amplification-, Hologic, San Diego, 
CA), que basicamente sao a mesma tecnologia; alem do SAD (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD). 

Em sua forma mais pura, a RCL na verdade e uma reagao de amplificagao de sinais, que se baseia na ligagao ou 
conexao de duas sondas, que se reconstituem continuamente sobre a fita do DNA de molde. Quando era combinada 
com a extensao limitada por DNA-polimerase, essa tecnologia constituia a base dos produtos da Abbott (os ensaios 
LCx® Neisseria gonhorrhoeae ou LCx® Chlamydia trachomatis, Abbott Park, IL, para detectar N. gonorrhoeae e C. 
trachomatis). O uso do sistema de duas sondas necessarias para a ligase contribuia para sua sensibilidade excelente. 
O inconveniente desse ensaio era a falta de um controle intemo. Considerando que essa tecnologia foi retirada do 
mercado, nao a citaremos mais. 

NASBA e TMA sao exemplos de amplificagao mediada por transcrigao. Esses ensaios isotermicos utilizam 3 
enzimas: RT, RNase H e RNA-polimerase dependente de DNA T7. Em resumo, a enzima RT produz uma copia do 
cDNA da molecula-alvo, que geralmente e um RNA. O iniciador utilizado para produzir a fita de DNA 
complementar a molecula de RNA-alvo contem a sequencia de ligagao da T7 RNA-polimerase na extremidade 5 ’ da 
molecula. Em seguida, a parte de RNA do hibrido de DNA-RNA e hidrolisada pela RNase H. A seguir, o segundo 
iniciador liga-se e produz a fita complementar da molecula de DNA, desse modo completando a molecula de cDNA. 
Essa molecula de cDNA tern a sequencia de ligagao da T7 RNA-polimerase incoiporada e serve como molde para a 
T7 RNA-polimerase, que transcreve numerosas copias de RNA, que entao podem ser detectadas por varios 
metodos. 

A SDA e uma reagao isotermica que depende da capacidade que a DNA-polimerase tern de deslocar uma fita do 
DNA no local de clivagem na fita simples, levando a replicagao do DNA ou a amplificagao do ensaio. Embora seja 
eficiente, essa tecnologia requer condigoes especiais e endonucleases que produzam um local de clivagem apenas 
em uma das fitas da molecula de dupla-helice de DNA, em vez de produzir um corte nas duas fitas do DNA, 
mecanismo de agao da maioria das endonucleases de restrigao. 

A amplificagao em ciclos circulantes (RCA; do ingles, rolling circle amplification) e uma tecnica de 
amplificagao isotermica unidirecional do acido nucleico. Esse metodo tern uma fase linear e uma fase exponencial 
de amplificagao. Existem varias aplicagoes demonstradas ou propostas para a RCA. A amplificagao isotermica 
mediada por alga e outro metodo de amplificagao isotermica. Esse ensaio bioquimico utiliza varios iniciadores e 
uma DNA-polimerase com atividade de deslocamento de fitas. Depois das fases iniciais de amplificagao linear, 
forma-se uma estrutura circular com fita dupla por incorporagao dos iniciadores as sequencias complementares 
especialmente incorporadas. Em seguida, ha amplificagao exponencial complexa por meio de varias estruturas 
intermediarias. Um subproduto da amplificagao (pirofosfato) liga-se aos ions magnesio na mistura de reagao, que 
precipita e possibilita a detecgao. Essa tecnologia descrita e comercializada em um formato facil de usar e com 
relagao custo-eficacia favoravel, que sera discutido posteriormente. 

Aplicagoes clinicas. Existem no comercio ensaios aprovados pela FDA para detectar N. gonorrhoeae e C. 
trachomatis, que utilizam os metodos de TMA e SDA. 4 Akduman el al. estudaram 3.500 amostras de urina 
utilizando o ensaio BDProbeTec-DAS® (BD Bioscience) e relataram sensibilidade de 99,2% e especificidade de 
99,3%, valor preditivo positivo de 84,9% e valor preditivo negativo de 99,9%. Com relagao aos diferentes ensaios 
de amplificagao, esses e outros autores recomendam a confirmagao dos resultados positivos, considerando seu valor 
preditivo positivo. O ensaio BDProbeTec-DAS® tern um controle de amplificagao intemo, que e util para identificar 
reagoes falso-negativas potencialmente secundarias a inibigao da amplificagao. 

A linha de produtos APTIMA® (Hologic) foi aprovada pela FDA e esta disponivel no mercado na forma de 
ensaios de TMA para detectar N. gonorrhoeae e/ou C. trachomatis. Hoje em dia, esses produtos estao disponiveis 


para ser utilizados nos equipamentos Panther® menores, mais modernos e de acesso randdmico, assim como no 
equipamento Tigris” tradicional. Gaydos et al. estudaram o APTIMA® II combo (GenProbe) e compararam a 
sensibilidade e a especificidade desse ensaio com swabs endocervicais versus amostras de urina. 1 " Para C. 
trachomatis, os autores detectaram sensibilidade e especificidade com swabs cervicais de 94,2% e 97,6%, 
respectivamente, em comparagao com a sensibilidade e a especificidade com a urina do inicio do jato de 94,7% e 
98,9%, respectivamente. Para N. gonorrhoeae, os autores encontraram sensibilidade e especificidade com swabs 
endocervicais de 99,2% e 98,7%, respectivamente, em comparagao com a sensibilidade e especificidade das 
amostras de urina do inicio do jato de 91,3% e 99,3%, respectivamente. Os ensaios da linha APTIMA® nao tem 
controle interno da amplificagao, mas em seu lugar utilizam um sistema de captura de alvo que, segundo o 
protocolo, praticamente elimina a inibigao e evita a necessidade de usar um controle interno. Em resumo, esses 
ensaios sao significativamente mais sensiveis que os metodos baseados em cultura para detectar esses patogenos 
exigentes. 

O ensaio Nuclisens® HIV-1 QT era um metodo aprovado pela FDA que utilizava a tecnologia de NASBA para 
calcular as cargas virais do HIV-1. Do mesmo modo, o Nuclisens® CMV pp67 foi comparado com a antigenemia do 
CMV em um estudo com receptores de transplantes de medula ossea; os autores concluiram que esse ensaio era um 
substituto adequado aos ensaios mais trabalhosos de antigenemia. 111 Essa tecnologia era especialmente util para 
detectar virus de RNA, inclusive enterovirus e virus do oeste do Nilo, mas, assim como a TMA, a tecnica de 
NASBA tambem tem sido usada para detectar bacterias utilizando como alvos diretos o rRNA ou outros mRNA 
especificos. 13,78,193,206 Em um estudo comparative com RT-PCR para detectar enterovirus em amostras clinicas, 
Landry et al. concluiram que o ensaio de NASBA era ligeiramente mais sensivel e o tempo de conclusao, mais 
curto. 194 

Essa tecnologia esta descrita aqui basicamente como curiosidade historica, de modo a assegurar um texto 
completo, mas a NASBA nao e mais comumente utilizada. 

A tecnica LAMP foi comercializada pela Meridian Bioscience, Inc., na forma de Illumigene®. Esses ensaios sao 
faceis de usar e requerem apenas um instrumento simples de baixo custo. Eles constituem uma opgao custo-eficaz 
para os laboratories de hospitais comunitarios com pouca experiencia em diagnostico molecular. Essa empresa 
disponibiliza ensaios para Clostridium difficile e para estreptococos dos grupos A e B. 

Modificagoes da PCR 

Algumas modificagoes, que foram introduzidas na reagao de PCR tradicional, ampliaram o espectro de 
microrganismos que podem ser detectados por meio dessas tecnicas moleculares. 85,264,373 Varias dessas modificagoes 
estao bem-padronizadas e foram introduzidas como tecnicas utilizadas rotineiramente no laboratorio clinico. Dentre 
elas, RT-PCR, PCR estendida, PCR multiplex e nested PCR. Algumas dessas modificagoes sao realizadas em 
formato de PCR em tempo real e estao descritas em subsegoes separadas. 

PCR de transcrigao reversa (RT-PCR). Os retrovirus sao virus de RNA que, como parte do seu ciclo de vida, 
produzem uma copia de DNA do seu genoma de RNA. Essa proeza e realizada pela enzima transcriptase reversa 
(RT; do ingles, reverse transcriptase). O acrescimo de uma etapa de RT antes da PCR toma possivel amplificar e 
detectar alvos de RNA. Isso pode ser realizado por uma reagao com uma ou duas etapas. Uma enzima RT diferente 
era usada antes do acrescimo da DNA-polimerase a reagao de RT-PCR em duas etapas, enquanto hoje e muito mais 
comum usar uma unica DNA-polimerase termoestavel, que tambem tem atividade significativa de RT e e usada na 
reagao com uma unica etapa. 334 Na maioria dos casos, o cDNA produzido pela RT e produzido utilizando 
iniciadores de oligonucleotidios especificos, mas hexameros de oligonucleotidios aleatorios tambem sao utilizados. 
Em seguida, a PCR e processada conforme descrito anteriormente. 

A RT-PCR e especialmente util para detectar virus de RNA, mas tambem pode ser usada para diagnosticar 
outros microrganismos quando se utiliza rRNA como alvo. 26 ' 173,388 A deteegao do mRNA e util para estudar a 
expressao genica de microrganismos e de celulas do hospedeiro. Assim como a PCR, a RT-PCR pode fomecer 
resultados quantitativos, que constituem a base dos testes para determinagao das cargas virais do HIV e do VHC 
com essa metodologia.Outras tecnologias de amplificagao do acido nucleico, que amplificam preferencialmente 
RNA (como a NASBA e a TMA), competem com a RT-PCR. 

Aplicagdes clinicas. Ate hoje, a deteegao dos virus de RNA provavelmente e a aplicagao clinica mais importante 
da RT-PCR. Os ensaios de RT-PCR quantitativos tomaram-se comuns para detectar VHC e HIV, e existem varios 


ensaios aprovados pela FDA. 110,265 A natureza quantitativa da amplificagao dos acidos nucleicos, quando e 
combinada com padroes quantitativos extemos, e usada comumente para determinar as quantidades desses virus 
presentes no sangue de um paciente - um teste conhecido comumente como “carga viral”. Os resultados da carga 
viral sao importantes para o monitoramento da resposta individual do paciente ao tratamento. Por exemplo, um 
paciente infectado pelo HIV deve aumentar a contagem de linfocitos T CD4 e diminuir a carga viral do HIV quando 
e tratado com agentes antirretrovirais adequados. 

A RT-PCR tambem tern sido usada para detectar os agentes etiologicos virais de meningite e meningoencefalite, 
inclusive enterovirus e virus do oeste do Nilo. 130,149,155,161,176,370 Varios estudos demonstraram as vantagens da 
detecgao rapida dos enterovirus no liquido cefalorraquidiano (LCR) dos pacientes com meningite. 286,340 Esses 
estudos avaliaram as vantagens de realizar rapidamente esses ensaios de modo a evitar internagoes hospitalares 
desnecessarias, tratamento com antibiotico indevido e procedimentos complementares inuteis - melhorando assim 
os cuidados prestados aos pacientes, bem como reduzindo seus gastos. 

Os virus da dengue, os hantavirus, o metapneumovirus humano e os coronavirus causadores da sindrome 
respiratoria aguda grave (SRAG) tambem sao microrganismos detectaveis pelo metodo da RT-PCR. 80,175 ’ 270 ’ 313 O uso 
das tecnicas de amplificagao do RNA para detectar o rRNA de bacterias, parasitas e fungos pode ser vantajoso 
quando comparado com a detecgao do gene do rDNA por PCR convencional, porque a presenga do RNA esta 
associada mais provavelmente a existencia de microrganismos viaveis. 

PCR de faixa estendida. A especificidade de um conjunto de iniciadores e determinada por varios fatores. 
Alguns desses fatores sao tecnicos, inclusive o grau com que os iniciadores hibridizam com seus alvos (/. e., 
avidez), determinado pela composigao da mistura de reagao (/. e., concentragao de sais) e pela complementariedade 
dos iniciadores no que se refere a suas sequencias-alvo (/. e., complementariedade de 100% = uma correspondencia 
perfeita). A especificidade de uma PCR tambem pode refletir a singularidade da sequencia complementar, com a 
qual os iniciadores anelam. Em alguns casos, e desejavel escolher uma sequencia altamente estringente (uma 
assinatura) quando se pretende detectar um unico microrganismo. Por exemplo, estudos demonstraram que o gene 
que codifica o antigeno especifico de Coccidioides e um alvo util para a detecgao desses microrganismos e sua 
diferenciagao de outros fungos. 256 A impossibilidade de produzir um ensaio especifico para cada especie pode 
resultar em reatividade cruzada indesejavel com outras especies muito semelhantes. Esse e o caso de dois ensaios de 
amplificagao de acidos nucleicos aprovados pela FDA e disponiveis no mercado, que se destinam a detectar N. 
gonorrhoeae e sao conhecidos por produzir reagoes cruzadas com algumas especies comensais de Neisseria . 87,89 

Por outro lado, pode haver interesse de detectar a presenga de um grupo mais amplo de microrganismos, em vez 
de uma unica especie. Os iniciadores desses ensaios sao projetados para detectar todos os microrganismos do grupo 
pesquisado, ao mesmo tempo que tentam excluir, tanto quanto possivel, os microrganismos que nao fazem parte 
desse grupo. Isso e o que se poderia chamar de ensaio de PCR de faixa estendida. Por exemplo, um conjunto de 
iniciadores que detectassem apenas um dos diversos enterovirus capazes de causar meningite poderia ter pouca 
utilidade para diagnosticar ou excluir meningites causadas por esses virus. Nesse caso, as regioes que sao 
conservadas por todos os enterovirus clinicamente significativos seriam as regioes potenciais do iniciador e da 
reconstituigao dos iniciadores. Os iniciadores especificos e os iniciadores de faixa estendida sao uteis e sua utilidade 
depende da condigao clinica especifica, que o ensaio pretende desvendar. Existem algumas vantagens em utilizar 
iniciadores de faixa ampla, mas tambem ha desvantagens. 

A razao principal, vantagem mais importante de utilizar um conjunto de iniciadores de PCR de faixa ampla, e 
que todos os membros de um grupo numeroso podem ser detectados em uma unica reagao. Quando o resultado e 
positivo, o amplicon pode ser avaliado por varios metodos para determinar qual membro do grupo esta presente. 
Isso pode ser realizado utilizando varias sondas em um imunoensaio de Southern blot ou um imunoensaio 
enzimatico (IEE), por sequenciamento do amplicon, ou por analise de microarray . 1 ° 0,134,221 

A analise da curva de dissociagao pos-amplificagao e uma forma de alcangar diferenciagao limitada depois de 
uma PCR de faixa ampla em tempo real (ver Amplificagao do acido nucleico em tempo real).' - A desvantagem 
dessa tecnologia e que, quanto maior e o grupo que o ensaio pretende detectar, maiores sao as chances de a reagao 
tambem detectar microrganismos filogeneticamente relacionados, mas que nao fazem parte necessariamente do 
grupo a ser estudado. Por exemplo, temos utilizado uma PCR de faixa ampla para detectar todas as micobacterias 
clinicamente relevantes, mas o ensaio tambem amplifica o mesmo segmento do DNA de algumas outras bacterias 
ricas em G-C (guanina-citosina), que estao estreitamente relacionadas com este grupo (p. ex., Corynebacterium 


spp.). Essas limitagoes podem ser contornadas com exito utilizando-se sondas altamente especificas, mas algumas 
limitagoes desse tipo de aplicagao persistem. Quando varios microrganismos tern seu RNA amplificado (/. e., alvos 
desejados e indesejaveis), ha exaustao precoce dos iniciadores da PCR. Alem disso, geralmente e dificil obter 
informagoes uteis a partir do sequenciamento do DNA, porque ha formagao de uma mescla de sequencia sem 
significado, a menos que se consiga identificar uma sequencia que seja conservada no grupo de microrganismos- 
alvo, mas nao esteja presente nos contaminantes. 

Aplicagoes clinicas. Qualquer grupo de microrganismos relacionados, cujos membros sejam de interesse clinico, 
e candidato a PCR de faixa ampla. Conforme dissemos antes, os iniciadores de faixa ampla tem sido uteis para 
detectar enterovirus que causam meningite asseptica. 282,286,340 Uma limitagao de alguns ensaios de faixa ampla para 
detectar enterovirus e a reatividade cruzada com os rinovirus. 194 Isso nao seria um problema significativo, caso fosse 
examinado apenas LCR, mas pode resultar em reagoes falso-positivas quando sao examinadas amostras 
respiratorias. Na verdade, esse foi um dos problemas encontrados durante o surto recente de enterovirus D68 nos 
EUA; um ensaio disponivel no mercado, supostamente sem reatividade cruzada entre os enterovirus, mostrou na 
pratica produzir reagoes cruzadas. 223 

Provavelmente, os alvos mais comumente utilizados nas PCR de faixa ampla sao genes que codificam 
subunidades ribossdmicas (rDNA) de bacterias, micobacterias, fungos e parasitas. 131,141,320 Esses genes sao 
especialmente uteis para PCR de faixa estendida e classificagao taxonomica dos microrganismos, porque contem 
regioes altamente conservadas e outras variaveis. As regioes altamente conservadas sao excelentes para iniciadores 
de faixa ampla, enquanto as regioes variaveis situadas entre as regioes dos iniciadores podem ser usadas como alvos 
para sondas especificas para cada especie, ou podem ser avaliadas pelo sequenciamento do DNA. Essas aplicagoes 
tem sido usadas para ajudar a determinar as causas de meningites bacterianas, endocardite infecciosa, bacteriemia 
dos pacientes com endocardite infecciosa e outras infecgoes bacterianas. 106 ’ 278 ’ 290 ’ 306 ’ 320 Assim como as culturas, a 
presenga de bacterias contaminantes e um problema na interpretagao dos resultados de uma PCR de faixa 
estendida. 19,118 

Como seria esperado, esse tipo de abordagem tem sido utilizado por muitos grupos diversificados para 
identificar micobacterias. 52,132,137 O tipo mais comum de analise pos-amplificagao tem sido o sequenciamento do 
DNA, mas muitas sondas e analises de microarrav do DNA tambem sao usadas com sucesso nessa identificagao. 

Os segmentos-alvo do rDNA formam a base de alguns sistemas de identificagao baseados em sequencias, que 
sao utilizados hoje em dia. O MicroSeq Microbial Identification System 81 e um ensaio de identificagao 
microbiologica disponivel no mercado que utiliza iniciadores de faixa ampla para buscar o rDNA 16S de bacterias e 
a regiao D2 do rDNA dos fungos (Thermo Fisher, Scientific, Inc., Foster City, CA). Depois da amplificagao por 
PCR da bacteria ou do fungo desconhecido, a sequencia e obtida, submetida e comparada com um banco de dados, 
que e mantido e atualizado pelo provedor. Esse banco de dados foi avaliado por alguns grupos quanto a sua utilidade 
na identificagao molecular de varios patogenos, desde bacterias ate dermatofitos. 52,132,134,228,246,278,384 

Assim como o gene rDNA 16S, alguns outros alvos geneticos, que contem regioes altamente conservadas e 
outras variaveis, tem sido utilizados para identificar microrganismos. Esses alvos altemativos para a identificagao 
por meio da PCR de faixa ampla incluem os genes da RNA-polimerase ( rpoB ), da proteina do choque termico (hsp), 
do fator de alongamento Tu (tuf) e de uma ATPase de translocagao (secA ). 76,180,221,391 A caracterizagao dos 
microrganismos, especialmente micobacterias, com base no gene rpoB e particularmente interessante, porque a 
analise desse gene tambem fomece informagoes quanto a resistencia das micobacterias a rifampicina. 12,69,237,324 

PCR multiplex. A PCR multiplex e um metodo altemativo a PCR de faixa ampla para detectar varios 
patogenos. 21,108,299 Com os ensaios de PCR multiplex mais simples, existem varios conjuntos de iniciadores 
utilizados em uma reagao de PCR multiplex e, em geral, cada um tem como alvo determinado patogeno. Por 
exemplo, os ensaios de PCR multiplex mais complexos poderiam usar combinagoes de iniciadores de faixa ampla e 
especificos para cada especie. A vantagem das reagoes multiplex e que muitos patogenos podem ser detectados em 
uma unica reagao, mesmo que esses patogenos fagam parte de grupos taxonomicamente diferentes. Como controles 
intemos da reagao de amplificagao, em alguns casos, pode-se usar um conjunto de iniciadores incluidos nas reagoes 
de amplificagao, dirigidos contra um gene humano (p. ex., gene da (j-globina) ou um acido nucleico construido que 
foi acrescentado ao especime. 238 A amplificagao de um controle intemo e importante para assegurar que a reagao de 
amplificagao nao foi inibida e, desse modo, garantir a exatidao dos resultados negativos. O ensaio de PCR 
competitiva quantitativa e um dos metodos usados para obter resultados quantitativos e e um tipo de reagao 


multiplex . 268 386 As limitagoes das reagoes de PCR multiplex sao basicamente dependentes das interagoes dos 
diferentes oligonucleotidios, que comprometem a sensibilidade da reagao, principalmente quando ela e comparada 
com as reagoes de amplificagao unicas. A programagao de ensaios multiplex altamente eficientes, que apresentem 
interagoes mlnimas entre os oligonucleotidios, e uma tarefa dificil. 

Aplicagdes clinicas. Em geral, os diversos ensaios multiplex sao planejados para detectar diferentes 
microrganismos, que causam os mesmos tipos de doenga (/'. e., uma abordagem diagnostica sindromica). Por 
exemplo, os ensaios multiplex foram desenvolvidos para detectar S. pneumoniae, H. influenzae e N. meningitidis, os 
agentes etiologicos mais comuns da meningite bacteriana . 15,331 Alguns ensaios multiplex foram descritos para 
detectar virus associados a meningite e a meningocencefalite . 217,280,292 As reagoes de PCR multiplex sao 
especialmente uteis quando o numero de patogenos possiveis e pequeno. Esses ensaios tambem tern sido usados 
para detectar e diferenciar poliomavirus que infectam seres humanos, bacterias que causam otite media, patogenos 
que causam pneumonias bacterianas tipicas e atipicas e agentes etiologicos das infecgoes respiratorias 

virais 56 > 91 ,124,147,271,353 

Existem no mercado alguns ensaios de PCR multiplex. O primeiro deles foi disponibilizado pela Prodesse 
(Waukesha, WI), hoje de propriedade da Hologic (Bedford, MA). Os produtos dessa empresa incluem o ProFlu+® 
para virus influenza A e B e VSR; um ensaio para determinar algumas cepas do virus influenza tipo A (ProFast+®); 
e um ensaio para detectar numerosos adenovirus clinicamente importantes (ProAdeno +®). 328 

Dois dos produtos mais modemos e inovadores disponiveis utilizam uma combinagao de PCR multiplex/RT- 
PCR com outros metodos. O BioFire FilmArray® (bioMerieux, Durham, NC) usa uma combinagao de reagoes de 
PCR separadas, multiplex e combinadas para detectar varios patogenos (ver Nested PCR). A tecnologia eSensor® da 
GenMark Dx utiliza PCR multiplex e/ou RT-PCR para amplificar varios alvos de acido nucleico. Em seguida, eles 
sao acrescentados a um sistema de microarray bioeletrico, que e usado para a detecgao (ver Analises de 
microarray). 

Nested PCR | PCR com iniciadores internos. A nested PCR e uma modificagao da PCR com objetivo de 
aumentar a sensibilidade do ensaio. Essa modificagao consiste em dois conjuntos de iniciadores dirigidos para o 
mesmo alvo . 85,139 O primeiro conjunto de iniciadores foi desenvolvido da forma usual, ou seja, contra a molecula- 
alvo. O segundo conjunto e desenhado de modo a anelar mais intemamente ao fragmento gerado pela primeira 
reagao. A abordagem tradicional a nested PCR era de realizar alguns ciclos de PCR (em geral, menos que o ensaio 
complete de PCR) e, em seguida, abrir a camara de reagao e acrescentar o segundo conjunto de iniciadores 
alojados . 93,139,299 Como poderiamos imaginar, o problema principal dessa abordagem e a contaminagao do amplicon 
no laboratorio e a perda subsequente de especificidade do ensaio como teste clinico. Mais recentemente, 
pesquisadores descreveram reagoes de nested PCR com uma unica etapa, nas quais os dois conjuntos de iniciadores 
sao acrescentados a camara de reagao inicial e, em seguida, realiza-se uma PCR com tempo de reagao prolongado. 
Esses metodos tern sido realizados no formato homogeneo ou em tempo real (ver adiante) e estudos demonstraram 
aumento da sensibilidade, sem contaminagao do amplicon. As vantagens desses tipos de aplicagao estao em fase 
de avaliagao desde que foram introduzidos no mercado como ensaios aprovados pela FDA. Esses ensaios sao 
acondicionados em um sistema fechado que praticamente impede o problema da contaminagao do amplicon. 

Aplicaqoes clinicas. Nested PCR tern sido utilizada em muitos ensaios na tentativa de aumentar a sensibilidade 
do ensaio. Esse tipo de PCR mostrou-se muito util na detecgao de microrganismos presentes em pequena quantidade 
no sangue e nos tecidos, como Rickettsia, Bartonella e patogenos semelhantes . 222,389 Como previsto, ensaios 
tambem foram desenvolvidos para detectar herpes-virus e enterovirus no LCR e tern sido indicados para a pesquisa 
de patogenos diretamente no sangue como maneira de descobrir a causa da bacteriemia . 72,99,128,181,333 Os iniciadores 
da nested PCR tambem podem ser usados em uma reagao multiplex e tern sido utilizados dessa maneira para 
detectar diversos herpes-virus, inclusive VHS e CMV . 2 "' 2 Essa abordagem tambem tern sido utilizada para detectar 
M. tuberculosis e pode ser vantajosa quando os bacilos estao presentes em contagens muito pequenas . 253 

O BioFire FilmArray 8 ’ (bioMerieux) e um sistema disponivel no mercado que utiliza reagoes de PCR 
tradicional, nested e multiplex para detectar varios patogenos. O pacote do FilmArray®, no qual ocorrem 
amplificagao e detecgao, inclui todos os reagentes e materiais de forma liofilizada necessarios em uma bolsa 
propria. A unica coisa que se precisa acrescentar e uma solugao de hidratagao para reconstituir os reagentes e o 
especime. A solugao circula pela bolsa uma vez e e colocada dentro do aparelho. As diversas areas da bolsa sao 
ativadas e os liquidos sao mobilizados a intervalos predeterminados, movendo-os por todo o sistema. 


Depois de acrescentar o especime, a primeira etapa desse sistema e a purificagao dos acidos nucleicos. Essa 
etapa e seguida da realizagao de uma nested PCR multiplex para os alvos microbiologicos de cada ensaio especlfico. 
E importante salientar que a reagao e realizada em um sistema fechado, o que reduz o risco de contaminagao do 
amplicon em consequencia da nested PCR. Em seguida, os produtos originados dessa primeira reagao sao 
transferidos para dentro de camaras secundarias, onde ocorrem algumas reagoes individuais destinadas a detectar 
determinados agentes patogenicos utilizando como parametro uma analise da curva de dissociagao (ver PCR em 
tempo real). 

Existem no comercio alguns paineis disponiveis para esse sistema facil de usar, que oferecem os recursos do 
diagnostico molecular a laboratories de todos os portes. O painel gastrintestinal detecta todas as bacterias mais 
comuns e varios patogenos bacterianos menos comuns que causam gastrenterite, assim como quatro parasitas e 
cinco tipos de virus. Do mesmo modo, o painel respiratorio inclui nao apenas patogenos respiratorios virais, como 
tambem Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae. O painel de identificagao de 
hemoculturas detecta as causas mais comuns e clinicamente importantes de infeegoes hematogenicas, assim como 
de alguns marcadores geneticos de resistencia. Todos esses tres produtos foram aprovados pela FDA. Tambem ha 
em processo de desenvolvimento um painel para meningite, que detecta as causas mais importantes de 
meningite/meningoencefalite bacteriana, viral e fungica. 

O ensaio FilmArray® e um avango inequivoco na abordagem sindromica ao diagnostico molecular das doengas 
infecciosas. Esse ensaio mostrou-se confiavel em alguns estudos clinicos. ’ A limitagao dessa abordagem e o 
custo mais elevado de cada ensaio. Entretanto, quando comparado com o custo individual de cada teste contido 
dentro desse ensaio, o custo final e muito razoavel e possivelmente menor que os custos tradicionais. A limitagao 
mais importante e o rendimento, porque cada equipamento e capaz de processar apenas uma bolsa de cada vez. Isso 
pode ser ideal para os laboratories menores, mas representa um problema para laboratories de grande porte, que 
podem necessitar de varios equipamentos. 

Analise pos-amplificagao 

Depois de concluir a reagao convencional de amplificagao do acido nucleico, o produto amplificado precisa ser 
analisado. Os metodos de analise do produto amplificado variam, desde simplesmente determinar o tamanho do 
amplicon e a existencia de quaisquer outros produtos da amplificagao por meio da eletroforese em gel ate definir 
cada nucleotidio que compoe o amplicon atraves do sequenciamento do DNA. Alguns metodos de analise pos- 
amplificagao, como os ensaios de protegao da hibridizagao e os polimorfismos conformacionais de fita simples, nao 
sao analisados aqui, enquanto outros como a analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigao 
(RFLP; do ingles, restriction fragmente length polymorphism) estao descritos adiante na segao sobre tipificagao 
microbiana. 

Metodos de deteegao tradicionais 

Eletroforese em gel/analise de Southern blot. Eletroforese em gel e um dos metodos mais simples para 
obter informagoes acerca do amplicon. Diversos tipos de gel podem ser utilizados nesse tipo de eletroforese, mas 
comumente se utiliza um gel simples de agarose. O gel de agarose e retangular e tern cavidades proximas de uma 
extremidade. O gel e colocado dentro de uma cuba de eletroforese e coberto com uma solugao-tampao; existem 
sistemas mais modemos de eletroforese em gel para uso unico, que nao requerem o acrescimo de um tampao. Para 
realizar a eletroforese em gel, os produtos da amplificagao sao misturados com um corante de impregnagao, um 
liquido denso, viscoso e colorido. Isso ajuda o usuario e visualizar a posigao da mistura dentro das cavidades 
durante a pipetagem. Depois da impregnagao, uma corrente eletrica e passada atraves do gel contido na cuba e o 
DNA com cargas negativas migra na diregao do anodio. Os fragmentos maiores de DNA migram mais lentamente 
na matriz de gel em comparagao com os fragmentos menores. Por isso, a separagao do DNA por eletroforese em gel 
e atribuida em grande parte pelo tamanho desses fragmentos. Um conjunto de moleculas de DNA com tamanhos 
diferentes conhecidos, chamado comumente de padrao em escada, geralmente e colocado na primeira coluna e 
processado junto com as amostras. Por comparagao visual da migragao do(s) amplicon( s) nas colunas que contem os 
fragmentos da amostra (a area sob a cavidade) e da migragao das moleculas de DNA-padrao com tamanhos 
variados, o usuario pode estimar as dimensoes da(s) molecula(s) de DNA amplificada(s). 


A formagao de uma unica banda de tamanho esperado e uma boa evidencia preliminar quanto a especificidade 
da reagao de amplificagao, mas ainda resta uma questao: como ter certeza de que o produto amplificado e o 
desejado, nao o produto da amplificagao inespeclfica, coincidentemente com a mesma dimensao ou tamanho 
semelhante? A resposta a essa pergunta, utilizando os metodos tradicionais, e fomecida com a utilizagao de sondas 
de oligonucleotldios especlficas e a realizagao de uma analise de Southern blot. 

Em resumo, depois da eletroforese em gel, o produto amplificado e transferido para o papel de nitrocelulose e 
acrescenta-se uma sonda de oligonucleotldios marcados radioativamente. Depois de intervalo de tempo suficiente 
para a hibridizagao e das etapas de lavagem subsequentes para remover as ondas que nao se ligam, o papel de 
nitrocelulose era exposto a um filme de raios X. Se o amplicon esperado estivesse presente, a sonda marcada 
radioativamente hibridizaria com sua sequencia complementar do amplicon, formando uma area de exposigao no 
filme de raios X. Se o amplicon fosse resultado da amplificagao inespeclfica, a sonda nao hibridizaria e seria lavada 
e descartada. Assim, o filme de raios X nao apresentaria uma area de exposigao em desenvolvimento. Em geral, esse 
procedimento demora 2 a 3 dias para ser concluido, e tecnicamente complicado e nao muito apropriado ao 
laboratorio clinico. 

Detecgao enzimatica dos produtos amplificados. O uso da tecnologia de IEE como metodo para detectar os 
produtos da amplificagao representou um avango expressivo na determinagao rapida dos produtos amplificados 
especificos.' 11 A reagao enzimatica para detectar produtos amplificados era realizada comumente em uma placa com 
96 camaras. Diversos metodos de rotulagao e detecgao da sonda de oligonucleotldios hibridizados podem ser 
utilizados. Entretanto, o resultado final e que a sonda hibridizada nao removida por lavagem emite um sinal de luz 
ou, mais comumente, de cor 214 (Figura 4.11). O uso de uma sonda de oligonucleotldios aumenta a especificidade da 
reagao, enquanto a combinagao com uma reagao enzimatica aumenta sua sensibilidade. ’ " A intensidade do sinal 
gerado e proporcional a quantidade do amplicon presente. O sistema pode fomecer informagoes quantitativas 
quando utilizado com padroes calibrados. Essa metodologia foi utilizada por muito tempo, ate a introdugao da PCR 
em tempo real. Hoje, ela nao e tao amplamente utilizada nos laboratories clinicos. 

Hibridizagao reversa 

Embora seja eficaz, a tecnica de Southern blot e demorada e muito trabalhosa. Alem disso, poderiam ser necessarias 
varias sondas ou sequenciamento do amplicon se o produto da amplificagao fosse produzido por uma PCR de faixa 
estendida. Como alternativa, uma abordagem altamente eficaz e imobilizar todas as sondas interessantes em uma 
tira de nitrocelulose e, em seguida, aplicar o amplicon na fita e determinar qual sonda hibridizou com o amplicon. 
Isso e conhecido como hibridizagao reversa, porque o amplicon e aplicado na sonda imobilizada na tira de 
nitrocelulose, representando o oposto da tecnica de Southern blot. Esse ensaio tambem tern a vantagem de usar uma 
reagao cromogenica em vez de radioatividade para detectar hibridizagao (Figura 4.12). 
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■ FIGURA 4.11 Existem muitos metodos para detectar um amplicon usando enzimas, embora essa abordagem raramente 
seja utilizada atualmente, quando se dispoe da PCR em tempo real. A. Aqui, uma sonda de captura e utilizada para reter o 
amplicon especifico, de modo que materials amplificados inespecificos e restos celulares possam ser removidos por lavagem. 
B. Em seguida, o amplicon retido e detectado por outro oligonucleotidio e um sinal e gerado utilizando um dos muitos 
sistemas de amplificagao de sinais disponiveis. 

Aplicagoes cli'nicas. A tecnologia de hibridizagao reversa esta disponivel no mercado na forma de ensaios por 
sonda em linha (LiPA; do ingles, line probe assay ) (Fujirebio [antes Innogenetics], Gent, Belgica). Esse tipo de 
tecnologia tern sido utilizado para diferenciar os varios subtipos geneticos do VHC (/. e., genotipagem do VHC), um 
teste capaz de fomecer informagoes prognosticas e terapeuticas importantes. 54,66,262,277 Em uma comparagao direta, 
os autores demonstraram que o INNO-LiPA® HCV II foi comparavel ao sequenciamento do DNA. 247 A hibridizagao 
reversa tambem se mostrou util a triagem das mutagoes mais comuns presentes no genoma do HIV, que conferem 
resistencia aos agentes antivirais. 32,70,317,346 O LiPA e tecnicamente muito mais facil de realizar que o 
sequenciamento do DNA, e a analise pos-teste e mais simples. Contudo, ao contrario do sequenciamento, o uso da 
hibridizagao reversa permite avaliar apenas as sequencias para as quais existem sondas e nao oferece a oportunidade 
de avaliar mutagoes novas, que podem ser assintomaticas ou clinicamente relevantes. 2 ' A hibridizagao reversa 
tambem tern sido usada para detectar HPV e identificar os subtipos associados a um risco alto de displasia e 
carcinoma subsequente. 182,201 ’ 225,263,281,365 Alem das aplicagoes em virologia, a tecnologia de hibridizagao reversa tern 
sido usada para identificar micobacterias, fungos clinicamente importantes e mutagoes associadas a resistencia das 
micobacterias a rifampicina. 1 ’ 17 ’ 37 ’ 69,151,220 ’ 226 ’ 230 ’ 233 ’ 305 ’ 315 ’ 347 ’ 354 Embora sejam extremamente precisos, os LiPA para 
micobacterias, fungos e resistencia a rifampicina sao dispendiosos e nao estao disponiveis nos EUA. 
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m FIGURA 4.12 A tira de hibridizagao reversa demonstra as micobacterias clinicamente mais importantes, que poderiam ser 
identificadas utilizando PCR seguida de hibridizagao reversa do amplicon. Ensaios semelhantes sao uteis para determinar os 
genotipos encontrados mais comumente do HIV e do VHC. (Fotografia da bula do ensaio INNO-LiPA® Mycobacteria V2 
reverse-hibridization, Innogenetics, Ghent, Belgica.) 


Sequenciamento do DNA 

Hoje em dia, o sequenciamento do DNA para analisar um produto amplificado e um metodo comum de analise pos- 
amplificagao. Embora seja util, essa tecnologia e mais complicada que a hibridizagao de sondas simples e 
frequentemente exige que o usuario tenha experiencia com programas de computador para alinhamento e edigao de 
sequencias e bancos de dados geneticos. O sequenciamento do DNA e especialmente util quando se analisa um 
grupo de microrganismos para determinar as areas conservadas e variaveis dentro do amplicon obtido por PCR de 
faixa ampla. Em seguida, a analise dessas regioes variaveis toma-se um recurso poderoso para identificar esses 
microrganismos. 29 ’ 106,114 ’ 122,195 ’ 205 ’ 289 ’ 320 ’ 371 ' 380 ’ 385 O sequenciamento tambem se mostrou util a analise das mutagoes 
geneticas dos genomas virais, que comumente podem ser SNP e conferir resistencia aos farmacos 
antivirais. 53,136 ’ 186 ’ 209 Por fim, essa tecnica pode ser usada para tipificar cepas e comparar as sequencias dos generos 
que contem variagoes no nivel das cepas (p. ex., tipagem do gene Spa). 


Sequenciamento tradicional do DNA. O sequenciamento tradicional do DNA, um recurso antes utilizado 
unicamente nos laboratories de pesquisa, tambem se tomou comum em muitos laboratories de patologia e 


microbiologia moleculares. Essa tecnologia, que utiliza o sequenciamento tradicional de Sanger (ou sequenciamento 
por terminagao), fiinciona incorporando didesoxinucleotidios a uma fita crescente de DNA. Quando um 
didesoxinucleotidio e incorporado a fita de DNA, ela nao pode ser mais amplificada. A analise dos fragmentos de 
DNA resultantes, tao numerosos quanto os nucleotidios que compoem a fita, fornece informagoes quanto a 
sequencia. No passado, esse metodo era realizado com geis grandes colocados entre duas placas de vidro e usavam 
moleculas radioativas para a revelagao. Hoje em dia, esse metodo foi modificado e usa moleculas marcadas com 
fluorescencia com um sistema de gel mais facil de uso ou, mais comumente, com eletroforese capilar (Figura 4.13). 
A sequencia das regioes longas do DNA - comprimento de ate centenas de pares de bases - pode ser facilmente 
determinada por esses metodos. 

Aplicaqoes cli'nicas. A genotipagem do HIV e uma das aplicagoes principals do sequenciamento do DNA no 
laboratorio de microbiologia molecular. 47 ’ 301 Esse ensaio e realizado para determinar a existencia de mutagoes 
adquiridas no genoma do HIV de determinado paciente, que pode conferir resistencia aos agentes antivirais. Esse 
ensaio e complicado e consiste na extragao do RNA do HIV, seguida de 4 a 5 ensaios de RT-PCR, cada um seguido 
de sequenciamento tradicional de Sanger. Embora a determinagao da sequencia dos nucleotidios seja praticamente 
automatizada em alguns desses sistemas, ainda e necessaria alguma analise manual das sequencias geradas. O 
sequenciamento do DNA tambem tern sido usado para demonstrar mutagoes associadas a resistencia do CMV e 
determinar o genotipo do VHC. 136,143,186,209,247 

O sequenciamento do DNA tambem tern sido utilizado com sucesso para identificar bacterias, micobacterias, 
Nocardia e fiingos. Os genes que codificam as subunidades ribossomicas desses microrganismos sao os alvos 
utilizados mais comumente na identificagao baseada no sequenciamento. Uma das aplicagoes mais comuns dessa 
abordagem tern sido a identificagao dos agentes patogenicos da endocardite bacteriana. 106,114,123,179,231,279 Contudo, a 
identificagao baseada em sequencias tambem e usada para determinar o agente etiologico de varias outras infecgoes, 
inclusive sinusite e infecgoes urinarias. 40,125 Essa tecnologia revolucionou a forma como identificamos 
microrganismos de crescimento lento, inclusive micobacterias e Nocardia? 1,132,17 ^ 228 ' 26( t 266 o sequenciamento 
tambem e utilizado para identificar fiingos patogenicos. 1,3,134 ’ 275 Embora os genes de rDNA sejam utilizados 
comumente como alvos geneticos da identificagao baseada em sequencias, outros genes mostraram-se uteis a 
caracterizagao dos microrganismos, inclusive os genes rpoB, hsp e tuf, entre outros. 76,77,97,178,191,259,298 



■ FIGURA 4.13 Sequencia do HIV. Uma sequencia do DNA do HIV extraido por RT-PCR esta demonstrada aqui e foi obtida 
com sequenciamento por terminagao (/. e., sequenciamento tradicional de Sanger). Os metodos de sequenciamento por 
terminagao utilizados mais comumente utilizam eletroforese capilar, em vez de tecnicas baseadas em gel. (Esta figura 
encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 

Sequenciamento por sintese (pirossequenciamento). Pirossequenciamento e um metodo altemativo de 
sequenciamento do DNA, sequenciado por sintese, em contraste com o sequenciamento por terminagao de 
didesoxinucleotidios ou metodo de Sanger. 248,302,303 Essa tecnologia tern sido amplamente utilizada na analise dos 
SNP associados as doengas geneticas e as neoplasias e tambem e utilizada para identificar e diferenciar 
microrganismos. 3,6,103,248 Ao contrario do sequenciamento tradicional por terminagao, essa tecnologia de 
sequenciamento esta baseada na incorporagao de nucleotidios a fita de DNA recem-sintetizada. 










Em resumo, a molecula de DNA amplificada por PCR, da qual uma fita contem uma biotina terminal ligada 
covalentemente ao iniciador, e imobilizada na camara de uma placa de microtitulagao. O processamento com 
hidroxido de sodio produz uma molecula de fita unica. Em seguida, sao acrescentados os reagentes e o iniciador de 
sequenciamento, seguidos da adigao automatizada de cada um dos quatro nucleotidios. Quando o nucleotidio 
acrescentado e o proximo nucleotidio apropriado e e incorporado a fita em crescimento, a reagao produz pirofosfato 
- um subproduto natural da incorporagao dos nucleotidios. Em seguida, o pirofosfato e convertido em luz por 
reagoes enzimaticas. A luz gerada e registrada pelo equipamento e, assim, a sequencia e determinada (Figura 4.14). 

As limitagoes principais do sequenciamento por sintese sao a possibilidade de gerar apenas sequencias 
relativamente curtas, problemas na geragao de uma sequencia quando a estrutura secundaria extensiva esta presente 
e incapacidade de caracterizar precisamente as regioes que contem mais que quatro do mesmo nucleotidio em 
paralelo (/'. e., homopolimeros). As vantagens sao a facilidade de uso (/. e., a reagao de sequenciamento ocorre em 
uma placa de 96 orificios utilizada comumente) e a sequencia gerada esta presente no contexto, o que significa que 
as sequencias conhecidas circundantes podem ser usadas como controle do sequenciamento. O requisito 
fundamental para o sucesso do pirossequenciamento na identificagao de microrganismos e o conhecimento focal dos 
alvos geneticos, que fomecem informagoes suficientes para a diferenciagao dos microrganismos pesquisados. 

Aplicagoes clinicas. As aplicagoes que usam sequenciamento por sintese foram introduzidas em alguns 
laboratories de microbiologia clinica. Uma limitagao significativa tern sido a inexistencia de produtos aprovados 
pela FDA e a falta aparente de interesse em apoiar essa tecnologia pelas empresas privadas. 
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m FIGURA 4.14 Sequencia do DNA obtida por pirossequenciamento. Esse cromatograma foi gerado a partir de um 
especime clinico, que continha BAAR. A PCR em tempo real, seguida do pirossequenciamento, foi realizada porque havia 
possibilidade de que o paciente tivesse tuberculose. A sequencia gerada, que correspondia a regiao hipervariavel A do gene 
de rDNA 16S, identificou a bacteria isolada como M. intracellulare. 

As aplicagoes experimentais incluem identificagao e tipagem de bacterias como H. pylori e L. monocytogenes, 
bem como a diferenciagao de bacterias em grupos clinicamente relevantes. 1 18,239,31 1 Essa tecnica tambem tern sido 
usada para estudar a resistencia de enterococos a linezolida. 327 Outras aplicagoes que provavelmente seriam uteis ao 
medico podem incluir a identificagao rapida das bacterias que causam infecgoes neonatais e das bacterias 
causadoras de meningite. 172 

O pirossequenciamento tambem tern sido utilizado para identificar fungos clinicamente relevantes, Nocardia e 
micobacterias. 112 Nosso grupo tern utilizado uma PCR de faixa estendida, cujo alvo e parte do rDNA 16S contendo 
a regiao hipervariavel A, e demonstrou excelente capacidade de diferenciagao da maioria das micobacterias 
clinicamente relevantes por pirossequenciamento. Isso foi conseguido por analise de uma regiao que consistia em 
apenas 30 pb. Nosso grupo escolheu esse alvo porque varios estudos haviam demonstrado que a regiao 
hipervariavel A e util na diferenciagao genetica das micobacterias. 74,137 ’ 337 Do mesmo modo, tambem utilizamos 
como alvo partes do gene de rDNA 16S, que conferem informagoes taxonomicas sobre as especies de Nocardia, e 
alcangamos resultados excelentes. 911,217 

Essa tecnologia tambem tern sido utilizada para diferenciar virus. Pesquisadores desenvolveram um ensaio para 
determinar o genotipo do VHC por pirossequenciamento. 81 Tambem utilizamos esse metodo para diferenciar os 
poliomavirus humanos, que podem ser recuperados dos tecidos e liquidos corporais dos seres humanos. 20 

Algumas das aplicagoes do pirossequenciamento descritas para os laboratorios de microbiologia clinica utilizam 
uma PCR de faixa estendida para os microrganismos pesquisados e, em seguida, a investigagao de uma regiao 











variavel compacta, que confere a informagao genetica de interesse. Existem muitas outras aplicagoes possiveis do 
sequenciamento por sintese no diagnostico das doengas infecciosas e na caracterizagao dos microrganismos 
infectantes e seus hospedeiros. Essas aplicagoes podem incluir a identificagao dos agentes etiologicos infecciosos e 
a detecgao de mutagoes geneticas associadas a resistencia. Alem disso, a caracterizagao das SNP ou de outros 
polimorfismos geneticos que podem aumentar o risco de infecgao no hospedeiro tambem poderia ser realizada por 
essa tecnologia. Com essa finalidade, nosso grupo tern utilizado essa tecnologia para realizar genotipagem do 
receptor Toll humano e estudar o efeito dessa mutagao na suscetibilidade dos seres humanos as infecgoes. 
Infelizmente, ainda nao existem kits disponiveis no mercado e, por isso, os usuarios precisam depender de ensaios 
desenvolvidos no proprio laboratorio, que tern limitado a utilizagao generalizada dessa tecnologia. 

Sequenciamento de ultima geraqao. O sequenciamento de ultima geragao (NGS; do ingles, next-generation 
sequencing) pode ser realizado utilizando-se varios metodos desenvolvidos para realizar sequenciamento paralelo 
macigo. Esses metodos oferecem a oportunidade de realizar simultaneamente o sequenciamento do DNA de grande 
quantidade de produtos amplificados e ordenar esse extenso volume de dados utilizando recursos da bioinformatica. 
Outra altemativa sao as aplicagoes que possibilitam o sequenciamento de toda a extensao de uma unica molecula. 

Existem varias aplicagoes possiveis na area de microbiologia. Ha uma subespecialidade completa de nossa 
disciplina, que tern utilizado essa tecnologia para estudar o microbioma. Nos proximos anos, as interagoes de seres 
humanos, microbioma e ambiente serao uma area proficua de pesquisas e descobertas. Outros grupos tem utilizado 
um metodo conhecido como shotgun NGS para descobrir patogenos, que podem ter aplicagoes mais imediatas em 
medicina clinica. Por fim, hoje e possivel sequenciar os genomas inteiros de bacterias em apenas 1 dia utilizando 
essa tecnologia. Essas aplicagoes tem sido usadas nos ensaios defmitivos de tipagem de cepas para estudar 
epidemias. Uma descrigao detalhada dessa tecnologia, que ainda esta em seus estagios iniciais, estaria alem dos 
objetivos deste livro, mas o leitor pode encontrar algumas referencias selecionadas sobre o assunto. 

Analises de microarray. Varios microarravs tem sido usados ha muitos anos em ciencias basicas com diversas 
fmalidades, inclusive doengas infecciosas. 14,26 ’ 33 Esses dispositivos detectam varios sinais simultaneamente e podem 
ser usados para detectar alvos geneticos (DNA), alteragoes dos alvos geneticos ou diferengas de expressao 
(mRNA). 33 Eles sao uteis para determinar quais genes sao expressos e quais sao silenciados em resposta a diferentes 
estimulos. Esses recursos experimentais mostraram-se uteis nas mais diferentes areas do conhecimento, desde 
infecgoes ate cancer. Em resumo, os produtos da amplificagao dos acidos nucleicos, que podem ser obtidos por PCR 
de faixa estendida ou RT-PCR, sao aplicados ao microarray. O microarray consiste geralmente em milhares de 
sondas de hibridizagao, cada qual fomecendo informagoes acerca da composigao de nucleotidios do amplicon. O 
sinal gerado pelo microarray reflete sua capacidade de analisar milhares de reagoes de hibridizagao 
simultaneamente. Esse aspecto tambem contribui para suas limitagoes principais, ou seja, a quantidade de dados 
gerados por um unico microarray pode ser avassaladora para o usuario e, em geral, requer computadores e 
programas sofisticados para a analise dos dados. 

Houve modificagoes dessa tecnologia, por meio das quais se utiliza apenas um numero muito pequeno de locais 
de hibridizagao. Essa abordagem permite detectar varios patogenos diferentes, responsaveis por um determinado 
tipo de doenga (z. e., uma abordagem diagnostica sindromica). Alguns grupos de pesquisadores tem utilizado a 
tecnologia de hibridizagao em microarravs para identificar microrganismos isolados em cultura (z. e., hemocultura). 
Esses autores demonstraram que o crescimento (z. e., amplificagao biologica) e suficiente para detectar os 
microrganismos procurados e que a etapa de PCR nao e necessaria antes da amplificagao. 

Aplicagoes clinicas. Os formatos de microarray tem sido amplamente utilizados desde que foram descobertos. 
Sao usados para identificar bacterias, micobacterias, fiingos e virus; detectar os determinantes geneticos da 
resistencia; estudar a reagao do hospedeiro a infecgao; e descobrir farmacos novos, que possam ser uteis para curar 
infecgoes. 36,44 ’ 46 ’ 60 ’ 94,100 ' 235,314 No caso do HIV, essa tecnologia tem sido util para estudar a expressao dos genes virais 
e as alteragoes do perfil de expressao das celulas hospedeiras depois da infecgao. 163,322 ’ 348,366 ' 375 

Com a introdugao de duas plataformas de microarrav, houve concretizagao de algumas provisoes acerca da 
utilidade potencial dessa tecnologia no laboratorio de microbiologia clinica. 33 O sistema GenMark eSensor®, que 
utiliza um microarray bioeletrico depois da PCR multiplex/RT-PCR para detectar virus respiratorios, foi descrito 
primeiramente. O sistema Verigene® (Nanosphere, Northbrook, IL) e um microarrav limitado, que pode ser usado 
com ou sem amplificagao dos acidos nucleicos. Uma das aplicagoes mais promissora dessa tecnologia e o uso desse 


sistema em frascos de hemocultura com sinais de positividade. A coloragao por Gram e usada para escolher o tipo 
de ensaio a ser utilizado: um painel para gram-positivos, gram-negativos e, em futuro proximo, um painel para 
fiingos. Esses paineis nao requerem PCR antes da hibridizagao com o microarray, porque o crescimento (ou 
amplificagao biologica) das bacterias nos frascos de hemocultura fornece quantidades suficientes do alvo a ser 
detectado. Esses paineis contem um grupo amplo de microrganismos identificados, assim como indicadores 
fundamentals da resistencia genetica. 

O sistema Verigene® tambem pode ser usado para detectar e diferenciar os produtos de uma reagao de PCR 
multiplex e, deste modo, pode ser empregado para detectar microrganismos patogenicos diretamente nos especimes 
clinicos. O Verigene® Enteric Pathogens Test, aprovado pela FDA, detecta os patogenos bacterianos e virais que 
comumente causam enterocolite. Essa empresa tambem oferece um ensaio para C. difficile, que detecta tanto os 
genes da toxina quanto o marcador de hipervirulencia do ribotipo 027. O teste Respiratory Virus Plus® detecta os 
virus influenza dos tipos A e B, identifica alguns subtipos do virus e detecta o marcador genetico H275Y de 
resistencia ao oseltamivir. O teste Respiratory Pathogens Flex® e um painel respiratorio ampliado que, alem de 
detectar os virus influenza A e B e o SRV, tambem detecta adenovirus, metapneumovirus humano, virus 
parainfluenza tipos 1 a 4, rinovirus e Bordetella. Esses e outros testes representam um avango significativo na 
abordagem sindromica molecular para o diagnostico de doengas infecciosas. 

Amplificagao do acido nucleico em tempo real 

O ensaio de PCR em tempo real, que e tambem conhecido como PCR de ciclo rapido, deixou de ser uma 
metodologia “nova” e passou a ser utilizada em quase todos os ensaios de PCR realizados nos laboratorios clinicos. 
A abreviagao da PCR em tempo real pela sigla RT-PCR (do ingles, real time polymerase chain reaction) nao e 
correta, porque essa ultima designagao tern sido utilizada tradicionalmente para PCR de transcrigao reversa. Esta 
segao revisa os fundamentos e algumas aplicagoes dessa tecnologia. 

Dois avangos tecnologicos resultaram no desenvolvimento da amplificagao de acidos nucleicos em tempo real. 
O primeiro foi o desenvolvimento de metodos de troca termica mais rapida (/. e., aquecimento e resfriamento 
rapidos) na camara de reagao. 211 Por exemplo, a PCR convencional ocorre em um termociclador em bloco, no qual o 
bloco consiste em metal ou outro material solido. A taxa com que o bloco solido pode ser aquecido e resfriado as 
temperaturas necessarias a PCR limita a taxa com que os ciclos podem ser repetidos. A introdugao rapida de ar 
aquecido e a remogao do ar aquecido (resfriamento), que podem ser realizadas por meio de ventiladores 
incorporados ao equipamento em tempo real, permite que as reagoes repetidas ocorram mais rapidamente. O uso de 
volumes menores de reagao tambem facilita a troca mais rapida de energia termica. O segundo avango tecnologico 
foi o desenvolvimento de uma mistura de reagao homogenea. 2 " Essa e uma mistura na qual as moleculas 
fluorogenicas utilizadas para detectar os produtos amplificados estao presentes dentro da mesma camara de reagao, 
na qual ocorre a amplificagao. Alem disso, a avaliagao da fluorescencia emitida por essas moleculas geralmente e 
realizada pelo aparelho uma vez a cada ciclo de amplificagao. A evidencia de amplificagao aparece durante a reagao 
de PCR em “tempo real” e isso explica por que tais ensaios sao conhecidos comumente como PCR em tempo real. 
Esse tipo de detecgao dos amplicons representou um avango significativo na bioquimica dos acidos nucleicos, 
porque era mais rapido que os metodos convencionais para detectar amplicons. Alem disso, esse sistema em tubo 
fechado diminui significativamente as chances de contaminagao pelo amplicon no laboratorio, porque a camara de 
reagao nao precisava ser aberta para analisar o resultado da reagao. Existem varias plataformas disponlveis para a 
amplificagao de acidos nucleicos em tempo real. 98 Em adigao a PCR em tempo real, a reagao de NASBA, utilizada 
no passado, foi modificada para um formato em tempo real, com detecgao por meio de marcadores moleculares (ver 
adiante). Existe a possibilidade de modificar qualquer tecnologia de amplificagao de acidos nucleicos para o 
formato em tempo real. 

Metodos para detectar produtos da amplificagao em tempo real 

Existem varias moleculas fluorogenicas, que podem ser usadas para detectar acidos nucleicos amplificados em uma 
reagao tradicional ou em tempo real. Essas moleculas podem ser inespeclficas, ou seja, detectam qualquer acido 
nucleico amplificado, ou especificas (p. ex., sondas de oligonucleotfdios), que formam hibridos com uma sequencia 
especifica existente no amplicon. A seguir, descrevemos a detecgao inespecifica de amplicon utilizando o corante 
SYBR K Green e o uso dos corantes de ligagao de terceira geragao, assim como os tres metodos mais utilizados com 


sondas de oligonucleotidios para detectar amplicons especificos. As sondas especificas de oligonucleotidios 
marcados com fluoroforo descritas adiante sao as sondas de hidrolise (/. e., TaqMan), as sondas de transference de 
energia por ressonancia de fluorescencia (FRET; do ingles, fluorescence resonance energy transfer ) e os marcadores 
moleculares. Tambem existem outros tipos de moleculas detectoras, mas sua descrigao estaria alem dos objetivos 
deste capitulo. 

SYBR® Green. O SYBR® Green I e um corante que se liga a forquilha secundaria da dupla-helice de DNA. Esse 
corante emite pouquissima fluorescencia quando se encontra em seu estado livre, mas produz significativamente 
mais fluorescencia quando esta ligado a dupla-helice de DNA (Figura 4.15). Essa propriedade toma o SYBR® 
Green util para determinar a presenga do produto amplificado do DNA. Varias moleculas desse corante podem 
ligar-se a um unico amplicon, o que oferece um metodo sensivel de detecgao. Alem disso, esse corante e muito 
menos dispendioso que as sondas de oligonucleotidio especificas, marcadas com fluoroforos. A detecgao dos 
amplicons por meio do SYBR® Green e util para otimizar a reagao de PCR (/. e., determinar as concentragoes ideais 
dos iniciadores e de MgCl 2 ). Esse metodo tambem e util para determinar se amplificagao ocorreu antes do uso de 
um metodo defmitivo de analise pos-amplificagao, inclusive sequenciamento do DNA ou analise de microarrav. A 
desvantagem principal desse metodo de detecgao e ser inespecifico, uma vez que as moleculas de detecgao se ligam 
a qualquer DNA de dupla-helice, inclusive os produtos da amplificagao inespecifica e os dimeros de iniciadores. 
Esse metodo de detecgao nao tern a especificidade obtida com o uso de uma sonda de oligonucleotidio (descrita 
adiante). Por isso, a detecgao por meio do corante SYBR® Green nunca deve ser utilizada como unico metodo de 
um ensaio clinico. 
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■ FIGURA 4.15 Bioquimica do SYBR® Green. O corante SYBR® Green I liga-se a forquilha secundaria da dupla-helice de 
DNA. Quando o DNA e de cadeia unica, nao ha forquilha, motivo pelo qual o SYBR® Green nao se liga ao DNA. Entretanto, 
apos a reconstituigao e a extensao de iniciadores, o SYBR® Green consegue ligar-se e emitir luz (F 2 ) em resposta ao 
comprimento de onda excitatorio apropriado (F : ). SYBR® Green e um excelente metodo de medigao da geragao de amplicons 
nao especificos, uma vez que, quanto maior for a produgao de DNA por PCR, maior sera a quantidade de locals de ligagao 
disponiveis e mais fluorescencia sera gerada. 



Corantes de ligagao do DNA de terceira geragao. Os avangos realizados na tecnologia dos corantes que se 
ligam a dupla-helice de DNA resultaram no que se conhece como corantes de ligagao de terceira geraqao. Esses 
corantes saturam mais plenamente a molecula de DNA amplificado, de modo que, com base na analise da curva de 
dissociagao, e possivel diferenciar ate mesmo um SNP. Essa tecnica e um meio sensivel e de baixo custo para 
analisar um SNP e, quando ele esta localizado em uma regiao importante, para fornecer informagoes esclarecedoras. 
Embora ainda nao tenham sido desenvolvidos ensaios disponiveis comercialmente, nosso grupo utiliza comumente 
essa tecnologia para diferenciar M. abscessus de M. chelonae, alem de identificar sensibilidade induzivel a 
claritromicina. Tambem desenvolvemos ensaios para detectar o SNP responsavel por uma mutagao do receptor Toll 
(descrita adiante) e diferenciar Plasmodium falciparum de outras especies de Plasmodium. 

Sondas de hibridizagao. Existem muitos tipos diferentes de sondas de oligonucleotidio marcadas por 
fluorescencia, que podem ser utilizadas para detectar amplicons em um ensaio de PCR em tempo real. Os tres 
descritos a seguir sao utilizados mais comumente e abrangem a maioria dos aspectos da quimica da detecgao em 
tempo real. Esses metodos sao: sondas de hidrolise (/. e., sondas Taqman), sondas de FRET e sinalizadores 
moleculares. 

Sondas de hidrolise ou Taqman. A quimica de detecgao por sonda de hidrolise esta baseada na atividade de 
exonuclease 5’ a 3’ da DNA-polimerase. Essa fungao da DNA-polimerase hidrolisa qualquer oligonucleotidio, que 
possa ligar-se a fita simples da molecula de DNA, a partir da qual a fita complementar esta em processo de sintese. 
Na natureza, isso ajuda a assegurar que apenas os nucleotidios apropriados sejam incorporados a fita recem- 
sintetizada de DNA. A quimica da sonda de hidrolise explora a propriedade da DNA-polimerase para gerar um sinal 
detectavel. A sonda de oligonucleotidio por hidrolise e marcada com um fluoroforo e com uma molecula ( quencher) 
que capta a fluorescencia, interrompendo o sinal. Quando o alvo especifico esta ausente, essa molecula dobra-se ate 
certo ponto, colocando a molecula quencher em proximidade suficiente do fluoroforo, de forma que a maior parte 
de qualquer sinal fluorescente emitido seja absorvida imediatamente. Quando essa sonda se liga a regiao 
complementar do DNA produzido pelos ciclos anteriores de PCR, ela e hidrolisada pela DNA-polimerase (Figura 
4.16). Essa hidrolise permite a difusao do fluoroforo para longe da molecula quencher e a geragao de luz nao e 
extinta e, portanto, pode ser detectada. 



■ FIGURA 4.16 Bioquimica da sonda de hidrolise. A. A proximidade entre a molecula quencher (Q) e a molecula 
fluorescente (F), ambas ligadas a sonda de hidrolise intacta, resulta na emissao de fluorescencia de fundo minima. B. A 
hidrolise dessa sonda pela atividade de exonuclease da DNA-polimerase a medida que ocorre a extensao da molecula resulta 
na difusao do fluoroforo, que se afasta da molecula extintora e, desse modo, pode liberar fluorescencia quando o fluoroforo e 
excitado adequadamente. 

Sondas de FRET. As sondas de FRET funcionam por transference de energia. Esse sistema utiliza duas sondas 
detectoras, em vez de uma. Essas sondas hibridizam quando estao em contato direto com o amplicon, mantendo um 






espago de 2 a 5 nucleotidios entre elas. A sonda do segmento proximal do par tem uma molecula de fluoresceina 
ligada a sua extremidade 3’ e pode ser descrita como molecula doadora. A segunda sonda deste sistema esta 
localizada em posigao distal em relagao com a primeira e tem uma molecula aceptora (em geral, LC640 ou LC705, 
quando utilizada com o sistema LightCycler®) na extremidade 5’ da molecula; essa sonda tambem e conhecida 
como molecula aceptora. Outras moleculas aceptoras podem ser utilizadas, mas devem ter a mesma propriedade de 
ser excitadas pelo comprimento de onda da luz emitida pela fluoresceina ou por outra molecula doadora e, por sua 
vez, devem emitir luz em outro comprimento de onda detectavel. Alem do marcador da extremidade 5’ da molecula 
aceptora, essa sonda precisa ser fosforilada para evitar extensao da sonda durante a PCR. A detecgao por meio das 
sondas de FRET funciona da seguinte forma: quando a sequencia apropriada a hibridizagao da sonda esta presente 
no amplicon, as sondas de FRET hibridizam. Nesse momento, a molecula doadora (fluoresceina) e excitada pela 
energia luminosa introduzida no sistema pelo aparelho. Quando a molecula doadora excitada retoma ao seu estado 
basal de energia, ela libera luz com comprimento de onda especifico. Essa luz emitida excita a molecula aceptora 
proxima (LC640 ou LC705), concluindo a transferencia de energia por ressonancia. Por sua vez, a molecula 
aceptora e excitada a um estado de energia intensificada. Quando a molecula aceptora retoma ao seu estado de 
energia basal, ela libera pouca energia, que e detectada pelo sistema (Figura 4.17). Por sua propria natureza, a 
detecgao utilizando a bioquimica baseada na FRET e extremamente especifica, porque a unica forma de receber o 
sinal de energia final e por meio da ocorrencia das quatro reagoes independentes. Essas reagoes independentes sao a 
hibridizagao dos dois iniciadores individuais, que permitem a amplificagao, alem das hibridizagoes das duas sondas, 
que possibilitam a detecgao (Figura 4.18). 
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■ FIGURA 4.17 FRET. Duas sondas marcadas com um fluoroforo sao necessarias para que haja FRET. A. O comprimento 
de onda excitatorio (Ffl do fluoroforo doador (D) intensifica o estado de energia da molecula e provoca uma emissao (F 2 ). 
Isso nao afeta o fluoroforo aceptor (A) quando as sondas nao estao hibridizadas, porque elas nao estao em contato direto 
uma com a outra. B. Quando as duas sondas estao hibridizadas e em contato direto, a luz emitida pelo fluoroforo doador 
excitado (F 2 ) atua como energia excitante para o fluoroforo aceptor que, por sua vez, emite luz com um comprimento de onda 
especifico (F 3 ). A existencia de emissao (F 3 ) originada da molecula aceptora e evidencia de que houve hibridizagao da sonda. 

O uso das sondas de FRET tambem permite ao usuario realizar uma analise da curva de dissociagao pos- 
amplificagao. Isso e possivel em razao do tipo de interagoes das ondas de FRET e pelo fato de que, ao contrario das 
sondas de hidrolise, as primeiras nao sao hidrolisadas durante a detecgao. O leitor deve lembrar que as sondas de 
hidrolise sao responsaveis pela hibridizagao entre as sondas de oligonucleotidio e a fita complementar do DNA. 
Quando se acrescenta mais energia termica ao sistema que a energia dessas ligagoes, elas se quebram e a sonda 







“dissolve” e desprende-se do alvo do DNA complementar. O ponto no qual a metade das moleculas de sonda esta 
ligada e a outra metade esta livre e conhecido como ponto de dissociagao, ou T M , do oligonucleotidio. 

A analise da curva de dissociagao e realizada depois de concluir a reagao de PCR. Inicialmente, a mistura de 
reagao e resfriada ate um ponto bem abaixo da T M de cada sonda de FRET, de forma que ambas sejam hibridizadas 
se o DNA ampliflcado correspondente estiver presente. Nesse ponto, introduz-se no equipamento uma luz com 
comprimento de onda excitatorio e ha geragao de um sinal originado da reagao de FRET, que ocorre entre as sondas 
justapostas. Em seguida, a mistura de reagao e entao lentamente aquecida, enquanto sao registradas medigoes 
continuas da fluorescencia. Quando a mistura de reagao alcanga e fmalmente ultrapassa o T M das sondas de FRET, 
ha uma perda repentina do sinal de fluorescencia. A primeira inclinagao derivada dessa curva resulta em um pico 
(Figura 4.19). A linha perpendicular que pode ser tragada passando pelo centra desse pico representa o T M derivado 
experimentalmente. 



Numero de ciclos 

■ FIGURA 4.18 Reagoes positiva e negativa de PCR em tempo real. As reagoes positivas de PCR em tempo real 
demonstram aumento exponencial da fluorescencia, enquanto as reagoes negativas retem apenas niveis basais baixos de 
fluorescencia. 

Existem no minimo tres aplicagoes importantes para a analise da curva de dissociagao. Primeiramente, deve 
haver uma temperatura de dissociagao relativamente previsivel para o amplicon esperado, que pode ser confirmada 
utilizando padroes conhecidos. A demonstragao da temperatura de dissociagao apropriada ajuda a assegurar ao 
usuario que a identificagao esta correta, nao e um erro de detecgao causado possivelmente por amplificagao e 
detecgao de um microrganismo taxonomicamente relacionado. Em segundo lugar, a analise da curva de dissociagao 
pos-amplificagao pode ser usada para diferenciar microrganismos muito semelhantes, nos quais a sonda hibridiza 
com uma area-alvo, na qual ha pequeno grau de variabilidade genetica separando as especies. Por fim, a detecgao de 
discrepancias de nucleotidios entre as sondas de FRET e seu local de hibridizagao correspondente, juntamente com 
o que e usado para diferenciar microrganismos, pode ser utilizada para detectar outros SNP clinicamente 
importantes, inclusive os que conferem resistencia aos antimicrobianos, ou os SNP do hospedeiro que podem 
indicar suscetibilidade relativa a infecgao. 
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■ FIGURA 4.19 As curvas de dissociagao (A) e o primeiro derivativo da curva com os picos de dissociagao (B) estao 
ilustrados para especimes positivo e negativo em uma PCR em tempo real que detecta especificamente Staphylococcus 
aureus. 


Mtircadores moleculares. O proximo tipo de molecula detectora a ser descrito e o marcador molecular. Assim 
como a sonda de hidrolise, essa molecula contem um fluoroforo e uma molecula quencher. Entretanto, o marcador 
molecular e maior que as sondas de hidrolise tipicas e nao e hidrolisado pela DNA-polimerase, de modo a emitir 
fluorescencia quando o amplicon apropriado esta presente. Essa molecula tern configuragao semelhante a uma alga e 
uma haste (caule) (Figura 4.20). A parte circular da molecula faz parte da molecula complementar a uma regiao 
especifica do amplicon. A haste e construida por acidos nucleicos complementares de modo a manter a molecula 
fechada, quando o amplicon especlfico nao esta presente. As duas extremidades respectivas da molecula do 
marcador molecular representam os locais de ligagao do fluoroforo e do quencher. O fluoroforo flea justaposto a 
molecula extintora quando o sinalizador esta fechado (i. e., quando nao ha um amplicon apropriado). Quando o 
sinalizador flea em presenga do amplicon correspondente, a termodinamica favorece a hibridizagao com o amplicon 
em detrimento do estado fechado de auto-hibridizagao parcial. Quando o marcador molecular e hibridizado, o 
fluoroforo separa-se espacialmente da molecula quencher e o aparelho detecta a fluorescencia emitida. Curvas de 
dissociagao podem ser obtidas com os marcadores moleculares, mas e muito mais dificil alcangar os mesmos 
resultados de qualidade das curvas de dissociagao obtidas pelas sondas de FRET. 
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■ FIGURA 4.20 Esse sinalizador molecular foi desenvolvido para detectar o produto amplificado de uma PCR de faixa 
ampla para Salmonella. Ele consiste em 34 nucleotidios e tem configuragao semelhante a uma alga com cabo. Essa estrutura 
coloca o fluoroforo em contato direto com a molecula quencher de fluorescencia, quando o marcador molecular nao esta 
hibridizado por seu alvo genetico (/. e., PCR negativa). Quando o amplicon apropriado esta presente, a termodinamica 
favorece a hibridizagao sobre a configuragao de alga e haste, a molecula abre e hibridiza, e a fluorescencia e detectavel na 
medida em que o fluoroforo afasta-se espacialmente da molecula extintora. 

Aparentemente, pode ser dificil para o microbiologista molecular defmir que tipo de molecula detectora deve ser 
usado em um ensaio de amplificagao de acidos nucleicos em tempo real. Em parte, essa escoLha pode ser 
determinada pelo tipo de equipamento existente no laboratorio. Por exemplo, quando ha um SmartCycler® 
disponlvel, e preferlvel usar um marcador molecular ou uma sonda de hidrolise, enquanto a bioqulmica da sonda de 
FRET e preferlvel quando se dispoe de um LightCycler®. As plataformas da serie ABI 7500 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA) e do Taqman da Roche (COBAS"'; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) utilizam sondas de 
hidrolise. Algumas plataformas, inclusive a RotorGene® (Qiagen) sao bioquimicamente agnosticas e suportam 
qualquer tipo de sonda. Na maioria dos casos, os mesmos resultados (/. e., detecgao de microrganismos de interesse) 
podem ser obtidos por varios meios diferentes. Outro fator importante para determinar o tipo de sonda a ser 
utilizado em determinado segmento de DNA e a composigao de nucleotidios desse segmento. Entre os fatores que 
podem afetar a escolha das sondas esta o teor de G-C da regiao e a existencia de uma estrutura secundaria, entre 
outros. 

Aplicaqoes cl micas. As aplicagoes disponiveis sao tao numerosas, que nao poderiam ser revisadas 
completamente neste capitulo. Em resumo, tudo o que antes era detectado pela PCR tradicional agora migrou para 
uma plataforma de PCR em tempo real. A facilidade relativa dessa migragao contribuiu significativamente para a 
adogao dos ensaios em tempo real para grande variedade de microrganismos clinicamente importantes. A 
disponibilidade no mercado de grande variedade de ensaios, a facilidade de uso, o tempo curto de fmalizagao, a 
disponibilidade de programas de computador para desenvolver ensaios nos proprios laboratories e a estrutura em 
tubo fechado desses sistemas facilitou a adogao desses testes pelos laboratories clinicos. Esses ensaios nao sao 
utilizados apenas para detectar patogenos exigentes, que tradicionalmente eram investigados pelas tecnicas de PCR, 






mas tambem para microrganismos comuns, que antes eram detectados por cultura (p. ex., S. aureus) ou Eli (p. ex., 
C. difficile). Os ensaios em tempo real para virus de DNA incluem os testes para herpes-virus, adenovirus, virus da 
varicela e parvovirus B19, entre outros. 126 ’ 140 ’ 146 ’ 168 ’ 184 ’ 318 ’ 332 ’ 344 A analise da curva de dissociagao pos-amplificagao 
tern sido usada para diferenciar os tipos 1 e 2 do VHS, e esses ensaios estao disponiveis no mercado, alguns 
aprovados pela FDA. A natureza quantitativa desses ensaios tambem tern sido usada para prever doenga e 
monitorar a carga viral em resposta ao tratamento. 11 11 ' ■ 121 ■ 1 llS - ’ 11 • ’ 4 Hoj e em dia, as PCR quantitativas para detectar e 
monitorar HIV, VHC, CMV, VEB e virus BK sao consideradas padroes diagnosticos. A RT-PCR em tempo real e as 
tecnologias semelhantes para virus de RNA incluem ensaios de faixa estendida para enterovirus que causam 
encefalite viral e ensaios individuais e multiplex para detectar virus respiratorios. 27 ’ 55 ’ 129 ’ 176 ’ 284 ’ 330 ’ 369 ’ 370 ’ 376 ’ 378 A RT- 
PCR para os virus influenza A e B e para o VSR praticamente substituiram as culturas de celulas para detectar esses 
virus. Os ensaios em tempo real tambem sao usados para detectar rapidamente patogenos virais emergentes 
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reconhecidos mais recentemente, inclusive metapneumovirus humanos e coronavirus da SRAG. ’ ’ ’ ’ ’ ’ 
Existem varios paineis para virus respiratorios aprovados pela FDA, os quais incluem praticamente todos os virus 
importantes sob o ponto de vista medico. 

Pesquisadores descreveram varios ensaios, que detectam bacterias e genes associados a resistencia 
antimicrobiana. Existem varios ensaios para detectar estreptococos do grupo B na triagem pre-natal durante a 
gestagao. Tambem existem varias plataformas disponiveis para detectar S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina. 
Essas aplicagoes incluem a detecgao de colonizagao nasal, uso de hemoculturas positivas contendo cocos gram- 
positivos em grupos e feridas infectadas. Tambem existem ensaios para detectar estreptococos do grupo A, usados 
principalmente como substituto mais sensivel para as culturas. Uma mudanga significativa foi a substituigao 
praticamente completa dos imunoensaios para detectar toxina de C. difficile pela PCR de ciclo rapido. Contudo, 
existem algumas controversias quanto a esse teste, porque ele e tao sensivel, que provavelmente detecta pacientes 
apenas colonizados; por isso, e muito importante diagnosticar apenas os pacientes que apresentam doenga clinica 
compativel. 

Alem disso, a literatura esta repleta de exemplos de ensaios de amplificagao em tempo real para detectar e 
diferenciar varios microrganismos e genes associados a resistencia antimicrobiana. Alguns desses ensaios usam 
como alvos microrganismos comuns, que nao crescem nos meios de cultura artificiais ou sao extremamente dificeis 
de cultivar, inclusive Tropheryma whippelii, especies de Rickettsia e Bartonella , 92 - 170 - 389 A analise da curva de 
dissociagao pos-amplificagao tambem tern sido usada para diferenciar as especies de Bartonella mais comuns 
(Figura 4.21). Alem dessas aplicagoes, a medida que a PCR nos formatos em tempo real toma-se disseminada e 
mais facil de usar, a tecnologia tern sido usada para detectar bacterias encontradas comumente e seus mecanismos 
de resistencia. Por exemplo, estudos demonstraram que a PCR em tempo real e outros metodos moleculares sao 
confiaveis e mais apropriados para diferenciar entre S. aureus e os estafilococos coagulase-negativos nos frascos de 
hemocultura aparentemente positivos que contenham cocos gram-positivos. Alem disso, esse metodo e confiavel 
para determinar a resistencia a oxacilina desses S. aureus isolados. 326 

Os ensaios em tempo real para fiingos incluem testes para microrganismos que nao podem ser cultivados no 
laboratorio de microbiologia clinica de rotina (inclusive P. jirovecii) e microrganismos de crescimento lento (p. ex., 
H. capsulation ). 158 ' 114 ' 191 ' 218 ’ 221 ’ 255 Nosso grupo demonstrou aumento superior a duas vezes na sensibilidade da PCR 
para Pneumocystis em comparagao com a avaliagao morfologica dos esfregagos respiratorios corados. Outras 
aplicagoes incluem a detecgao de infecgoes invasivas por fiingos e leveduras nos pacientes imunossuprimidos e o 
diagnostico de outros fiingos patogenicos dimorficos, inclusive Coccidioides e Penicillium 
marneffei . 24 ’ 158 ’ 261 ’ 212 ’ 216 ’ 288 ’ 336 

Outra aplicagao importante desses ensaios e a detecgao rapida das micobacterias, principalmente M. 
tuberculosis. As micobacterias sao candidatas excelentes a detecgao e diferenciagao por metodos moleculares, 
porque esses microrganismos crescem lentamente, alguns causando doenga e morte, alem de a tuberculose ser uma 
doenga transmissivel, que exige a adogao de medidas de controle da transmissao. Existem varios ensaios para a 
detecgao rapida de M. tuberculosis diretamente nos especimes clinicos. Shrestha et al. descreveram um ensaio em 
LightCycler® que detecta e diferencia entre M. tuberculosis e outras micobacterias nao causadoras de tuberculose 
utilizando uma analise da curva de dissociagao pos-amplificagao. 325 Tambem existem ensaios excelentes para 
detecgao de M. tuberculosis por usuarios do SmartCycler® e TaqMan. 50,71,304 Pesquisadores tambem desenvolveram 
ensaios para detecgao rapida de resistencia aos farmacos utilizados comumente, inclusive isoniazida e 
rifampicina. 297 '" 5114 O ensaio Cepheid Xpert® MTB/RIF e o unico aprovado pela FDA que detecta M. tuberculosis 



e alvos geneticos de resistencia a rif'ampicina. Esse ensaio e realizado no cartucho convencional da Cepheid, de 
facil utilizagao, o qual fomece resultados em cerca de 1 hora. Esse ensaio representou um avango significativo na 
detecgao de M. tuberculosis multidrogarresistente. 

A detecgao e a identificagao de parasitas tambem podem ser realizadas utilizando ensaios de amplificagao de 
acidos nucleicos em tempo real. Pesquisadores descreveram alguns ensaios para detecgao rapida do parasita 
Toxoplasma gondii, dificil de detectar por outros metodos."’ 7,1167,204 Outras aplicagoes incluem a detecgao de parasitas 
nas fezes (p. ex., Cryptosporidium e microsporidios), identificagao de parasitas nos tecidos (p. ex., Leishmania e 
Trypanosoma), alem de detecgao e diferenciagao das especies de Plasmodium, entre muitas outras 
aplicagoes. 22 ’ 31 ’ 43 ’ 61 ’ 86,96 ’ 150,229 ’ 319,377 ’ 383 Do mesmo modo, o avango mais significativo dos testes de parasitologia 
molecular disponiveis no mercado foi a liberagao do ensaio APTIMA® Trichomonas vaginalis (biologies, San 
Diego, CA), aprovado pela FDA. Como muitos outros da mesma empresa, esse ensaio utiliza amplificagao por 
TMA. Esse ensaio e mais sensivel que a microscopia e, em alguns estudos, sua sensibilidade foi maior que a do IEE 
de fluxo lateral, enquanto em outros as sensibilidades foram equivalentes. 157,245 A relagao de custo-eficacia da 
triagem de todas as mulheres assintomaticas foi colocada em duvida por Hathorn et al., em razao da prevalencia 
baixa da doenga nessa populagao; tais autores ofereceram uma sugestao altemativa, ou seja, triar mulheres 
assintomaticas dos grupos de alto risco. 142 Ainda e preciso definir exatamente como esse ensaio pode ser utilizado 
nos programas de saude da mulher. 
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■ FIGURA 4.21 Analise da curva de dissociagao pos-amplificagao. Esse metodo pode ser usado para diferenciar especies 
diretamente relacionadas. Nesse exemplo, o agente etiologico da endocardite com cultura negativa (Bartonella henselae) foi 
diferenciado de Bartonella quintana com base nessa tecnica. 


Tipagem de cepas 

Os microbiologistas e epidemiologistas dos hospitais podem precisar determinar a proximidade entre bacterias ou 
fungos das mesmas especies, a fim de definir se a transmissao do microrganismo em questao ocorreu de forma que 
possa ser evitada pelas medidas de controle das infeegoes. Por exemplo, quando P. aeruginosa e isolada de 4 bebes 
intemados em uma unidade de cuidados intensivos neonatais, o epidemiologista do hospital pode imaginar tanto que 
ela faga parte da mesma cepa bacteriana transferida de uma area determinada quanto que sejam cepas diferentes e 
que a infeegao tenha ocorrido simplesmente por acaso. A demonstragao de que todas as bacterias sao da mesma 
cepa fortalece a evidencia de que ha um foco de transmissao das bacterias e uma falha nas tecnicas ou praticas de 
higiene pessoal, ambas passiveis de corregao. 

Os metodos fenotipicos de tipagem das cepas foram disponibilizados antes das tecnicas genotipicas, mas muitos 
deles nao alcangam alto grau de discriminagao que pode ser conseguido pela tipagem genotipica das cepas. Alguns 
outros metodos, como a tipagem dos bacteriofagos, requer um grau elevado de experiencia especializada e a 
manutengao de recursos consideraveis (p. ex., bibliotecas de bacteriofagos). A determinagao dos perfis de 













sensibilidade antimicrobiana, embora nao seja tao esclarecedora quanto alguns metodos genotipicos de avaliagao, 
tambem e valiosa e utiliza inform agoes que geralmente ja estao disponiveis, porque os testes de sensibilidade sao 
realizados para orientar o tratamento. As bacterias com perfis de sensibilidade antimicrobiana muito diferentes 
provavelmente nao sao identicas e, por isso, nao justificam a tipagem genotipica das cepas, mais dispendiosa. 

As primeiras tentativas moleculares de demonstrar a proximidade entre grupos diferentes de bacterias foram 
realizadas com ensaios de hibridizagao de DNA-DNA simples. Os grupos de bacterias com graus elevados de 
homologia do DNA - avaliada pelos ensaios de hibridizagao do DNA-DNA - eram comparados com os grupos que 
tinham pouca homologia de DNA. Na maioria dos casos, esses estudos confirmaram o que se considerava aplicavel 
aos testes fenotipicos. Por exemplo, os estudos de hibridizagao de DNA-DNA entre Staphylococcus e Micrococcus, 
que pertencem a mesma familia, poderiam demonstrar homologia mais ampla que uma comparagao entre 
Staphylococcus e Pseudomonas. 

Os plasmidios sao pequenas moleculas de DNA circular presentes em algumas bacterias e existentes em 
separado do DNA cromossdmico. Os plasmidios sao significativos, porque podem conter genes importantes de 
virulencia, inclusive genes que conferem resistencia aos farmacos antimicrobianos. Alem disso, os plasmidios 
podem ser disseminados entre as bacterias por conjugagao, espalhando assim os genes entre elas. Os avangos da 
tecnica de eletroforese, que permitiram a separagao dos plasmidios do DNA cromossomico e a diferenciagao dos 
diversos plasmidios, tornaram possivel determinar os perfis plasmidicos como metodo inicial de tipagem das cepas. 
A determinagao dos perfis plasmidiais foi um dos primeiros metodos geneticos utilizados para determinar a 
proximidade entre as cepas. 

Existem muitas tecnicas geneticas descritas para analisar as relagoes entre os microrganismos. Entre os metodos 
que nao estao descritos aqui, mas que se mostraram uteis, estao os seguintes: ribotipagem, analise do DNA 
polimorfico amplificado randomicamente (RAPD; do ingles, random amplified polymorphic DNA), spoligotipagem 
e, mais recentemente, algumas aplicagoes do NGS. 

Os metodos de tipagem molecular podem ser classificados em dois grupos: os que necessitam (metodos 
baseados em amplificagao) e os que nao necessitam (metodos nao baseados em amplificagao) de amplificagao dos 
acidos nucleicos para o procedimento de tipagem. Este capitulo descreve um metodo nao baseado em amplificagao 
- eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE; do ingles, pulsed-field gel electrophoresis ) - que, de acordo com 
alguns autores, e o padrao de tipagem microbiana. Tambem sao descritos dois metodos baseados em amplificagao: 
PCR-RFLP, que combina os recursos da PCR com a RFLP; e Rep-PCR, um metodo de tipagem que usa como alvo 
elementos geneticos repetitivos de ocorrencia natural nas bacterias. 

Metodos de tipagem nao baseados em amplificagao 

Eletroforese em gel de campo pulsado. Existem muitos metodos de tipagem das cepas, os quais variam 
quanto ao grau de separagao que pode ser detectada, ao custo e a facilidade de uso. Alguns dos metodos atuais de 
tipagem molecular das cepas baseiam-se na utilizagao de um grupo de enzimas conhecidas como endonucleases de 
restrigao. Essas enzimas ocorrem naturalmente e realizam a clivagem da dupla-helice de DNA de acordo com 
determinadas sequencias descritas como locais de restrigao. As diferentes enzimas realizam clivagem com base nas 
diferentes sequencias e varias endonucleases de restrigao estao disponiveis no mercado. Quando as enzimas fazem a 
clivagem do DNA, as duas extremidades do DNA produzido podem ser simetricas (paralelas) ou assimetricas (ter 
um nucleotidio a mais em uma das fitas). Quando o DNA plasmidial ou cromossomico dos microrganismos e 
extraido e exposto a uma ou mais endonucleases de restrigao, ele e clivado de acordo com as endonucleases 
utilizadas e o niimero de locais de restrigao existentes no DNA. Os fragmentos de DNA resultantes variam de 
tamanho, podem ser separados uns dos outros por eletroforese em gel e visualizados por coloragao com brometo de 
etidio. Esse e um tipo de analise do RFLR Os microrganismos com o mesmo padrao de RFLP tendem a estar 
diretamente relacionados, enquanto os que apresentam padroes muito diferentes tern menos chances de estar 
diretamente relacionados. Embora os padroes do RFLP sejam altamente reproduziveis e muito precisos, os 
problemas surgem quando e necessario avaliar centenas de fragmentos de DNA, que podem ser formados depois da 
digestao por enzimas de restrigao. A PFGE foi desenvolvida para simplificar a tipagem do RFLP. 

De acordo com alguns autores, a PFGE e o formato-padrao para tipagem de cepas, com o qual os metodos mais 
novos devem ser comparados. Em resumo, essa tecnica comega com a extragao do DNA cromossomico bacteriano 
das cepas que se pretende estudar, seguida de sua exposigao a diferentes endonucleases de restrigao. Em geral, o tipo 


de endonucleases de restrigao utilizadas e determinado pelo tipo de bacterias analisadas, tendo como base estudos 
anteriores demonstrando a eficacia dessas enzimas. Como vimos antes, as endonucleases de restrigao cortam o DNA 
cromossomico em varios pedagos, dependendo do numero de locals de restrigao existentes nessa fita em particular. 
Em seguida, os fragmentos do DNA cromossomico sao separados por um tipo especial de eletroforese. O perfil de 
restrigao cromossdmica resultante da PFGE geralmente forma 5 a 20 fragmentos, cujas dimensoes variam de 10 a 
800 kb 02 (Figura 4.22). Esses fragmentos sao visualizados, fotografados e submetidos a uma analise de imagem. 
Em seguida, o usuario emprega programas de computador para determinar se as cepas analisadas sao indistingulveis 
ou diferentes, bem como determinar o grau com que se diferenciam. Esse processo e conhecido como impressao 
digital do DNA, quando o processo de RFLP e combinado com transference por Southern blot e hibridizagao de 
sonda. 350 

Tipagem baseada em amplificagao 

Existem alguns metodos de analise pos-amplificagao, que podem ser usados na tipagem dos microrganismos. As 
tecnicas mais novas e potentes em processo de desenvolvimento utilizam NGS. Os metodos padronizados de 
tipagem baseada em amplificagao incluem os seguintes: analise do polimorfismo de conformagao de uma fita 
simples; polimorfismos de comprimento dos fragmentos amplificados; PCR com iniciadores arbitrarios; analise do 
RFLP do produto obtido por PCR (PCR-RFLP); e analise dos produtos da PCR quanto aos elementos repetitivos 
presentes nos genomas bacterianos (rep-PCR). A descrigao de todos esses metodos estaria alem dos objetivos deste 
livro. Em seguida, descreveremos sucintamente os dois ultimos metodos analiticos citados, ou seja, PCR-RFLP e 
rep-PCR, como exemplos de metodos de tipagem microbiana baseados em amplificagao. 

PCR-RFLP. Assim como podem ser utilizadas endonucleases de restrigao para analisar o DNA cromossomico das 
bacterias, essas enzimas tambem podem ser usadas para clivar um amplicon. A escolha da(s) endonuclease(s) 
usada(s) na PCR-RFLP deve ser determinada com cuidado, porque o amplicon e muito menor (ordens de amplitude) 
que o cromossomo bacteriano e tern menos chances de conter locais de restrigao randomicos. Em geral, as enzimas 
sao selecionadas com base no conhecimento previo dos locais de restrigao, que estao variavelmente presentes nos 
amplicons e, por isso, podem ser liteis para comparagao das cepas. O tamanho do amplicon e o numero de locais de 
restrigao potenciais, que ele contem, impdem limitagoes a capacidade de diferenciagao dessa tecnica. 

A analise do RFLP do produto obtido por PCR e realizada comumente em ensaios direcionados ao rDNA. 
Quando o produto da PCR de um ensaio que utiliza rDNA como alvo e analisado quanto ao RFLP, o procedimento 
pode ser referido como ribotipagem por PCR. Mesmo quando o rDNA e analisado, e importante focalizar areas 
bem-delimitadas para obter informagoes especificas quanto ao tipo bacteriano. 169,185 A PCR-RFLP tern sido usada 
para tipificar todos os diversos tipos de microrganismos, inclusive bacterias como as especies de Campylobacter e 
Borrelia e os fungos atipicos como P. jirovecii. 58,160,199 Alem das comparagoes das cepas, os padroes da PCR-RFLP 
podem ser usados para identificar os microrganismos. O uso dessa tecnologia com tal fmalidade esta baseado no uso 
de iniciadores altamente especificos para PCR. Por exemplo, essa tecnica e utilizada para identificar bacterias 
exigentes, inclusive Bartonella spp., assim como parasitas dificeis de detectar, como ancilostomos e 
filarias. 104,105 ’ 171 ’ 294 Essa tecnologia tambem tern sido muito util a diferenciagao das especies de Nocardia, 
clinicamente importante em vista das diferengas de sensibilidade aos antimicrobianos nesse grupo. 208,338 Os genes 
nao ribossomicos utilizados na PCR-RFLP incluem genes de “manutengao celular” (p. ex., rpoB), ou qualquer gene 
que contenha informagoes especificas da cepa de determinado grupo de microrganismos (/. e., genes que codificam 
as enzimas responsaveis pela hidrolise do hipurato no caso de Campylobacter jejuni)} 66 '™’™ 

Rep-PCR. Os elementos repetitivos do DNA dos genomas dos organismos procariotos constituem a base do ensaio 
rep-PCR. Esses elementos repetitivos sao locais de hibridizagao dos iniciadores usados na rep-PCR. Esses 
iniciadores, complementares as sequences repetitivas pesquisadas, produzem (por meio de amplificagao por PCR) 
fragmentos de DNA com dimensoes variadas, que podem ser separados por eletroforese em gel (Figura 4.23). Os 
padroes eletroforeticos podem ser usados para determinar a proximidade das cepas bacterianas comparadas. Um 
unico conjunto de iniciadores pode ser usado para varias bacterias gram-positivas e gram-negativas, ou pode ser 
utilizado mais de um conjunto de iniciadores direcionados contra diferentes elementos repetitivos. A rep-PCR tern 
sido usada para tipificar as cepas de E. coli entero-hemorragicas e investigar a transmissao entre animais e seres 
humanos. 95 ’ 102 ’ 321 Assim como outras tecnicas, a rep-PCR e usada para rastrear bacterias gram-positivas e gram- 


negativas resistentes aos antimicrobianos e as que sao importantes para o epidemiologista hospitalar. -1 ’ ’ ’A 
informagao obtida pela rep-PCR tambem pode ser usada na identificagao dos microrganismos. Por exemplo, essa 
tecnologia e usada para identificar microrganismos e examinar a diversidade do genero Streptomyces e identificar as 
especies de Bartonella . 196,30 ° 
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■ FIGURA 4.22 Isolado patogenico de Pasteurella multocida. A analise de um isolado patogenico de Pasteurella multocida 
(especime dinico) era geneticamente indistinguivel de duas cepas fenotipicamente diferentes dessa bacteria obtida do gato 
do paciente, mas era claramente diferente da cepa-controle laboratorial. 

Aplicagoes clinicas da tipagem microbiana. Comparagoes geneticas dos microrganismos sao usadas para 
investigar surtos que ocorrem em hospitais, cidades e ate mesmo paises. 35 ’ 117,190,210 ’ 232 ’ 273 ’ 390 E comum que surtos 
nosocomiais potenciais sejam investigados por meio de metodos de tipagem genetica. A possibilidade de um surto e 
comumente considerada quando a frequencia de isolamento de um microrganismo patogenico fica acima da taxa de 
isolamento rotineiro. Isso pode ocorrer em uma area especifica, como acontece com algumas cepas de S. aureus 
resistentes a meticilina isoladas do sangue dos pacientes internados no hospital, em geral ou em determinada 
enfermaria; ou pode ser o numero de cepas de Salmonella notificado ao departamento de saude municipal. 

Em vista da fragilidade dos bebes prematuros, essas tecnicas sao utilizadas comumente para investigar surtos 
nas unidades de cuidados intensivos neonatais. 188 ’ 234 ’ 309 Os metodos de tipagem molecular tambem sao usados 
frequentemente para investigar infecgoes causadas por bacterias resistentes aos antimicrobianos. 88 ’ 148 ’ 159,309 Em 
alguns casos, os metodos de tipagem genetica sao usados para determinar claramente a origem de um surto. Os 
surtos e a transmissao de M. tuberculosis sao estudados comumente por meio dos metodos de tipagem 
molecular. 79 ’ 189 ’ 307 ’ 329 ’ 351 ’ 372 

Os epidemiologistas de saude publica de todo o pais comegaram ha alguns anos a colaborar enviando 
informagoes de tipagem-padrao obtidas de cepas bacterianas, que causam doengas transmitidas por alimentos, para 
um banco publico de dados nacional conhecido como programa PulseNet. Os perfis de bandas obtidos por PFGE 
sao enviados aos participantes de todos os 50 estados. O programa PulseNet foi planejado como um sistema de 
alerta imediato para doengas transmitidas por alimentos. O leitor pode encontrar mais informagoes sobre essa 
iniciativa nacional para acompanhar e bloquear rapidamente doengas bacterianas transmitidas por alimento na 
pagina www.cdc.gov/pulsenet. 

Espectrometria de massa 

Varios tipos diferentes de espectrometria de massa sao utilizados pelos profissionais de laboratorios clinicos e 
ambientais para detectar e caracterizar moleculas. Estudos demonstraram que esse tipo de tecnologia e util para 
identificar microrganismos com base no perfil de suas proteinas a espectrometria de massa, especialmente proteinas 
de rRNA. 

A espectrometria de massa MALDI-TOF e o tipo de tecnica utilizada em microbiologia clinica. 15 -187 Hoje em 
dia, existem dois espectrometros de massa aprovados pela FDA e disponiveis no mercado para uso em laboratorios 
de microbiologia clinica. Esses sao o MALDI Biotyper® (Bruker, Billerica, MA) e o Vitek MS® (bioMerieux, 
Durham, NC). 

Em resumo, bacterias ou fungos originados de uma colonia sao misturados com a matriz fomecida pelo 
fabricante em determinada area da lamina de teste. A lamina e colocada no espectrdmetro de massa, onde o material 
colocado e ativado por um laser. A matriz absorve grande parte da energia emitida pelo laser e a converte em calor. 
O calor vaporiza a parte externa do especime. As moleculas avangam por um espago a vacuo com diferentes taxas 








de progressao, dependendo da razao massaxarga (m/z); esse “tempo de voo” (time offlight) e determinado pela 
velocidade de chegada das diferentes moleculas ao detector. A somatoria dos tempos de voo de todas as moleculas 
presentes gera um espectro (Figura 4.24). Em seguida, esse espectro e comparado eletronicamente com todos os 
espectros da biblioteca, de forma a encontrar a melhor correspondencia (Figura 4.25) e, a seguir, o microbio pode 
ser identificado (Figura 4.26). 



■ FIGURA 4.23 Rep-PCR para isolados de Staphylococcus. A analise dos fragmentos (a direita) reflete os padroes das 
faixas no gel, que foram obtidos depois da rep-PCR. O perfil de bandas (Coluna 1) e usado como padrao de comparagao. Os 
fragmentos obtidos dos isolados representados nas Colunas 2 e 3 sao indistinguiveis, embora sejam claramente diferentes 
dos que foram produzidos pela cepa representada na Coluna 13. 

A literatura esta repleta de artigos demonstrando o excelente desempenho geral desses espectrometros de massa 
para identificar grande variedade de microrganismos. A uma avaliagao inicial, a aquisigao desses aparelhos pode 
parecer proibitiva, em vista do alto custo fmanceiro. Contudo, quando se avaliam os materiais utilizados, o trabalho 
e o tempo necessario para a identificagao, entao o retorno do investimento por esses equipamentos e excelente. 
Embora esses fatores sejam importantes para justificar a compra desses equipamentos, as vantagens principais 
referem-se ao seu impacto clinico. Esses instrumentos identificam grande variedade de microrganismos dentro de 
alguns minutos com alto grau de precisao. O fomecimento imediato de informagoes precisas quanto a identidade 
dos microrganismos aos medicos oferece-lhes a oportunidade de assegurar cobertura terapeutica eficaz. Alem da 
identificagao direta dos microrganismos cultivados, alguns pesquisadores tern processado o sedimento dos fiascos 
de hemocultura para pesquisa no material direto, com algum sucesso, como forma de identificar mais rapidamente 
as causas das infecgoes sanguineas. 
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■ FIGURA 4.24 Espectro da MALDI-TOF produzido por um microrganismo. 



■ FIGURA 4.25 Comparagao do espectro da MALDI-TOF produzido por esse microrganismo com a biblioteca. (Esta figura 
encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 
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■ FIGURA 4.26 Correspondence gerada pelo computador, obtida pela comparagao eletronica do espectro do 
microrganismo desconhecido com todos os espectros da biblioteca. 



























































Evidentemente, existem algumas limitagoes, mas sao poucas. Por exemplo, essa tecnologia nao consegue 
diferenciar entre Shigella e E. coli. Assim como qualquer ensaio, e importante validar adequadamente todos os 
testes e encontrar meios de superar quaisquer inconvenientes. Em geral, o metodo MALDI-TOF tern relagao custo- 
eficacia favoravel e representa um avango significativo na identificagao de grande variedade de microrganismos no 
laboratorio de microbiologia clinica. 

Conclusao 

A revolugao molecular continua e esta mais forte que nunca. Os microbiologistas e engenheiros tem fomecido 
solugoes inovadoras para facilitar o diagnostico laboratorial das doengas infecciosas. Algumas aplicagoes 
moleculares para detectar e caracterizar todos os tipos de microrganismos, das quais algumas sao faceis de usar, 
foram aprovadas pela FDA. Alguns desses ensaios adotaram uma abordagem sindromica, com testes dirigidos para 
faixas mais amplas de microrganismos que causam determinado tipo de doenga (p. ex., gastrenterite), mesmo que 
esses microrganismos nao estejam taxonomicamente relacionados (p. ex., bacterias, virus e/ou parasitas ou fungos 
incluidos no mesmo ensaio). Ao mesmo tempo, os microbiologistas clinicos pela primeira vez utilizam 
espectrometria de massa para identificar mais rapidamente microrganismos e, em muitos casos, tambem para 
identificar com mais precisao outros microrganismos encontrados menos comumente. Por fim, o uso da tipagem 
genetica dos microbios ainda e necessario para demonstrar a proximidade entre os microrganismos e continua a 
oferecer informagoes uteis acerca da transmissao das doengas infecciosas. Embora existam varios metodos 
moleculares, o uso dos metodos de NGS promete ser outro recurso poderoso disponivel ao epidemiologista 
molecular. 
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'N. T. O termo utilizado em ingles e left-handed , cuja tradu?ao corrente e canhoto ou sinistro. No contexto do livro, o termo 
pode ser traduzido como levogiro, ou seja, uma substancia que desvia um feixe de luz para a esquerda. 
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Muitos conhecimentos sobre o mundo microbiano foram acumulados desde que Leeuwenhoek observou, pela 
primeira vez, bacterias e protozoarios com seu microscopio primitivo ha mais de tres seculos. Os microrganismos 
estao presentes em todos os ambientes, inclusive solo, agua e ar. Participam de todas as fungoes vitais observadas 
nos seres vivos mais complexos de ordens superiores, estao associados aos habitats inanimados e tambem a todas as 
outras condigoes de vida. Por meio de suas atividades nesses ambientes, os microrganismos fazem parte do 
equilibrio biologico. Processos geneticos e bioquimicos que ocorrem nas mais diferentes formas de vida tern sido 
elucidados gragas aos estudos com microrganismos. Alem disso, apenas atualmente as inumeraveis fungoes 
desempenhadas por esses seres vivos nos ciclos ambientais comegaram a ser compreendidas plenamente. Tendo em 
vista a enorme variedade de microbios presentes nos diferentes ambientes, apenas um numero relativamente 
pequeno de microrganismos causadores de doengas nos seres humanos serao tema dos capitulos subsequentes deste 
livro. 

No final do seculo 19, Louis Pasteur derrubou experimentalmente o mi to da geragao espontanea, e Robert Koch, 
entre outros, demonstrou que os microrganismos eram capazes de causar doengas infecciosas, como antraz e 
tuberculose. Embora as tecnicas modemas permitam avaliagoes mais diretas da virulencia e da patogenicidade 
microbianas, tomando os postulados originais de Koch, ate certo ponto, inaplicaveis, tais principios fundamentais 


ainda servem como base para a relagao inquestionavel entre microrganismos e doengas infecciosas. O Boxe 5.1 
descreve os postulados de Koch em linhas gerais. 

Taxonomia | Classificagao, nomenclatura e identificagao das bacterias 

A taxonomia bacteriana refere-se especificamente a tres conceitos basicos: classificagao, nomenclatura e 
identificagao. 


Boxe 5.1 


Postulados de Koch 

1. Em todos os casos de doenga infecdosa, urn microrganismo deve estar presente. 

2. 0 microrganismo pode ser isolado (ou demonstrado) nos especimes obtidos dos pacientes com essa doenga. 

3. A inoculagao do microrganismo isolado em animais susceti'veis provoca uma doenga semelhante. 

4. 0 mesmo microrganismo associado a doen^a inicial pode ser recuperado dos especimes representativos obtidos do animal infectado 
experimentalmente. 

Classificagao e o processo de dividir sistematicamente os microrganismos em grupos, dos quais as especies 
representam o nivel mais defmitivo e menor de divisao. A classificagao tambem se aplica ao agrupamento das 
especies descritas em generos e, por extensao, familias, ordens, classes e filos. No passado, novas especies 
originavam-se do reconhecimento de cepas isoladas, as quais apresentavam caracterfsticas fenotipicas que as 
diferenciavam de microrganismos semelhantes (p. ex., outros membros da familia Enterobacteriaceae). Em seguida, 
essas cepas isoladas eram comparadas com outros microrganismos utilizando um conjunto amplo de testes 
fenotipicos. As aplicagoes atuais das tecnicas moleculares (p. ex., hibridizagao do DNA, sequenciamento do DNA e 
amplificagao baseada na reagao da cadeia de polimerase [PCR]) tem permitido aos taxonomistas identificar 
“sequencias de assinatura” e outros elementos geneticos dos microbios, que estabelecem a proximidade genetica 
entre e dentre os diversos microrganismos. Com base nas comparagoes sistematicas dos tragos geneticos, 
quimiotaxonomicos e fenotipicos, taxons ineditos poderiam ser propostos e nomeados em publicagoes. O processo 
de nomeagao dos microrganismos e delineado por regras de nomenclatura. 

Nomenclatura das bacterias 

Os esforgos para codificar a taxonomia e a nomenclatura das bacterias comegaram com seriedade nos primeiros 
anos do seculo 20, com os trabalhos de Chester, Buchanan e outros pesquisadores. 1213,20,64 Durante as primeiras 
decadas do seculo 20, foram criadas comissoes de microbiologistas interessados, a fim de organizar a taxonomia 
bacteriana, estabelecer regras referentes a validagao dos nomes de bacterias recem-descobertas e defmir 
procedimentos para alterar a nomenclatura (Boxe 5.2). Essas discussoes resultaram na publicagao do International 
Code of Nomenclature of Bacteria (Codigo Intemacional de Nomenclatura de Bacterias), em 1948. As revisoes 
repetidas desse documento foram publicadas pelo International Committee of Systematic Bacteriology em 1958, 
1973 e 1992. 83,84 As prioridades e as regras para a nomeagao das bacterias foram estabelecidas em l 2 de maio de 
1953 e, no dia l 2 de janeiro de 1980, a primeira “Approved List of Bacterial Names” (Lista Aprovada de Nomes 
Bacterianos) foi publicada no International Journal of Systematic Bacteriology (USB). 80 Essa lista foi atualizada e 
republicada em 1989. 81 Os numeros trimestrais do IJSB (hoje conhecido como International Journal of Systematic 
and Evolutionary Microbiology, ou IJSEM) listam rotineiramente os nomes das especies novas (; i . e.. Validation 
Lists [Listas de Validagao]). As descrigoes das especies novas podem ser publicadas no IJSEM ou em varios outros 
periodicos, dos EUA ou de outros paises. Quando a descrigao e publicada em outro periodico que nao o IJSEM, o 
nome e a referenda de literatura contendo sua descrigao devem aparecer subsequentemente em uma Validation List 
do IJSEM. Desde o inicio do terceiro milenio, apareceram na “Approved List of Bacterial Names” do IJSE, ou nas 
Validation Lists desse periodico, exatamente 4.314 nomes de especies procariotas nomeadas corretamente. 80,31 Mais 
recentemente, foram tambem estabelecidas normas para acolher nomes propostos de especies que nao sao 
cultivaveis in vitro, mas que foram caracterizadas por metodos moleculares (ver adiante). 59,60 Designagoes de 
especies novas ou revisadas podem ser propostas por qualquer pesquisador; os criterios de publicagao, inclusive a 
nomeagao das especies novas, estao descritos no Boxe 5.2. O autor deve apresentar uma descrigao detalhada das 



caracteristicas morfologicas, bioquimicas e geneticas do microrganismo, e uma cepa viva do microrganismo isolado 
em cultura e designada como “cepa tipica” da nova especie descrita. Essa cepa tipica e depositada em colegoes de 
cultura de referencia (p. ex., a American Type Culture Collection [ATCC] e a National Type Culture Collection 
[NTCC]); desse modo, as especies novas estarao disponiveis para outros pesquisadores. Os questionamentos quanto 
a validade dos nomes das especies novas sao apresentados publicando-se um “pedido de parecer” a Judicial 
Commission of the International Union of Microbiological Societies (Comissao Judicial da Uniao Intemacional das 
Sociedades de Microbiologia). Em geral, essa comissao encaminha o pedido aos comites menores, que se dedicam 
aos grupos especificos de microrganismos, por exemplo, Enterobacteriaceae ou Pasteurellaceae. 


Boxe 5.2 


Regras da nomendatura de bacterias 

1. Existe apenas um nome correto para cada microrganismo. Quando ha mais de um nome para a mesma especie, o nome valido mais antigo desse 
microrganismo tern precedence. Em alguns casos, os nomes propostos e aceitos podem ser alterados de forma a refletir as terminates 
latinizadas mais apropriadas (p. ex., o nome Alloiococcus otitis foi alterado para Alloiococcus otitidis). 

2. Os nomes gue causam erro ou confusao devem ser rejeitados. 

3. Todos os nomes estao em latim ou sao "latinizados" (/'. e., recebem terminates compativeis em termos de uso e genero [masculino, feminino, 
neutro]), independentemente de sua origem. 

4. A primeira palavra do nome (nome do genero) sempre aparece com letra maiuscula. 

5. A segunda palavra (nome ou epiteto da especie) aparece em letra minuscula. 

6. Os nomes do genero e da especie - referidos em conjunto como especie - devem ser sublinhados ou escritos em italico nos textos impressos. 

7. 0 nome correto ou as designates taxonomicas de uma especie ou de ordens superiores sao determinadas por publicates validas, legitimidade 
do nome no gue se refere as regras da nomendatura e prioridade de publicaqao. 

8. Os nomes do genero e da especie publicados na IJSEM podem ser alterados, de acordo com as seguintes regras: 

a. Com a transference de uma especie de um genero para outro, o epiteto da especie e conservado (p. ex., Campylobacter pylori passou a ser 
Helicobacter pylori) 

b. Quando se demonstra gue uma cepa de um tipo pertence realmente a um outro genero, o genero da cepa desse tipo e considerado invalido 

c. Quando um microrganismo esta induido em dois ou mais generos, ou tern duas ou mais designates de especie, o nome do genero/especie 
gue contem a cepa do tipo certo e considerado o valido. 


Identificagao fenotipica das bacterias 

Os procedimentos de identificagao fenotipica ainda sao o metodo principal para identificar a maioria das bacterias 
isoladas no laboratorio de microbiologia clinica (Boxe 5.3). O foco dos esforgos de identificagao esta nos niveis do 
genero e da especie, sem tentativa de descrever a hierarquia a qual pertence determinado microrganismo. 
Atualmente, esquemas taxonomicos como os que foram publicados nas edigoes de quatro volumes do Bergeys 
Manual of Systematic Bacteriology de 1984 a 1989, na edigao de 1994 do Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology e em varios manuais e revistas de pratica laboratorial refletem os agrupamentos das bacterias em 
esquemas nao hierarquizados baseados unicamente nas caracteristicas fenotipicas. No prefacio da edigao de 1994 do 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, o editor-chefe J. G. Holt afirmou que “a organizagao do livro e 
estritamente fenotipica; nao foi realizada tentativa de oferecer uma classificagao natural. A organizagao escolhida e 
utilitarista e tern como objetivo facilitar a identificagao das bacterias. 13,46 Neste contexto, a defmigao operacional de 
uma especie e um conjunto de cepas que compartilham caracteristicas fenotipicas em comum. Uma cepa bacteriana 
e derivada de um unico isolado de cultura, enquanto a cepa especie-tipo representa o exemplo permanente da 
especie, que leva o nome de referencia e faz parte de uma colegao de culturas de referencia (p. ex., ATCC). As 
especies sao classificadas morfologica e bioquimicamente em generos defmidos que, por sua vez, sao agrupados em 
famllias, cada uma com determinadas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas. Como as decisoes e 
controversias taxonomicas sao arbitradas pelo comite, o conhecimento pessoal e os vieses introduzidos tornam ate 
certo ponto arbitraria a classificagao fenotipica acima do nivel das especies. 37 Entretanto, as regras de nomendatura 
que implicam classificagao hierarquica sao aceitas ha muitos anos como convengao taxonomica para esses 
esquemas de classificagao nao hierarquizados. Por isso, os nomes das familias tern a terminagao latinizada -aceae 
(p. ex., familia Enterobacteriaceae, familia Neisseriaceae), os nomes das ordens tern a terminagao -ales (j. e., ordem 



Eubacteriales) e os nomes das tribos terminam em -eae (p. ex., tribo Proteae). A incorporagao dos dados fenotipicos 
aos bancos de dados computadorizados dos sistemas de identificagao disponiveis possibilitou a organizagao 
sistematica da maioria dos dados fenotipicos acumulados. Evidentemente, esses dados continuarao a servir ao 
laboratorio clinico como metodo principal de identificagao das bacterias. Contudo, o desenvolvimento de tecnicas 
geneticas inteligentes e potentes tomou a classificagao hierarquica das bacterias nao apenas uma possibilidade, mas 
tambem algo inevitavel. 


Boxe 5.3 


Metodos de caracterizagao dos microrganismos no laboratorio de microbiologia clinica 

1. Morfologia celular. Isso indui tamanho e forma das celulas e disposigao das celulas em relagao umas as outras. 

2. Caracteristicas de coloragao. Isso geralmente se refere as coloragoes por Gram e corantes alcool-acidos, mas pode incluir a descrigao de outras 
caracteristicas microscopicas, inclusive existencia de esporos, granulos metacromaticos, vacuolos etc. 

3. Motilidade. A motilidade pode ser observada ao exame microscopico de uma preparagao a fresco, ou por inoculagao em meio semissolido para 
se observar a motilidade. 

4. Existencia/inexistencia de esporos. A existencia de esporos e particularmente util para identificar especies de Clostridium, Bacillus e outras. 
Em geral, os esporos podem ser detectados nas coloragoes por Gram, mas em alguns casos pode ser util usar corantes especfficos para esporos. 

5. Caracteristicas de crescimento: 

a. Velocidade de crescimento. A maioria dos microrganismos isolados no laboratorio clinico cresce dentro de 1 a 2 dias. Contudo, algumas 
bacterias (p. ex., actinomicetos, micobacterias) podem demorar muito mais. 

b. Morfologia das coldnias nos meios de cultura. As bacterias variam guanto ao seu aspecto nos meios de cultura solidos. Com 
experience, a morfologia das colonias em varios meios, guando e combinada com alguns testes rapidos (p. ex., oxidase, catalase), 
geralmente e suficiente para a caracterizagao do genera dos microrganismos cultivados a partir de especimes clfnicos. 

c. Condigoes atmosfericas ideais para o crescimento. Os microrganismos podem ser caracterizados por suas necessidades de oxigenio e, 
dependendo desse reguisito, podem ser dassificados como aerobios (exigem 0 2 ), facultativos (podem crescer com ou sem 0 2 ) ou 
anaerobios (crescimento ideal ou significativo apenas na ausencia de 0 2 ). 0 crescimento da maioria dos microrganismos tambem e 
estimulado pelo C0 2 e, no caso das bacterias capnofilicas (p. ex., Neisseria gonorrhoeae), o C0 2 e necessario ao crescimento. Outras 
microrganismos como Campylobacter jejuni podem necessitar de condigoes atmosfericas com pressao de 0 2 ligeiramente reduzida; esses 
microrganismos sao conhecidos como microaerofilos. 

d. Temperatura ideal para o crescimento. A maioria dos microrganismos isolados nos laboratories di'nicos cresce preferencialmente em 
temperaturas de 35 a 37°C. A capacidade de crescer em varias temperaturas pode ser util a caracterizagao de algumas bacterias isoladas (p. 
ex., especies de Campylobacter e algumas micobacterias gue nao causam tuberculose). 

e. Morfologia das coldnias em meios nao seletivos, seletivos e diferenciais. Os laboratories di'nicos inoculam rotineiramente os 
especimes em meios nao seletivos e seletivos, de modo a assegurar condigoes ideais ao crescimento dos microrganismos de uma amostra 
clinica. Os meios seletivos usam agentes antimicrobianos (p. ex., colistina e acido nalidi'xico no agar de colistina-acido nalixi'dico [CAN]) ou 
corantes e sais biliares (p. ex., agar MacConkey; agar de eosina-azul de metileno [EMB; do ingles, eosin-methylene blue]) para inibir o 
crescimento de alguns microrganismos e favorecer a proliferagao de outras. Alem disso, alguns meios seletivos tambem sao diferenciais, ou 
seja, as colonias gue crescem em determinado meio tern aspectos informativos guanto a uma ou mais caracteristicas fenotipicas. Esses 
aspectos podem sugerir a identidade provavel do microrganismo (p. ex., colonias incolores das especies de Shigella nao fermentadoras de 
lactose versus colonias roseas/avermelhadas de F. coli fermentadora de lactose no agar MacConkey). 

6. Caracteristicas bioquimicas. Alem da morfologia das celulas e das colonias, bem como do aspecto das colonias nos meios seletivos e 
diferenciais, os testes bioqui'micos e enzimaticos constituem a base da maioria dos procedimentos de identificagao realizados nos laboratories de 
microbiologia clinica. Em geral, as caracteristicas bioquimicas (fenotipicas) referem-se a formagao de subprodutos bioqufmicos bem-definidos a 
partir de substratos especfficos, a produgao de acidos a partir de varios carboidratos e a existencia de algumas enzimas bacterianas determinadas 
porsubstratos cromogenicos ou outras metodos. 

7. Testes sorologicos. Em geral, os testes sorologicos para identificagao de bacterias consistem na deteegao de antfgenos por imunoensaios 
enzimaticos ou de fluorescencia, ou ensaios de aglutinagao (ver Capftulo 3). Os metodos de identificagao sorologica tambem podem ser usados 
para confirmar as identificagoes definidas por outras metodos. Por exemplo, as especies de Salmonella podem ser identificadas por metodos 
fenotipicos, mas a sorotipagem das cepas de Salmonella quanto aos antfgenos somaticos e flagelares geralmente e realizada por urn teste de 
aglutinagao em lamina com antissoros especfficos para cada tipo ou grupo. 



8. Analise dos subprodutos metabolicos ou dos componentes estruturais dos microrganismos. A analise dos subprodutos metabolicos e 
realizada indiretamente em quase todos os sistemas de identificaqio microbiana, nos quais um subproduto metabolico produz uma alteraqio 
detectavel visualmente em algum tipo de indicador. Contudo, essas analises tambem podem ser realizadas por outros metodos, inclusive analise 
de cromatografia gasosa de uma amostra da cultura em caldo depois da extraqio por varios solventes organicos. Essa tecnica e especialmente 
util para a determinate do genera e da especie das bacterias anaerobias. As abordagens quimiotaxonomicas (p. ex., analises da membrana 
externa e dos peptidoglicanos da parede celular; composiqio da parade celular; deteqao dos componentes do transporte de eletrons, inclusive 
citocromos e menaquinonas por cromatografia liquida de alta pressao ou liquido-gasosa) tambem sao uteis, mas nao sao utilizadas na maioria 
dos laboratorios. A analise da parede celular alcanqiu sucesso em alguns laboratories hospitalares como metodo para diferenciar e identificar 
micobacterias e microrganismos semelhantes. 

9. Analise genetica molecular. Os metodos moleculares induem o teor percentual de G+C, a hibridiza^ao de DNA-DNA, a PCR e o 
sequenciamento das bases do DNA. Embora esses metodos nao sejam utilizados rotineiramente em muitos laboratories hospitalares, eles 
possibilitaram o desenvolvimento dos ensaios moleculares que hoje sao utilizados em muitos laboratorios para detectar e identificar 
micobacterias, clami'dias, fungos sistemicos e outras bacterias. As tecnicas de amplificagao (p. ex., PCR, reaqio em cadeia de ligase, amplifica^ao 
por deslocamento da fita, identifica^ao dos acidos nucleicos com base em sequencia e amplifica^ao mediada por transcrigao) tambem sao 
utilizadas em muitos laboratorios dinicos para a detecqio direta de Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae nos especimes urogenitais; 
para a deteqao e a diferenciagao dos virus respiratorios; para a deteqao de C. difficile; e para as determinates das cargas virais dos pacientes 
com HIV-1, infeegoes virais associadas aos transplantes (p. ex., CMV, BK e VEB) e infeegoes pelo virus da hepatite C. 

10. Analise protedmica. A tecnica MALDI-TOF (do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) e um tipo de espectrometria de 
massa, que esta dispomvel no mercado e passou a ser utilizado comumente em laboratorios de microbiologia dinica, em muitos casos como 
substituto da identificagao bioquimica tradicional. Os microrganismos, mais comumente bacterias e fungos, sao colocados em uma lamina de 
teste e misturados com o material da matriz. 0 especime e submetido a dessorgao/ioniza^ao a laser, e as moleculas do microrganismo sao 
separadas basicamente por sua massa e seu "tempo de voo". 0 espectro formado com base principalmente no teor proteico dos microrganismos e 
comparado com uma biblioteca de espectros de microrganismos conhecidos e, desse modo, a identifica^ao pode ser realizada dentro de alguns 
minutos a um custo muito baixo por exame. 


Criterios filogeneticos para a classificacao das bacterias 

Como a sequencia de nucleotidios do DNA e singular a cada especie de microrganismos, a analise da proximidade 
entre os microrganismos foi reconhecida como um recurso potencial a caracterizagao da taxonomia e da 
nomenclatura das bacterias. Inicialmente, o DNA foi analisado quanto ao seu percentual de guanina mais citosina 
(G+C%). Entretanto, essa analise e limitada pelo fato de que dois microrganismos com sequencias diferentes de 
DNA podem ter teores semelhantes de G+C%. Em seguida, pesquisadores descobriram que a hibridizagao de 
DNA-DNA fomecia informagoes mais esclarecedoras. O DNA de dupla-helice pode ser separado em duas fitas que 
o compoem por agao do calor ou de concentragoes altas de sais. Com o resffiamento ou a redugao da concentragao 
dos sais, as duas fitas voltam a recompor-se ou hibridizar nas formas de dupla-helice por pareamento das bases 
especificas (ver adiante). O grau com que as duas fitas separadas de DNA se recombinam uma com a outra e um 
indicio indireto de sua proximidade ou semelhangaC 6 Com a utilizagao dessa tecnica, pesquisadores descobriram 
que os microrganismos com cerca de 15% ou mais de discrepancia entre as sequencias nao tern seu DNA 
recombinado em condigoes ideais; desse modo, o DNA originado de microrganismos pouco semelhantes nao forma 
hibridos. Por isso, a hibridizagao de DNA-DNA tern sido mais util para comparar microrganismos no nivel das 
especies ou abaixo dele. Nesse contexto, uma especie bacteriana pode ser definida como um grupo de bacterias que 
apresentam mais de 70 a 75% de homologia do DNA, com 5% ou menos de divergencia das sequencias de 
nucleotidios relacionados. s<1 ’ y6 

Na decada de 1970, os geneticistas comegaram a estudar as sequencias do RNA ribossomico como metodo para 
demonstrar a proximidade entre os microrganismos. Esse trabalho enfatizou a moiecuia de rRNA 16S, que e uma 
parte da subunidade 30S do ribossomo bacteriano (ver adiante). Essa moiecuia tern comprimento de 1.500 a 1.800 
nucleotidios, pode ser isolada facilmente das bacterias e apresenta as mesmas caracteristicas estruturais e funcionais 
em todas as celulas bacterianas. Os RNA ribossomicos das subunidades pequenas tern sido conservados em grande 
parte ao longo da evolugao; em geral, as mutagoes dessas sequencias de bases altamente conservadas sao letais e os 
microrganismos com tais mutagoes nao sobrevivem nem se propagam. Alem disso, como essas moleculas fazem 
parte de uma estrutura proteica complexa (/. e., o ribossomo bacteriano), a transferencia horizontal dos rRNA aos 
outros microrganismos e rara. Com o exame das sequencias de nucleotidios do rRNA 16S, e possfvel definir as 



relagoes filogeneticas e a evolugao dos microrganismos a partir dos tipos ancestrais comuns. A analise das 
sequencias do RNA ribossomico e mais util para determinar a proximidade dos microrganismos acima do nivel de 
genero, embora tal tecnica tenha sido usada para validar as diferengas fenotipicas existentes entre generos e especies 
diretamente relacionados. Em geral, as cepas da mesma especie apresentam homologia de mais de 97% nas 
sequencias de seu rRNA. 86 

Desde o inicio, os estudos de sequenciamento do RNA de subunidades pequenas produziu enorme impacto na 
sistematica bacteriana. No final da decada de 1970, a analise dos rRNA 16S de diversos grupos bacterianos (/. e., 
bacterias metanogenicas [que produzem metano], bacterias halofilicas, bacterias termoacidofilicas etc.) revelou que 
tais microrganismos eram inteiramente divergentes das outras bacterias e dos organismos eucariotos e prenunciou a 
divisao do mundo microbiano em dois dominios - Archaea e Bacteria - alem de reforgar a separagao filogenetica 
dos organismos eucariotos em um terceiro dominio: Eukaryota. O desenvolvimento dos metodos de sequenciamento 
do DNA no final da decada de 1970 e da tecnologia de PCR por transcrigao reversa (RT-PCR) no inicio da decada 
seguinte possibilitou a amplificagao e o sequenciamento do rDNA de subunidades pequenas. Os estudos detalhados 
e a catalogagao dessas sequencias durante as decadas de 1980 e 1990 constituem a base do esquema proposto de 
classificagao filogenetica. A segunda edigao do Bergey s Manual of Systematic Bacteriology refletia um afastamento 
completo do esquema de classificagao filogenetica apresentado na primeira edigao. A segunda edigao desse livro 
comegou a ser publicada em 2001 com o volume 1, que cobria o dominio Archaea e as bacterias fototroficas. Nos 
anos seguintes, os autores publicaram o volume 2 (Proteobacteria) em 2005, o volume 3 (Firmicutes) em 2009 e o 
volume 4 (Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes [Mollicutes], Acidobacteria, Fibrobacteres, Fusobacteria, 
Dictyoglomi, Gemmatimonadetes, Lentisphaerae, Verrucomicrobia, Chlamydiae e Planctomycetes) em 2011. 

O mundo dos procariotos e dividido em dois dominios - Archaea e Eubacteria. Os organismos eucariotos sao 
colocados no dominio Eukaryota. Os dominios Archaea e Bacteria provavelmente evoluiram de um microrganismo 
ancestral, conforme se evidencia pelas semelhangas entre as sequencias dos aminoacidos de enzimas e moleculas 
estruturais e regulatorias grandes (p. ex., trifosfatases de adenosina e fatores de alongamento), que participam da 
sintese das proteinas. O dominio Archaea inclui dois ramos principais - Euryarchaeota e Crenarchaeota. O ramo 
Euryarchaeota inclui as bacterias metanogenicas, as bacterias que reduzem sulfato, as bacterias halofilicas (que 
necessitam de sais) e termoacidofilicas (crescimento ideal entre 50° e 60°C e pH menor que 5,0) aerobias, bem 
como as bacterias hipertermofflicas anaerobias. Todos os representantes do ramo Crenarchaeota sao 
microrganismos termofflicos (crescimento ideal entre 50° e 60°C) representados por heterotrofos redutores de 
enxofre ou aerobios capazes de oxidar enxofre ou outros substratos organicos e inorganicos. Embora Archaea sejam 
semelhantes a Eubacteria em tamanho, estrutura do nucleoide, crescimento e divisao celulares, elas tambem diferem 
em varios aspectos. O tamanho do genoma de Eubacteria (0,6 a 12 x 10 6 pares de bases) pode ser ate tres vezes 
maior que o de Archaea (1 a 4 x 10 6 pares de bases). Bacterias do dominio Archaea tern paredes celulares 
compostas basicamente de proteinas e nao tern o peptidoglicano mureina encontrado em Eubacteria. Embora os dois 
grupos tenham ribossomos 70S, os componentes de Archaea sao insensiveis a inibigao da sintese proteica pela 
estreptomicina ou pelo cloranfenicol, mas, como Eukaryota, sao sensiveis a inibigao pela toxina difterica. 
Caracteristicas opostas sao encontradas em Eubacteria. Em resumo, o dominio Archaea engloba bacterias 
conhecidas como “extremofilos” ambientais; tal grupo nao contem patogenos humanos. 

Os microrganismos do dominio Eubacteria (ou dominio Bacteria, de acordo com o Bergey s Manual) sao 
subclassificados em divisoes ou filos. A maioria desses filos e composta de especies ambientais, como as bacterias 
termofilicas e/ou fotossinteticas. Os patogenos humanos estao distribuidos entre oito filos diferentes. A maioria das 
bacterias gram-negativas clinicamente significativas faz parte do filo Proteobacteria, que e dividido em cinco 
classes designadas como a-, P-, y-, 5- e e—Proteobacteria. Todas as bacterias entericas, a maioria das especies nao 
fermentativas, os cocos e cocobacilos gram-negativos exigentes e Campylobacter pertencem as diversas classes do 
filo Proteobacteria. O filo Firmicutes inclui os clostridios, as eubacterias, os peptococos, os bacilos gram-positivos 
aerobios formadores de esporos (p. ex.. Bacillus e generos relacionados), estafilococos, estreptococos e enterococos. 
O filo Actinobacteria inclui os actinomicetos aerobios e anaerobios e microrganismos relacionados, os cocos gram- 
positivos aerobios e varios outros generos de bacilos gram-positivos facultativos. O filo Bacteroidetes contem os 
microrganismos do grupo Bacteroides ( Bacteroides, Porphyromonas e Prevotella), as flavobacterias, as 
esfmgobacterias e os bacilos gram-negativos nao fermentativos semelhantes. O filo Fusobacteria e composto pelas 
fusobacterias e pelo genero Streptobacillus . O filo Spirochaetes e o filo Chlamydiae incluem as bacterias 
espiralares (p. ex., Borrelia, Treponema e Leptospira) e os generos Chlamydia e Chlamydophila, respectivamente. O 



fllo Tenericutes inclui os micoplasmas e ureaplasmas. O Boxe 5.4 apresenta uma descriqao geral completa do 
esquema de classificagao dos microrganismos associados aos seres humanos e as doenqas humanas, conforme a 
nova edigao do Bergev s Manual of Systematic Bacteriology. 


Boxe 5.4 


Classificagao hierarquica das bacterias dinicamente significativas, de acordo com o Bergey's Manual of Systematic 


Bacteriology, Segunda Edicao 


Dominio Bacteria 

Filo Proteobacteria 



Classe Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Familia 

Genero 

(5-Proteobacteria 

Caulobacteriales 


Caulobacteraceae 

Brevundimonas, Caulobacter 


Rhizobiales 


Bartonellaceae 

Bartonella 




Bradyrhizobiaceae 

Afipia, Agromonas, Bosea, 

Bradyrhizobium 




Brucellaceae 

Brucella, Ochrobactrum, 

Pseudochrobactrum 




Methylobacteriaceae 

Methylobacterium, Protomonas 




Phyllobacteriaceae 

Mesorhizobium 




Rhizobiaceae 

Agrobacterium, Rhizobium 


Rickettsiales 


Anaplasmataceae 

Aegyptianella, Anaplasma, 

Cowdria, Ehrlichia, 

Neorickettsia, Wolbachia 


Sphingomonadales 


Sphingomonadaceae 

Sphingomonas 

(5-Proteobacteria 

Burkholderiales 


Alcaligenaceae 

Achromobacter, Alcaligenes, 

Bordetella, Oligella, Sutterella 

Taylorella 




Burkholderiaceae 

Burkholderia, Cupriavidus, 

Lautropia, Pandoraea, 

Paucimonas, Ralstonia, 

Wautersia 




Comamonadaceae 

Acidovorax, Comamonas, Delftia 


Neisseriales 


Neisseriaceae 

Allysiella, Aguaspirillum, 

Chromobacterium, Eikenella, 

Kingella, Simonsiella, 

Vitreoscilla 


Nitrosomonadales 


Spirillaceae 

Spirillum 

Y-Proteobacteria 

Aeromonadales 


Aeromonadaceae 

Aeromonas 




Succinivibrionaceae 

Anaerobiospirillum, 



Cardiobacteriales 


Enterobacteriales 


Legionellales 


Legionellales 

indassificadas 

Oceanospirillales 

Pasteurellales 


Succinomonas, Succinovibrio 

Shewanellaceae Shewanella 

Cardiobacteriaceae Cardiobacterium, Dichelobacter, 

Suttonella 

Enterobacteriaceae Arenophonus, Biostraticola, 

Brenneria, Buchnera, Budvitia, 

Buttiauxella, 

Calymmatobacterium, 

Cedacea, Citrobacter, 
Chronobacter, Dickeya, 
Edwardsiella, Enterobacter, 
Erwinia, Escherichia, Ewingella, 
Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, 
Leclercia, Leminorella, Levinea, 
Mangrovibacter, Moellerella, 
Morganella, 

Obesumbacterium, Pantoea, 
Pectobacterium, Photorhabdus, 
Pleisiomonas, Pragia, Proteus, 
Providencia, Rahnella, 
Raoultella, Saccharobacter, 
Salmonella, Samsonia, 

Serratia, Shigella, Sodalis, 
Tatumella, Thorselia, 
Trabulsiella, Wigglesworthia, 
Xenorhabdus, Yersinia, 
Yokenella 


Coxsiellaceae Aguacilla, Coxiella 

Legionellaceae Fluoribacter, Legionella, 

Sarcobium, Tatlockia 

Rickettsiella 


Oceanospirillaceae Balneatrix 

Pasteurellaceae Actinobacillus, Aggregatibacter, 

Avibacterium, Bash a, 
Bibersteinia, Chelonobacter, 
Gallibacterium, Haemophilus, 
Histophilus, Lonepinella, 
Mannheimia, Nicoletella, 
Pasteurella, Phocoenobacter, 
Volucribacter 




Pseudomonadales 


Moraxellaceae 

Acinetobacter, Moraxella, 

Psychrobacter 




Pseudomonadaceae 

Chryseomonas, Flavimonas, 

Pseudomonas 


Thiotrichales 


Francisellaceae 

Francisella 


Vibrionales 


Vibrionaceae 

Listonella, Photobacterium, Vibrio 


Xanthomonadales 


Xanthomonadaceae 

Stenotrophomonas 

6-Proteobacteria 

Desulfovibrionales 


Desulfovibrionaceae 

Bilophila, Disulfovibrio, Lawsonia 

E-Proteobacteria 

Campylobacteriales 

Filo Firmicutes 

Campylobacteraceae 

Arcobacter, Campylobacter 

Classe Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Fami'lia 

Generos 

Bacilli 

Bacillales 


Alicydobacillaceae 

Alicyclobacillus,Sulfobacillus 




Bacillaceae 

Alkalibacillus, Amphibacillus, 


Anoxybacillus, Aquisalibacillus, 
Bacillus, Caldalkalibacillus, 
Cemsibacillus, 

Exiguobacterium, Falsibacillus, 
Filobacillus, Geobacillus, 
Gracilibacillus, 

Halalkalibacillus,Halobacillus, 

Halolactibacillus, 

Jeotgalibacillus, Lentibacillus, 

Lysinibacillus, Marinibacillus, 

Natronobacillus, 

Oceanobacillus, 

Ornithinibacillus, 

Paraliobacillus, 

Paucisalibacillus, 

Pelagibacillus, Piscibacillus, 
Pontibacillus, Saccharococcus, 
Salibacillus,Salimicrobium, 
Salinibacillus, Salirhabdus, 
Salsuginibacillus, 
Sediminibacillus, Tenuibacillus, 
Terribacillus, Thalassobacillus, 
Tumebacillus, Ureibacillus, 
Virgibacillus, Viridibacillus, 
Vulcanibacillus 

Listeriaceae Brochothrix, Listeria 

Paenibacillaceae Ammoniphilus, Aneurinibacillus, 






Brevibacillus, Cohnella, 

Fontibacillus, Oxalophagus, 

Paenibacillus, Saccharibacillus, 

Thermicanus, Thermobacillus 



Pasteuriaceae 

Pasteuria 



Planococcaceae 

Filibacter, Kurthia, 

Paenisporosarcina, 

Planococcus, Planomicrobium, 

Sporosarcina 



Sporolactobacillaceae 

Marinococcus,Sporolactobacillus, 

Tuberibacillus 



Staphylococcaceae 

Gemella, Jeotgalicoccus, 

Macrococcus, Nosocomiicoccus, 

Salinicoccus, Staphylococcus 


Lactobacillales 

Aerococcaceae 

Abiotrophia, Aerococcus, 

Dolosicoccus, Eremococcus, 

Facklamia, Globicatella, 

Ignavigranum 



Carnobacteriaceae 

Agitococcus, Alkalibacterium, 

Allofustus, Alloiococcus, 

Atopococcus, Atopostipes, 

Carnobacterium, Desemzia, 

Dolosigranulum, 

Granulicatella, Isobacullum, 

Lacticigenium, Lactosphaera, 

Marinilactibacillus, 

Trichococcus 



Enterococcaceae 

Atopobacter, Bavariicoccus, 

Catellicoccus, Enterococcus, 

Melissococcus, Pilibacter, 

Tetragenococcus, Vagococcus 



Lactobacillaceae 

Lactobacillus, Paralactobacillus, 

Pediococcus 



Leuconostocaceae 

Fructobacillus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Weissella 



Streptococcaceae 

Lactococcus, Lactovum, 

Streptococcus 

Clostridia 

Clostridiales 

Clostridiaceae 

Clostridium, Sarcina 



Eubacteriaceae 

Acetobacterium, Alkalibacter, 

Eubacterium, Mogibacterium 





Gracilibacteriaceae 

Gracilibacter 



Lachnospiraceae 

Lachnospira, Butyrivibrio 



Peptococcaceae 

Peptococcus 



Peptostreptococcaceae 

Anaerococcus, Anaerosphaera, 

Filifactor, Finegoldia, 

Flelcococcus, Peptoniphilus, 

Peptostreptococcus 



Veillonellaceae 

Acidaminococcus, Megasphaera, 

Selenomonas, Veillonella 


Filo Actinobacteria 



Classe Subdasse Ordem 

Subordem 

Familia 

Generos 

Actinobacteria Actinobacteridae Actinomycetales 

Actinomycineae 

Actinomycetaceae 

Actinomyces, Actinobaculum, 

Arcanobacterium, Mobiluncus 


Corynebacterineae 

Corynebacteriaceae 

Bacterionema, Corynebacterium, 

Caseobacter, Turicella 



Dietziaceae 

Dietzia 



Gordoniaceae 

Proposta em 2009 para reuniras 

farm'lias Gordoniaceae e 

Nocardiaceae em uma familia 

Nocardiaceae (veradiante) 



Mycobacteriaceae 

Mycobacterium 



Nocardiaceae 

Gordonia, Micropoiyspora, 

Nocardia, Rhodococcus, 

Skermania, Williamsia 



Tsukamurellaceae 

Tsukamurella 


Micrococcineae 

Brevibacteriaceae 

Brevibacterium 



Cellulomonadaceae 

Celiuiomonas, Oerskovia, 

Paraoerskovia, Tropheryma 



Dermabacteriaceae 

Brachybacterium, Dermabacter, 

Devriesea, Helcobacillus 



Derma coccaceae 

Demetria, Dermacoccus, 

Kytococcus 



Dermatophilaceae 

Dermatophiius 



Microbacteriaceae 

Agreia, Agrococcus, Agromyces, 

Aureobacterium, Clavibacter, 

Leifsonia, Microbacterium 



Micrococcaceae 

Arthrobacter, Kocuria, Micrococcus, 








Nesterenkonia, Penibacterium, 

Rothia, Stomatococcus 





Promicromonosporaceae 

Cellulosimicrobium, 

Promicromonospora 





Sanguibacteraceae 

Sanguibacter 




Micromonosporineae 

Micromonosporaceae 

Micromonospora 




Propionibacterineae 

Nocardioidaceae 

Nocardioides 

Bifidobacteriales 


Propionibacteriaceae Arachnid, 

Propionibacterium, 

Propioniferax 







Bifidobacteriaceae 

Bifidobacterium, Gardnerella 



Filo Bacteroidetes 



Classe 

Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Familia 

Generos 


Coriobacteridae 

Coriobacteriales 

Micromonosporineae 

Coriobacteriaceae 

Atopobium, Collinsella, 

Cryptobacterium, Eggerthella, 

Paraeggerthella, Slackia 

Bacteroidia 


Bacteroidales 


Bacteroidaceae 

Bacteroides, AcetofUamentum, 

Acetomicrobium, 

Acetothermus, Anaerorhabdus 





Porphyromonadaceae 

Narnesiella, Dysgonomonas, 

Porphyromonas, Tannerella 





Prevotellaceae 

Prevotella, Xylanibacter 

Flavobacteria 


Flavobacteriales 


Flavobacteriaceae 

Bergeyella, Capnocytophaga, 

Chryseobacterium, 

Elizabethkingia, Empedobacter, 

Flavobacterium, Myroides, 

Riemererella, Wautersiella, 

Weeksella 

Sphingobacteria 


Sphingobacteriales 


Sphingobacteriaceae 

Pedobacter, Sphingobacterium 



Filo Fusobacteria 



Classe 

Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Familia 

Generos 

Fusobacteria 


Fusobacteriales 


Fusobacteriaceae 

Fusobacterium 





Leptotrichiaceae 

Leptotrichia, Sneathia, 

Streptobacillus 



Filo Spirochaetes 



Spirochaetes 


Spirochaetales 


Leptospiraceae 

Leptonema, Leptospira, Turneriella 







Spirochaetaceae 

Borrelia, Spirochaeta, Treponema, 

Cristispira 



Filo Chlamydiae 



Classe 

Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Familia 

Generos 

Chlamydiae 


Chlamydiales 


Chlamydiaceae 

Chlamydia, Chlamydophila 





Parachlamydiaceae 

Neochlamydia, Parachlamydia 





Simkaniaceae 

Simkania, Candidatus 

Rhabdochlamydia 





Waddliaceae 

Waddlia 



Filo Tenericutes 



Classe 

Subdasse 

Ordem 

Subordem 

Familia 

Generos 

Mollicutes 


Acholeplasmatales 


Acholeplasmataceae 

Acholeplasma 



Anaeroplasmatales 


Anaeroplasmataceae 

Anaeroplasma, Asteroleplasma 



Entomoplasmatales 


Entomoplasmataceae 

Entomoplasma, Mesoplasma 





Spiroplasmataceae 

Spiroplasma 



Mycoplasmatales 


Mycoplasmataceae 

Eperythrozoon, Haemobartonella, 

Mycoplasma, Ureaplasma 


Apesar da enfase atual nos metodos moleculares de classificagao, os criterios fenotipicos ainda constituem o 
fundamento da identificagao bacteriana nos laboratories de microbiologia clinica. Com os metodos descritos no 
Boxe 5.3, combinados a varios esquemas de identificagao e bancos de dados informatizados, a maioria das bacterias 
isoladas no laboratorio clinico pode ser colocada em uma estrutura taxonomica, que permite a determinagao dos 
nomes de genero e especie. Essa abordagem atende plenamente a fungao dos laboratories de microbiologia clinica 
de fornecer aos medicos identificagoes precisas e oportunas dos microrganismos e determinar sua sensibilidade aos 
agentes antimicrobianos. Por sua vez, os medicos usam essa informagao para orientar sua escolba de intervengoes 
terapeuticas apropriadas, monitorar a resposta clinica do paciente e avaliar sua evolugao clinica. 

Com o objetivo de oferecer ao leitor informagoes basicas suficientes para entender os capitulos subsequentes, no 
que se refere aos patogenos bacterianos especificos e as doengas que eles causam, a proxima segao deste capitulo 
analisa a morfologia, a fisiologia e os mecanismos de virulencia das bacterias. Essa descrigao fomecera as 
informagoes necessarias ao entendimento das sutilezas da morfologia, das propriedades de coloragao, do 
crescimento, dos aspectos metabolicos e das caracteristicas bioquimicas dos microrganismos discutidos nos 
capitulos subsequentes. A morfologia e a fisiologia basicas dos fiingos, parasitas e virus estao descritas nos 
Capitulos 21, 22 e 23, respectivamente. 

Anatomia e fisiologia basicas das bacterias 

As bacterias sao procariotos, enquanto fiingos, protozoarios e outros microrganismos sao eucariotos. As celulas 
eucariotas contem um nucleo com membrana nuclear envolvendo varios cromossomos, enquanto as celulas 
procariotas tern um linico cromossomo (nucleoide) nao envolto por membrana nuclear. As celulas eucariotas 
tambem tem varias organelas subcelulares com fungoes especializadas, inclusive mitocondrias (estruturas de 
respiragao aerobia) e cloroplastos (estruturas de fotossintese dos vegetais verdes). Na verdade, essas organelas 
subcelulares provavelmente evoluiram a partir dos microrganismos procariotos, que entraram nas celulas eucariotas 
e desenvolveram relagoes simbioticas com elas ao longo do tempo, perdendo as fungoes metabolicas associadas a 



vida livre e desenvolvendo caracteri'sticas ou atributos que beneficiaram o organismo “hospedeiro”. As celulas 
procariotas e eucariotas diferem significativamente quanto a varias outras caracteristicas, que estao descritas 
resumidamente na Tabela 5.1. 


Tabela 5.1 Propriedades das celulas procariotas e eucariotas. 


Caracteristica 

Celulas procariotas (eubacterias) 

Celulas eucariotas 

Grupos principals 

Bacterias, algas verdes/azuis 

Algas, fungos, protozoarios, plantas e animais 

Parede celular 

Contem peptidoglicano, lipidio e proteina 

Variavel; quando existe, contem quitina (fungos) ou 

celulose (vegetais verdes) 

Estrutura nuclear 



Membrana nuclear 

Inexistente 

Presente 

Cromossomos 

Apenas urn: DNA de dupla-helice circular fechado 

Varios: cromossomos lineares 

Ploidia 

Haploides 

A maioria e diploide; haploides (fungos) 

Transcripio/tradupio 

Continua, com formapio de mRNA e 

polirribossomos (polissomos) de curta durapio 

Descontinua; o mRNA de longa durapio e transcrito no 

nucleo e traduzido ao citoplasma 

Histonas 

Inexistentes 

Presentes 

Citoplasma 



Ribossomos 

Presentes: 70S (50S + 30S) 

Presentes: 80S (60S + 40S) 

Mitocondrias 

Inexistentes 

Presentes 

Complexo de Golgi 

Inexistente 

Presente 

Reticulo endoplasmatico 

Inexistente 

Presente 

Membrana citoplasmatica 

Presente: fosfolipidios, sem esteroides (exceto nas 

especies de Mycoplasma) 

Presente: fosfolipidios e esterois (colesterol, ergosterol) 

Trigliceridios 

Ausentes 

Presentes 

Motilidade 

Flagelos (simples) 

Flagelos (complexos); pseudopodes; ci'lios e outras 

organelas locomotoras complexas 

Gerapio de energia 

Associada a membrana citoplasmatica 

Mitocondrias 

Reprodupiosexuada 

Inexistente (desnecessaria) 

Presente na maioria; pode ter sido perdido ao longo da 

evolupio de alguns fungos; inexistente em alguns 

protozoarios 

Recombinapio/permuta de genes 

Permuta de genes cromossomicos ou plasmidiais 

portransformapio, transdupio ou conjugapio 

Zigoto diploide formado a partir das celulas germinativas 

haploides; a meiose possibilita recombinapio genetica 


Dimensoes e formato das bacterias 

As celulas bacterianas apresentam ampla variaqao de tamanho e forma. Em geral, a maioria das bacterias mede 0,2 a 
2,0 pm de diametro e 1 a 6 pm de comprimento, embora alguns microrganismos presentes no ambiente possam 
medir ate 100 pm. Existem quatro morfologias basicas das bacterias: celulas esfericas, ou cocos; celulas em forma 
de bastao, ou bacilos; celulas espiraladas, ou espirilos; e celulas em forma de virgula, ou vibrioes. As 



configuragoes de cocos em pares, cadeias ou cachos defmem os grupos de microrganismos conhecidos como 
diplococos, estreptococos e estafilococos, respectivamente (Figura 5.1). Os microrganismos em forma de bastao 
podem ter morfologia homogenea, ser um pouco mais curtos (/. e., “cocobacilos“), ou ter formato de clave ou 
haltere (“corineformes“)- Os microrganismos em forma de virgula geralmente defmem uma caracteristica basica de 
determinadas especies (p. ex., especies de Vibrio). O mesmo se aplica a algumas outras bacterias espiraladas (p. ex., 
especies de Campylobacter, Helicobacter, Borrelia e Treponema ), nas quais a formagao de espirais pode ser frouxa 
(cerca de 4 espirais por microrganismo) ou rigida (14 a 20 espirais por microrganismo). Alem de tamanho, forma e 
configuragao celular, as bacterias tambem podem ser diferenciadas com base em suas caracteristicas de coloragao 
com o corante de Gram. Quando se utiliza essa tecnica de coloragao, a maioria das bacterias pode ser classificada 
como gram-positivas ou gram-negativas. A coloragao por Gram ajuda a diferenciar as bacterias com base na 
estrutura de sua parede celular, descrita adiante neste capitulo. A Figura 5.2 ilustra a estrutura de uma celula 
bacteriana generica (gram-positiva e gram-negativa). 

Estrutura nuclear, replicagao, transcricao e traducao do DIMA 

As caracteristicas herdaveis de todos os organismos vivos sao determinadas pela estrutura do material genetico. O 
material genetico de cada celula e formado de DNA organizado em um ou mais cromossomos. Coletivamente, o 
material genetico e referido como genoma do organismo. Na maioria dos microrganismos procariotos, o genoma e 
formado por um unico cromossomo com DNA de dupla-helice (dsDNA) circular fechada por ligagoes covalentes; 
em alguns microrganismos (p. ex., Borrelia burgdorferi e estreptomicetos), o DNA apresenta-se na forma linear. 
Nas Archaea e Bacteria, esse cromossomo circular nao esta fixado a uma membrana, mas se encontra livre no 
citoplasma em uma regiao central bem-defmida da celula bacteriana conhecida como nucleoide. O DNA da celula 
bacteriana tern peso molecular de aproximadamente 160 kDa, mede 300 a 1.400 pm de comprimento e esta presente 
na celula em estado superespiralado (/. e., a molecula de dupla-helice esta retorcida em tomo do proprio eixo como 
uma faixa de elastico “enrolada”). Cada um dos genes esta disposto linearmente ao longo do cromossomo. O 
nucleoide representa cerca de 10% do volume da celula, enquanto o DNA constitui apenas 2 a 3% do peso seco da 
celula. Em Escherichia coli, o cromossomo contem cerca de 5 x 10 6 pares de bases e seu comprimento e 
aproximadamente 1.000 vezes maior que o comprimento da celula bacteriana no qual esta contido. Ao contrario dos 
processos semelhantes das celulas eucariotas, a replicagao e a transcrigao do DNA em acido ribonucleico 
mensageiro (mRNA) ocorrem continuamente. O cromossomo tambem parece estar ligado a superficie interna da 
membrana celular em determinadas areas. Nos organismos eucariotos, o material genetico esta organizado em 
varios cromossomos dentro do nucleo. Por sua vez, os cromossomos estao associados a varias proteinas basicas 
conhecidas como histonas, que ajudam a estabilizar a estrutura do cromossomo. Os cromossomos dos organismos 
eucariotos estao separados do restante do material celular por uma membrana nuclear formada por uma bicamada 
lipidica com composigao semelhante a da membrana celular. A membrana nuclear tambem tern poros que permitem 
a passagem de moleculas pequenas para dentro e para fora do nucleo. 
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m FIGURA 5.1 Morfologias basicas de varias bacterias. 
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■ FIGURA 5.2 Corte transversal de uma celula bacteriana generica. A metade esquerda desta figura representa a estrutura 
de uma bacteria gram-positiva; a metade direita ilustra a estrutura de uma bacteria gram-negativa. 

Os acidos nucleicos de todas as bacterias, assim como de outros organismos, sao compostos de polinucleotidios 
(polimeros formados por nucleotidios) constituidos pelos tres componentes seguintes (Figura 5.3): (1) um agucar 
ciclico de cinco carbonos (ribose no RNA, desoxirribose no DNA); (2) uma base de purina (adenina, guanina) ou 
pirimidina (citosina, timina, uracila), que e ligada ao atomo de carbono 1 ’ da pentose por uma ligapao /V-glicosidica; 
e (3) uma molecula de fosfato (PO3) ligada ao carbono 5’ da pentose por uma ligagao de fosfodiester. As moleculas 

























de desoxirribose estao ligadas umas as outras por grupos altemados de fosfato, constituindo uma cadeia que forma 
uma espiral helicoidal tipica, enquanto as bases estao voltadas para o eixo central da espiral. Essa estrutura compde 
uma fita simples de acido nucleico (ssDNA). 

A estrutura de dupla-helice do DNA resulta especificamente da interagao de duas fitas simples de acidos 
nucleicos complementares. A complementariedade esta associada a sequencia das bases de uma unica fita e a ponte 
de hidrogenio que se forma entre as bases especlficas da fita complementar (Figura 5.4). As bases de purina sao 
adenina (A) e guanina (G), enquanto as de pirimidina sao citosina (C), timina (T) e uracila (U) (Figura 5.3). A 
purina adenina forma pares de bases especificamente com a pirimidina timina, enquanto a purina guanosina forma 
pares de bases apenas com a pirimidina citosina. As cadeias antiparalelas de ssDNA sao mantidas juntas por tres 
pontes de hidrogenio entre C e G e duas pontes de hidrogenio entre A e T (Figura 5.4). O DNA natural existe em 
uma forma de dupla-helice com duas fitas, enquanto o RNA existe basicamente em forma de uma fita unica no 
RNA mensageiro (mRNA) e nas formas de duplas-helices parciais nas moleculas do RNA ribossomico (rRNA) e 
do RNA de transference (tRNA). Em todas as moleculas de RNA, a uracila substitui a timina (ver Figura 5.3). A 
sequencia das bases de purina e pirimidina do DNA constitui o codigo genetico, no qual codons (sequencias de tres 
pares de bases) codificam aminoacidos especificos. O mRNA de fita simples e sintetizado a partir da dupla-helice 
de DNA durante o processo de transcrigao por uma RNA-polimerase dependente do DNA, na qual uma fita 
complementar de mRNA e sintetizada utilizando como modelo a fita sense do dsDNA. Em seguida, o mRNA liga- 
se aos ribossomos, que sao as estruturas nas quais ocorre a sintese de proteinas. 

Os organismos procariotos e eucariotos contem grandes quantidades de ribossomos. Nos organismos 
procariotos, os ribossomos sao 70S; nos eucariotos, os ribossomos sao 80S. O “S” refere-se a unidade Svedberg, 
uma medida indireta do tamanho do ribossomo determinado por sua taxa de sedimentagao quando e submetido a 
uma forga ultracentrifuga. O ribossomo bacteriano 70S tern peso molecular em tomo de 80 kDa e existe em seu 
estado dissociado com duas subunidades descritas como subunidades 30S e SOS. A subunidade 30S contem as 
moleculas de RNA 16S, enquanto a 50S contem RNA 23S e 5S; em conjunto, as subunidades tambem contem cerca 
de 50 proteinas ribossomicas. O rRNA representa 70% do RNA total da celula. O RNA celular restante e 
encontrado na forma de tRNA (16%) e mRNA (14%). 
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■ FIGURA 5.3 Estrutura molecular dos polinucleotidios e das bases de acido nucleico. Os polinucleotidios consistem em urn 
agucar ciclico de 5 carbonos (ribose ou desoxirribose), uma base de purina ou pirimidina ligada ao atomo de carbono 1’ do 
agucar por uma ligagao W-glicosidica e urn grupo fosfato ligado ao carbono 5’ por uma ligagao de fosfodiester. A figura 
tambem ilustra as estruturas das duas purinas (adenina e guanina) e das tres pirimidinas (citosina, timina e uracila). 
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■ FIGURA 5.4 Na molecula de DNA, as duas fitas de polinucleotidios da dupla-helice sao “antiparalelas”; ou seja, a 
terminagao 3’-OH de uma fita fica proxima da terminagao 5’- P da fita complementar. As bases, voltadas para o eixo central 
da helice, mantem as duas fitas de polinucleotidios unidas por pontes de hidrogenio relativamente fracas. A adenina forma 
pares com timina por meio de duas pontes de hidrogenio, enquanto a citosina pareia com a guanina por meio de tres pontes 
de hidrogenio. Essas forgas interativas das fitas de polinucleotidios podem ser anuladas por energia termica (calor) ou alcalis 
fortes no processo de desnaturagao. 

Quando estao ligadas em complexos com um transcrito do mRNA originado do DNA, as subunidades 
ribossomicas 50S e 30S formam o ribossomo 70S completo encontrado nas celulas bacterianas. Os agregados de 
ribossomo e RNA - conhecidos como polirribossomos ou polissomos - content todos os componentes do sistema de 
smtese das protemas; essencialmente, os polissomos sao cadeias de ribossomos 70S (monomeros) ligados ao 
mRNA. A histona e outras protemas semelhantes, que servem para estabilizar os polipeptidios recem-sintetizados 
pelos polissomos, apenas recentemente foram encontradas em pequenas quantidades associadas ao DNA de E. coli, 
enquanto a ocorrencia das protemas de poliaminas (p. ex., putrescina e espermidina) associadas ao DNA bacteriano 
esta bem-demonstrada. O mRNA e “descodificado” em associagao a varios ribossomos em um complexo de 
polissomos-mRNA, no qual ocorre pareamento de bases de codon-anticodon por meio das moleculas de tRNA 
durante o processo de tradugao. As moleculas de tRNA carregam os anticodons especiflcos correspondentes aos 
codons do mRNA e tambem levam o aminoacido correspondente unido por ligagoes covalentes. O complexo tRNA- 
aminoacido interage com o ribossomo de forma a estabelecer uma ligagao peptfdica entre o aminoacido do tRNA e 
o peptidil-tRNA nascente. A interagao de tRNA-aminoacido, ribossomos, trifosfato de adenosina (ATP) e varios 
cofatores resulta na formagao de uma cadeia polipeptidica especifica. Desse modo, o codigo genetico presente no 
DNA e traduzido utilizando moleculas proteicas estruturais (z. e., “blocos de construgao”) ou enzimas que, por sua 
vez, catalisam a smtese e a decomposigao de todos os outros componentes celulares. A smtese das moleculas novas 
de DNA - conhecida como replicagao - ocorre por “desenrolamento” e “descompactagao” da molecula de dsDNA 
por uma enzima DNA-girase, enquanto a smtese das fixas complementares de DNA e efetuada por uma DNA- 







polimerase dependente do DNA. Cada fita nova de dsDNA contem uma fita simples do DNA original. A Figura 5.5 
resume as relagoes entre replicagao do DNA, transcrigao do RNA e tradugao do codigo genetico em proteinas. 

Alem de sua utilidade para determinar a proximidade genetica entre as bacterias (ver segoes anteriores), o 
sequenciamento das moleculas de rRNA revelou as sequencias de nucleotidios singulares a cada especie. Como 
essas sequencias singulares de RNA tambem sao extremamente conservadas e existem em copias numerosas dentro 
dos ribossomos de uma celula bacteriana, os oligonucleotidios sinteticos capazes de hibridizar com essas sequencias 
singulares podem ser usados para detectar e identificar bacterias. Essa abordagem constitui a base da tecnologia das 
sondas de acidos nucleicos para detecgao direta dos microrganismos em amostras clinicas, ou para a identificagao 
dos microrganismos isolados em cultura. 

Citoplasma 

O citoplasma e um gel amorfo contendo enzimas, ions e varios granulos, alguns dos quais constituem reservas de 
energia e alimento. As enzimas citoplasmaticas das celulas procariotas atuam em processos anabolicos e 
catabolicos, e algumas delas estao associadas a superficie interna da membrana celular (ver adiante). As celulas 
procariotas nao tern organelas subcelulares separadas e ligadas a membrana, enquanto as celulas eucariotas contem 
varias estruturas subcelulares (p. ex., mitocondrias, reticulos endoplasmaticos etc.) compostas de membranas 
formadas por camadas duplas de fosfolipidios, ou ligadas por essas membranas. As inclusoes ou os granulos 
citoplasmaticos intracelulares representam acumulos de reservas alimentares (polissacaridios, lipidios ou 
polifosfatos). As quantidades e os tipos de granulos de armazenamento variam com o meio e o estado funcional das 
celulas. Amido e o produto principal de armazenamento das especies de Neisseria e Clostridium, enquanto 
glicogenio e o material principal das bacterias entericas. As especies de Bacillus e Pseudomonas acumulam 30% ou 
mais de seu peso seco na forma de um lipidio de alto peso molecular conhecido como poli- p-hidroxibutirato. Nas 
especies de Corynebacterium e Mycobacterium, bem como em Yersinia pestis, existem polimeros de polifosfatos de 
alto peso molecular conhecidos como granulos metacromaticos ou volutina. Esses granulos de volutina adquirem 
coloragao rosa-avermelhado quando corados com azul de metileno. As inclusoes intracitoplasmaticas encontradas 
mais comumente dentro das bacterias ambientais sao magnetossomos e vesiculas de gas. Os magnetossomos sao 
formados por varios tipos de ferro e geram um eixo magnetico ao organismo, que lhe permite orientar-se em relagao 
ao campo magnetico da Terra. As vesiculas de gas permitem que o organismo mantenha sua flutuagao em 
determinado nivel nos ambientes aquosos. Esses dois tipos de inclusao permitem que os microrganismos se adaptem 
aos locais em resposta as condigoes de crescimento e as concentragoes de nutrientes. 
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■ FIGURA 5.5 Replicagao, transcrigao e tradugao do codigo genetico dos organismos procariotos. O DNA e replicado por 
uma DNA-polimerase dependente do DNA e forma moleculas de dupla-helice (dsDNA). O codigo genetico do dsDNA e 
copiado para formar uma fita simples de RNA - conhecida como RNA mensageiro (mRNA) - durante o processo de 
transcrigao. O RNA de transference (tRNA) e o RNA ribossomico (rRNA) tambem sao transcritos. O rRNA forma complexos 
com proteinas especificas para constituir parte da estrutura do ribossomo. O mRNA forma complexos com ribossomos e 
constitui os polissomos, que sao as estruturas nas quais ocorre a sintese proteica. Nos polissomos, codons especificos de 
cada aminoacido sao reconhecidos pelos anticodons nas moleculas de tRNA por pareamento de bases especificas. Os 
codons especificos correspondem aos diferentes aminoacidos ligados as moleculas de aminoacil-tRNA. Durante os estagios 
da tradugao, a sintese proteica e iniciada, as cadeias de polipeptidios sao alongadas e, por fim, a sintese e concluida com a 
liberagao de uma molecula de proteina. 

O DNA extracromossomico e encontrado comumente no citoplasma dos organismos procariotos na forma de 
plasmidios. Os plasmidios existem na forma de circulos de dsDNA unidos por ligagoes covalentes, cujo tamanho 
varia de cerca de 1 quilobase (kb) ate mais de 400 kb, ou seja, um comprimento equivalente a cerca de 10% do 
tamanho do cromossomo de E. coli. Em geral, os plasmidios nao estao presentes nos organismos eucariotos, embora 
algumas organelas subcelulares dos eucariotos (p. ex., mitocondrias) contenham moleculas de DNA semelhantes as 
dos plasmidios bacterianos. Os plasmidios sao capazes de replicar-se de maneira autonoma, sao transmitidos pelas 
celulas bacterianas progenitoras e podem conter informagoes geneticas para varias estruturas ou fungoes 
relacionadas com virulencia bacteriana, inclusive genes que determinam resistencia aos antimicrobianos, adesinas 
associadas a virulencia, produgao de toxinas e resistencia aos ions de metais pesados. Alguns plasmidios, 
conhecidos como plasmidios conjugativos, codificam as enzimas, que facilitam sua transmissao as outras celulas 
bacterianas. Algumas bacterias tambem tern transposons e sequencias de insergao, nos quais as sequencias de 



















DNA sao capazes de se inserir em segmentos diferentes e nao relacionados do cromossomo ou de um plasmidio. A 
insergao desses elementos no DNA nao depende da homologia da sequencia de bases do transposon ao local de sua 
insergao (ver adiante). 

Membrana citoplasmatica 

O citoplasma de todas as celulas bacterianas e circundado por uma membrana citoplasmatica. A membrana 
citoplasmatica das bacterias esta localizada imediatamente abaixo da camada de peptidoglicano da parede celular 
das bacterias gram-positivas e adjacente ao espago periplasmatico das bacterias gram-negativas (ver adiante). A 
estrutura basica da membrana citoplasmatica e uma bicamada de fosfolipidios, na qual estao inseridas varias 
proteinas estruturais. O peso seco da membrana e constituido de 30 a 60% de fosfolipidios e 50 a 70% de proteina. 
A maioria das membranas celulares das bacterias contem fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e 
difosfatidilglicerol, mas nao esterois (p. ex., colesterol ou ergosterol). As unicas excegoes procariotas a essa regra 
sao os micoplasmas e ureaplasmas, que incorporam esterois presentes no meio de cultura as suas membranas 
celulares. Os acidos graxos que compoem a parte lipidica da bicamada de fosfolipidios sao geralmente estruturas 
centrais com 15 a 18 carbonos, saturadas ou monoinsaturadas. 

A membrana celular dos procariotos desempenha varias fungoes que sao exercidas nos organismos eucariotos 
por organelas intracitoplasmaticas especializadas. A membrana da celula bacteriana contem enzimas, que participam 
ativamente da respiragao celular e da fosforilagao oxidativa, da sintese do peptidoglicano e dos lipidios complexos, 
da replicagao do DNA e da biossintese da membrana externa das bacterias gram-negativas. Nas bacterias 
fototroficas, as primeiras reagoes associadas a captagao de luz tambem ocorrem ao nivel da membrana celular. A 
membrana celular contem a maquinaria necessaria para sintese e secregao de enzimas e de toxinas bacterianas, alem 
de constituir uma barreira isolante, atraves da qual pode haver gradientes ionicos ou potenciais de membrana, 
usados para a produgao de energia; tal energia pode ser usada para o movimento flagelar, a mobilizagao do 
cromossomo etc. A estrutura da membrana permite a retengao de metabolites e a eliminagao de alguns compostos 
originados do meio extemo. Algumas proteinas da membrana estao envolvidas no transporte ativo de materiais (p. 
ex., alguns monossacaridios e dissacaridios) para o interior do citoplasma. Essas proteinas carreadoras especificas 
associadas a membrana sao conhecidas como permeases. Os mesossomos, invaginagoes da membrana 
citoplasmatica estendidas para dentro do citoplasma, podem ter a fiingao de ampliar a superficie disponivel de 
membrana para as enzimas celulares catabolicas e anabolicas. Essas estruturas tambem podem atuar na replicagao 
do DNA e na separagao da dupla-helice do DNA nas celulas em proliferagao ativa. Contudo, tambem ha evidencia 
sugestiva de que os mesossomos possam, na verdade, ser artefatos resultantes das tecnicas de fixagao utilizadas em 
microscopia eletronica. 

Estrutura da parede celular das bacterias 

A parede celular da bacteria assegura rigidez estrutural, confere forma a celula e cria uma barreira fisica contra o 
ambiente extemo. O componente rigido da parede celular de todas as bacterias e composto de peptidoglicano. O 
peptidoglicano e encontrado em todas as especies bacterianas, exceto micoplasmas e ureaplasmas, cujas paredes 
celulares sao pouco desenvolvidas. Essa estrutura e formada por uma “espinha dorsal” de moleculas altemadas dos 
carboidratos A-acetilglicosamina e acido V-acetiImuramico em ligagao P-1,4 (Figura 5.6). Tetrapeptidios curtos, 
geralmente compostos de cadeias curtas identicas de D- e L-aminoacidos, estao ligados as moleculas de acido N- 
acetilmuramico por uma ligagao peptidica ao gmpo lactil do C3. Essas cadeias curtas contem aminoacidos que nao 
sao encontrados comumente nas proteinas, inclusive D-isomeros da alanina e acido D-glutamico (bacterias gram- 
positivas), acido /wevodiaminopirriclico (meso- DAP) ou lisina (bacterias gram-negativas). Por sua vez, alguns desses 
tetrapeptidios estao ligados uns aos outros por meio de peptidios curtos, que formam ligagoes cruzadas entre as fitas 
de peptidoglicano adjacentes (Figura 5.7). Os tipos de aminoacidos presentes e a quantidade de ligagoes cruzadas 
sao os elementos variaveis da estrutura do peptidoglicano. Por exemplo, em Staphylococcus aureus, a maioria das 
moleculas de acido /V-acetilmnrarnico forma ligagoes cruzadas com as fitas de peptidoglicano por meio de cinco 
moleculas de glicina, criando assim uma estrutura mais rigida e tensa na parede celular (Figura 5.7 A). Nas bacterias 
gram-negativas como E. coli, a ligagao cruzada ocorre diretamente entre o meso -DAP de uma “cadeia” de 
peptidoglicano e a molecula D-alanila terminal de uma fita adjacente (Figura 5.7 B). A quantidade dessas ligagoes 
cruzadas determina se a estrutura de uma parede celular e referida como tensa (ligagoes cruzadas abundantes) ou 


frouxa. Entre as bacterias gram-positivas, existem mais de 100 tipos quimicos de peptidoglicano, que diferem por 
conter varios aminoacidos substituintes ligados ao grupo lactil do acido /V-acetilmuramico, ou que apresentam 
unidades de ligagao formando pontes entre os peptfdios. Leves alteragoes do tipo quimico da parede celular podem 
ocorrer com a exposigao as concentragoes altas de sais, ou aos agentes antimicrobianos que atuam na parede celular 
(p. ex., meticilina). 
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■ FIGURA 5.6 Estrutura da unidade de peptidoglicano repetitiva de Escherichia coli. 

A biossintese da parece celular bacteriana e um processo continuo. Polimeros de peptidoglicano novos sao 
exportados pela celula e ligados aos polimeros preexistentes na superficie interna da parede celular por aqao das 
protelnas que ligam penicilina (PBP; do ingles, penicillin-binding protein). A cada momenta, o material do 
peptidoglicano mais antigo que recobre as estruturas recem-sintetizadas e removido continuamente por autolisinas 
da parede celular. Antibioticos como as penicilinas e as cefalosporinas inibem 0 crescimento bacteriano porque se 
ligam as PBP, inibindo a renovaqao de polimeros da superficie interna da parede celular. A hidrolise autolltica 
continua dos peptidoglicanos mais velhos causa adelgagamento da parede e, por fim, resulta na destruiqao da 
bacteria. 














Paredes celulares das bacterias gram-positivas. A parede celular das bacterias gram-positivas (Figura 5.8 
A) tem espessura de quase 80 nm e e composta basicamente de varias camadas de peptidoglicano; na verdade, cerca 
de 40 a 80% do peso seco de algumas paredes celulares das bacterias gram-positivas podem ser constituidos de 
peptidoglicano. Varias proteinas, polissacaridios e moleculas singulares conhecidas como acidos teicoicos estao 
inseridos nessa matriz de peptidoglicano. Os acidos teicoicos sao polimeros de unidades de ribitol (cinco carbonos) 
ou glicerol (tres carbonos) interligadas por ligagoes de fosfodiester (Figura 5.9). Os acidos teicoicos de ribitol estao 
associados a parede celular, enquanto os acidos teicoicos de glicerol estao associados a superficie interna da 
membrana celular da bacteria. Os acidos teicoicos de ribitol estao ligados covalentemente ao peptidoglicano por 
meio do grupo hidroxila do C6 do acido /V-acetilmuramico, enquanto os acidos teicoicos de glicerol estao ligados 
aos glicolipidios da membrana citoplasmatica. Essas ultimas moleculas sao conhecidas como acidos lipoteicoicos, 
que estao ligados a camada lipidica mais externa da membrana celular e estendem-se para dentro da parede celular. 
Os acidos teicoicos das diferentes bacterias tambem sao modificados pelo acrescimo de grupos “R”, inclusive 
moleculas de D-alanina ou D-lisina unidas por ligagoes ester, ou glicose, galactose ou /V-acetilglicosamina unidas 
por ligagoes O-glicosidicas. Os acidos teicoicos estabilizam a parede celular, mantem a ligagao entre a parede e a 
membrana celular, realizam a quelagao de pequenos ions, necessarios a fungao celular e a integridade da parede 
celular, e participam da interagao e da aderencia das celulas com mucosas ou outras superficies. Os acidos teicoicos 
tambem podem participar da sintese do peptidoglicano e da formagao do septo durante o crescimento e a 
reprodugao. Alem disso, podem desempenhar um papel importante na capacidade que algumas bacterias gram- 
positivas tem de sofrer transformagao. Em alguns microrganismos, os acidos teicoicos sao antigenicos e constituem 
a base do agrupamento antigenico (p. ex., antigeno do grupo D dos estreptococos desse grupo e dos membros do 
genero Enterococcus). 

Nos varios grupos de bacterias gram-positivas patogenicas, tambem pode haver outras estruturas na parede 
celular, determinantes importantes de sua virulencia. Por exemplo, a proteina M - fator de virulencia bem- 
conhecido dos estreptococos beta-hemollticos do grupo A - esta associada aos acidos lipoteicoicos da parede celular 
estreptococica e estende-se ao exterior da parede na forma de uma proteina fimbriar (ver Capitulo 23). 45 Os 
antigenos de grupo dos estreptococos beta-hemollticos dos grupos A, B, C, F e G tambem sao polissacaridios sem 
acidos teicoicos, que estao localizados na parede celular. O polissacaridio C encontrado nas paredes celulares de 
Streptococcus pneumoniae e um acido lipoteicoico complexo composto de ribitol e fosfato substituidos em varios 
pontos por V-acetil-D-galactosamina, D-glicose, V-acetil-2,4-diamino-2,4,6-tridesoxi-hexose na ligagao O- 
glicosidica e colina na ligagao diester. 49 


A. Peptidoglicano de Staphylococcus aureus 
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Abreviaturas: GIcNAc = A/-acetilglicosamina; MurNAc = acido /V-acetilmuramico; Ala = alanina; Glu-NH 2 = 
isoglutamina; Lys = lisina; Gly = glicina. 


B. Peptidoglicano de Escherichia coli 
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Abreviaturas: ver abreviaturas anteriores; alem disso: Glu = glutamato; DAP = diaminopimelato. 

■ FIGURA 5.7 Estruturas dos peptidoglicanos de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. 

As paredes celulares das bacterias gram-positivas (e de algumas gram-negativas) tambem contem um 
componente conhecido como camada S. As camadas S consistem em moleculas de protema ou glicoproteina com 
pesos moleculares entre 50 e 120 kDa, que se reunem na superficie externa do microrganismo formando estruturas 
oblfquas, retangulares ou hexagonais, firmemente entrelaqadas. 7 s " O material da camada S pode representar ate 20% 
das proteinas totais da celula. A microscopia eletronica, a camada S aparece como uma “camada” extra ao alto da 
parede celular. As proteinas da camada S sao pouco conservadas e podem diferir acentuadamente, mesmo entre 
especies relacionadas. Dependendo da especie, as camadas S tern espessura entre 5 e 25 nm e contem poros 





homogeneos com diametros entre 2 e 8 nm. As camadas S demonstram simetria obliqua, retangular ou hexagonal 
entrelagada. Dependendo da simetria da trama, a camada S e composta por um (PI), dois (P2), tres (P3), quatro (P4) 
ou seis (P6) subunidades proteicas identicas, respectivamente. Em algumas bacterias, a camada S representa a zona 
mais externa de interagao com o ambiente e suas fungoes sao diversificadas, variando de uma especie para outra. 
Em Archaea, a camada S e o unico componente da parede celular e, por isso, e importante para sua estabilizagao 
mecanica. Outras fungoes associadas as camadas S incluem protegao contra bacteriofagos e resistencia ao pH baixo. 
A camada S pode funcionar como barreira contra substancias de alto peso molecular (p. ex., enzimas llticas) e atuar 
como uma adesina no caso das camadas S glicosiladas. As camadas S tambem podem ter a fiingao de estabilizar a 
membrana celular e fomecer pontos de fixagao para as proteinas periplasmaticas. Nos microrganismos patogenicos, 
a camada S pode inibir a fagocitose e/ou impedir a ligagao das imunoglobulinas e do complemento. As tecnicas de 
microscopia eletronica com fratura por congelamento (freeze-etch electron microscopy, em ingles) demonstraram 
camadas S nas especies de Bacillus, Lactobacillus, Clostridium, Campylobacter e Aeromonas. Em Bacillus 
anthracis, hoje se sabe que a camada Seo antigeno principal da parede celular dessa bacteria e, junto com a capsula 
e duas toxinas, pode contribuir para sua virulencia. 57 
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■ FIGURA 5.8 Estruturas das paredes celulares das bacterias gram-positivas (A) e gram-negativas (B). KDO = 
cetodesoxioctulonato; LPS = lipopolissacaridio. 


O 

P 


o— ch 2 


9 o— ch 2 

RO—CH 


II X | 2 



RO—CH 

RO—CH 


'' 1 1 


O 

h 2 c— 

RO—CH 

1 '' 



HoC 





Acldo teicolco Acldo telcolco 

de rlbltol de gllcerol 

■ FIGURA 5.9 Estrutura dos acidos teicoicos das bacterias gram-positivas. O acido teicoico de ribitol esta ilustrado a 
esquerda, enquanto o acido teicoico de glicerol aparece a direita. As substituigoes de grupos “R” podem incluir D-alanina ou 
D-lisina unidas por ligagoes ester, ou glicose, galactose ou W-acetilglicosamina unidas por ligagoes O-glicosidicas. 











































































































Paredes celulares das bacterias gram-negativas. A parede celular das bacterias gram-negativas (Figura 5.8 
B) e mais flna que a das gram-positivas, mas sua estrutura e mais complexa. O espago periplasmatico esta situado 
pouco acima da membrana citoplasmatica. Esse espago contem enzimas que degradam (fosfatase alcalina, proteases, 
nucleosidases, betalactamases e aminoglicosldio-fosforilases) e protemas especlficas de ligagao e transporte de 
vitaminas, aminoacidos e Ions. Uma camada de peptidoglicano com espessura de uma unidade forma a borda 
externa do espago periplasmatico. Como a camada de peptidoglicano tem espessura de apenas uma camada, as 
ligagoes cruzadas ocorrem apenas com as fitas de peptidoglicano adjacentes, nao com as camadas de peptidoglicano 
mais proximas ou mais distantes da superficie de cada celula. As ligagoes cruzadas sao formadas entre o grupo 
carboxila da molecula de D-alanina terminal de uma cadeia e o grupo amino livre de uma molecula de meso-DKV de 
uma cadeia adjacente (Figura 5.7 B). A camada de peptidoglicano das bacterias gram-negativas e muito “frouxa”; 
ou seja, apenas cerca de 50% das cadeias peptidicas ligadas as moleculas de acido A'-acetilmuramico realmente 
participam das ligagoes cruzadas. Alem disso, as ligagoes cruzadas existentes dentro do peptidoglicano ocorrem 
diretamente entre o tetrapeptidio de muramila de uma cadeia de peptidoglicano e o tetrapeptidio de muramila de 
outra cadeia de peptidoglicano adjacente (/. e., nao existem ligagoes interpeptidicas, como se observa na Figura 5.7 
A). 

A membrana externa esta localizada na superficie exterior dessa camada fma de peptidoglicano. Essa 
membrana externa tem estrutura basica semelhante a membrana citoplasmatica; ou seja, uma bicamada de 
fosfolipidios, na qual se encontram inseridas varias outras protemas grandes. A camada externa esta ancorada a 
camada de peptidoglicano por pequenas lipoproteinas de murema fortemente lipofilicas, que estao ligadas 
covalentemente ao grupo amino do acido diaminopimelico do peptidoglicano e estendem-se atraves do espago 
periplasmatico formando uma estrutura a-helicoidal. A outra extremidade dessa lipoproteina esta inserida sem 
ligagoes covalentes na estrutura lipidica da membrana externa. 

Lipopolissacaridio (LPS) e um dos componentes estruturais singulares da membrana externa das bacterias 
gram-negativas (Figura 5.10 A). As moleculas de LPS sao os determinantes antigenicos principais da superficie (os 
chamados antigenos somaticos ou antigenos O) das bacterias gram-negativas e sao responsaveis pela atividade de 
endotoxinas desses microrganismos. As moleculas de LPS sao glicolipidios complexos de alto peso molecular e 
consistem em tres componentes: uma parte lipidica hidrofobica complexa conhecida como lipidio A; uma regiao 
polissacaridica central, que interliga o lipidio A as estruturas mais extemas da molecula e geralmente tem estrutura 
semelhante em determinado genero ou especie de bacterias; e as cadeias laterais polissacaridicas O-especificas 
(antigeno somatico), que sao regioes com estruturas bioquimicas variaveis responsaveis por conferir identidade 
sorologica as especies gram-negativas. A molecula do lipidio A do LPS esta inserida na camada mais externa da 
membrana externa, enquanto o polissacaridio central e as cadeias laterais O-especificas projetam-se da membrana 
externa como se fossem “bigodes”. Por exemplo, cada sorotipo de Salmonella tem cadeias laterais O-especificas 
caracteristicas, que permitem a confirmagao sorologica das identificagoes bioquimicas e possibilitam a tipagem das 
cepas, quando se investiga a possibilidade de surtos por Salmonella transmitidos por alimentos. A estrutura do LPS 
foi estudada com mais detallies nas especies de Salmonella e em E. coll. 

O lipidio A e composto de um dissacaridio glicosamina, no qual os grupos hidroxilas estao esterificados a acidos 
graxos P-hidroxilicos incomuns, inclusive acido P-hidroximiristico (Cl4), acido miristomiristico e acido 
lauromiristico (Figura 5.10 B). Outros acidos graxos podem ser ligados por grupos hidroxilicos a outros locais nao 
substituidos da molecula de acido miristico; essas substitutes adicionais diferem entre os diversos generos de 
bacterias gram-negativas. A parte do LPC que esta ligada ao lipidio A e o core polissacaridico, que contem dois 
carboidratos singulares: 3-desoxi-D-manooctulosonato (um agucar de 8 carbonos, antes conhecido como acido 2- 
ceto-3-desoxioctonico [KDO]) e heptose (um agucar de 7 carbonos). O KDO forma ligagoes covalentes entre as 
moleculas de lipidio A e heptose no core polissacaridico. Outros agucares (p. ex., /V-acetilglicosamina, glicose e 
galactose) tambem podem ser encontrados no core polissacaridico, cuja estrutura e bastante conservada entre 
determinado genero, mas pode variar de uma especie para outra. As cadeias laterais O-especificas estao ligadas ao 
core polissacaridico e sao responsaveis pela especificidade antigenica das cepas isoladas. Essas cadeias laterais 
contem quantidades variaveis (ate cerca de 40) unidades repetidas de oligossacaridios, cada qual composta por cinco 
monossacaridios. Em geral, essas cadeias laterais antigenicamente especlficas contem moleculas de carboidratos 
comuns ou incomuns, inclusive acido amino-hexuronico, 6-desoxi-hexoses e 2,6-didesoxi-hexoses. A molecula do 
lipidio A parece ser o componente principal responsavel pelas manifestagoes da atividade endotoxica nos pacientes 


com sepse causada por bacterias gram-negativas (p. ex., febre, choque, colapso vascular e hemorragia). A 
endotoxina tambem pode advar o complemento e causar coagulagao intravascular disseminada. A Figura 5.10 A 
ilustra a estrutura generica do LPS das especies de Salmonella, enquanto as estruturas do lipldio A, dos cores 
polissacarldicos e dos antlgenos somaticos estao ilustradas nas Figuras 5.10 B, C e D, respectivamente. 
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■ FIGURA 5.10 Lipopolissacaridio (LPS) do envelope celular das bacterias gram-negativas. A. Segmento do polimero 
demonstrando as configuragoes dos constituintes principals. B. Estrutura do lipidio A de Salmonella Typhimurium. C. Core 
polissacaridico. D. Unidade de repetigao tipica (Salmonella Typhimurium). (Redesenhada com base em Brooks GF, Butel JS, 
Ornston E et at. Jawetz, Melnick e Adelberg’s Medical Microbiology, 19 ed. Norwalk, CT: Appleton & Lange, 1991.) 

A dissociagao do LPS da membrana externa pode ser conseguida parcialmente pelo tratamento das suspensoes 
de celulas com acido etilenodiaminotetracetico (EDTA), que faz a quelagao dos cations bivalentes da membrana 
externa. O tratamento subsequente com lisozima hidrolisa a camada de peptidoglicano das bacterias gram-negativas 
e as celulas podem ser lisadas. A dependencia da integridade da membrana externa dos Ions calcio e magnesio e 
uma das razoes principals da inclusao desses Ions nos meios usados na realizagao dos testes de sensibilidade aos 
antimicrobianos. 

Algumas bacterias gram-negativas (p. ex., Haemophilus influenzae. Neisseria gonorrhoeae e Bordetella 
pertussis ) tern lipo-oligossacaridios (LOS) em vez de lipopolissacaridios em suas paredes celulares. 11,42,102 Os LOS 
contem lipidio A e um core de oligossacaridios contendo KDO, mas nao apresentam um antigeno polissacaridio O 
de cadeia longa, que e encontrado no LPS das bacterias entericas. Assim como a endotoxina, essas moleculas tern 
diversas atividades biologicas, inclusive toxicidade geral, pirogenicidade e capacidade singular de induzir a 
mitogenicidade dos linfocitos B e a ativagao policlonal das celulas B. A variagao antigenica demonstrada por N. 
gonorrhoeae e atribuida parcialmente a modulagao estrutural de alta frequencia dos LOS que, segundo alguns 
estudos, tambem afeta a aderencia dos gonococos as superficies das mucosas e a suscetibilidade a agao bactericida 
do soro humano normal. 77,78 

A membrana externa das bacterias gram-negativas tambem contem fosfolipidios e proteinas. Os fosfolipidios 
sao semelhantes aos que existem na membrana citoplasmatica e incluem fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol. 
Algumas proteinas tambem contribuem com uma parte signiflcativa da membrana externa. As proteinas presentes 
em concentragoes mais altas sao conhecidas como proteinas principals ou fundamentals da membrana externa 











(OMP; do ingles, outer-membrane major protein). Essas proteinas sao subclassificadas em tres grupos principais. 
As proteinas porinas formam os canais que atravessam a membrana ate o exterior e por meio dos quais compostos 
de baixo peso molecular (p. ex., aminoacidos, agucares e ions) conseguem entrar no espago periplasmatico. 
Algumas dessas porinas sao compostas por tres proteinas identicas, que formam um poro com formato de “rosea”. 
As porinas tambem ajudam a limitar a entrada de alguns agentes antimicrobianos na celula bacteriana. As proteinas 
transmembrana nao fazem parte das porinas e atravessam a membrana externa de um lado a outro, estendem-se 
atraves do periplasma e estao associadas a camada de peptidoglicano da parede celular. Essas proteinas podem 
participar de sintese e secregao de exoenzimas, transporte de proteinas especificas, fixagao as superficies ou ligagao 
de farmacos antimicrobianos aos seus alvos na superficie celular (p. ex., proteinas de ligagao da penicilina). As 
proteinas perifericas sao responsaveis pelo transporte transmembranico de moleculas muito grandes para entrar 
pelas porinas. A maioria dessas proteinas faz parte dos sistemas de permeases para substratos especificos (p. ex., 
ligagao dos sideroforos e transporte do ferro para dentro da celula). As lipoproteinas (ver paragrafos anteriores) sao 
as menores entre as OMP e ajudam a estabilizar a parede celular por meio de ligagoes covalentes com o 
peptidoglicano. 

A estrutura da parede celular das bacterias tern importancia pratica direta para o microbiologista, porque o tipo 
de estrutura dessa parede e essencialmente responsavel pela reagao ao corante de Gram. Essa coloragao 
diferenciada divide a maioria das bacterias em dois grupos - gram-positivas e gram-negativas. No procedimento 
de coloragao por Gram, as celulas sao (1) coradas com violeta cristal; (2) tratadas com iodo para formar um 
complexo de violeta cristal e iodo dentro da celula; (3) lavadas com um solvente organico (acetona-alcool); e (4) 
coradas novamente com um contracorante vermelho de safranina. Nas bacterias gram-positivas, o complexo 
arroxeado formado por violeta cristal e iodo fica retido na celula depois da lavagem com acido-alcool, porque a 
camada espessa de peptidoglicano nao permite que tais complexos sejam removidos da celula pela lavagem. Nas 
bacterias gram-negativas, o complexo de violeta cristal e iodo e removido da celula (/. e., a celula toma-se incolor) 
em razao do rompimento da membrana externa rica em lipidios pelo solvente organico de acetona-alcool. Essas 
celulas incolores precisam ser coradas pelo contracorante safranina para que sejam observaveis a microscopia 
optica. As bacterias gram-positivas tern coloragao azul-arroxeada ao microscopio, enquanto as gram-negativas sao 
coradas em vermelho pelo contracorante safranina. 

Algumas bacterias gram-negativas nao tern a estrutura complexa da parede celular descrita antes. Os 
microrganismos do grupo Cytophaga-Flexibacter-Flavobacterium tern membranas externas contendo ornitina- 
aminolipidios e sulfonolipidios como seus componentes principais, alem de grandes quantidades de acidos graxos 
de cadeias ramificadas com cadeias laterais com numeros impares de carbonos. Os microrganismos do dominio 
Archaea nao tern a estrutura de peptidoglicano e, em seu lugar, apresentam um “pseudopeptidoglicano” constituido 
de proteinas, esteres de glicerol e acido /V-aceti 1 a 1 osaminur6nico (/'. e., o meso- DAP e o acido /V-acetilmuramico 
estao ausentes). Algumas Archaea nao tem nem sequer esse peptidoglicano rudimentar e, em vez disso, apresentam 
uma parede celular fma composta de proteinas ou polissacaridios sulfatados. 

Paredes celulares das bacterias “alcool-acidorresistentes”. Os microrganismos que fazem parte dos 
generos Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium apresentam uma modificagao da parede celular existente nas 
bacterias gram-positivas. Nesses microrganismos, os lipidios representam ate 60% do peso seco da parede celular. 
Esses microrganismos contem moleculas conhecidas como acidos micolicos em suas paredes celulares. Os acidos 
micolicos sao acidos graxos p-hidroxilicos a-substituidos grandes, que se apresentam na forma de esteres ligados 
aos polissacaridios da parede celular. A quantidade de atomos de carbono dos acidos micolicos e variavel: acidos 
micolicos de 30 carbonos (C30) sao encontrados nas corinebacterias (acidos corinemicolenicos), os de 50 carbonos 
(C50) estao presentes nas especies de Nocardia (acidos nocardicos) e os acidos micolicos contendo 90 (C90) ou 
mais estao presentes no genero Mycobacterium. Em Mycobacterium tuberculosis, o acido micolico impar 6,6’- 
dimicoliltrealose e conhecido como “fator corda” (Figura 5.11 A). Essa molecula esta associada a virulencia do 
bacilo da tuberculose e desempenha diversas atividades, inclusive citotoxicidade da membrana celular, inibigao da 
migragao das celulas polimorfonucleares, indugao da formagao de granulomas, agao adjuvante, atividade 
antitumoral e capacidade de ativar a via altemativa do complemento. 

A membrana celular das micobacterias e semelhante a outras membranas bacterianas, com excegao de que 
contem manosidios de fosfatidilinositol e lipoarabinomanano. No exterior da membrana, ha uma camada de 
peptidoglicano formada de /V-acetilglicosamina em ligagao P-1,4 com o acido N- g 1 ico 1 i 1 muramico. A camada de 


mureina forma ligagoes cruzadas por pontes tetrapeptidicas contendo moleculas de L-alanina, D-glutamato e meso- 
DAP. Algumas das moleculas de acido /V-glicolilmuramico estao unidas por ligagoes de fosfodiester a uma camada 
sobrejacente de macromoleculas polissacarldicas de cadeia ramificada, que sao conhecidas como 
arabinogalactanos (contem moleculas de arabinose e galactose). As moleculas de arabinose distais dessa camada 
estao ligadas aos acidos micolicos sobrejacentes. As cadeias de hidrocarbonetos dos acidos micolicos estao 
intercaladas com as cadeias de muitos outros lipldios e glicolipldios associados a parede celular. Esses lipldios 
associados a parede celular incluem compostos com grupos graxos acllicos de cadeias media (C24 a C36) ou curta 
(C12 a C20). Entre esses lipldios associados a parede celular estao os sulfolipidios de trealose (Figura 5.11 B). Os 
sulfolipidios de trealose, exemplificados pelo sulfolipidio principal de M. tuberculosis 2,3,6,6’- tetraciltrealose-2’- 
sulfato, estao associados a virulencia das micobacterias, porque tais moleculas podem impedir a fusao do 
fagossomos-lisozima depois da fagocitose das celulas micobacterianas e, desse modo, permitir que os 
microrganismos sobrevivam como parasitas intracelulares facultativos. Fosfolipidios substituidos (manosidios de 
fosfatidilinositol) e lipopolissacaridios (lipoarabinomananos), que estao ligados ao folheto mais extemo da 
membrana celular das micobacterias, projetam-se da membrana plasmatica e atravessam as camadas de 
peptidoglicano, arabinoglicano e acidos micolicos da parede celular. Essas moleculas estabelecem ligagoes nao 
covalentes entre a membrana e a parede celulares. As proteinas que estao inseridas na parede celular das 
micobacterias participam da biossintese e da construgao dos polimeros da parede celular e, aparentemente, algumas 
tambem atuam como porinas. 
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■ FIGURA 5.11 Estrutura molecular de alguns lipldios especiais presentes na parede celular de Mycobacterium 
tuberculosis. A. Estrutura molecular do “fator corda” (6,6’- dimicoliltrealose) produzido por Mycobacterium tuberculosis. B. 
Estrutura molecular do sulfolipidio principal (2,3,6,6’-tetraciltrealose-2’- sulfato) de M. tuberculosis. 

Os microrganismos alcool-acidorresistentes coram-se em vermelho com 0 corante basico carbolfucsina e sao 
resistentes a descoloragao por alcool-acido. Em razao da hidrofobicidade da parede celular das micobacterias, a 
penetragao do corante na celula e facilitada pelo tratamento com calor (z. e., metodo de Ziehl-Neelsen) ou pela 











incorporate) de um detergente ao corante (z. e., metodo de Kinyoun). A resistencia a descoloragao por acido-alcool 
(z. e., “alcool-acidorresistencia”) esta associada as moleculas de acido micolico-arabinogalactano, que constituem a 
maior parte dos materiais da parede celular externa ligados a camada de peptidoglicano. Os lipidios soluveis 
contribuem, mas nao determinam as propriedades alcool-acidorresistentes das celulas de micobacterias, porque a 
extragao desses lipidios diminui, mas nao anula sua capacidade de reter carbolfiicsina (z. e., sua alcool- 
acidorresistencia). A violagao mecanica da parede celular e a extragao dos lipidios da parede celular com alcalis 
etanolicos que removem os lipidios esterificados e livres destroem as propriedades alcool-acidorresistentes desses 
microrganismos, indicando que o teor lipidico total da parede celular seja responsavel pela propriedade de coloragao 
alcool-acida. 

Endosporos bacterianos 

Endosporos sao estruturas esfericas ou ovais formadas dentro de algumas especies de bacterias, que representam um 
estagio dormente ou de “repouso” do ciclo de crescimento do microrganismo. Entre as bacterias clinicamente 
significativas, os endosporos sao produzidos pelos bacilos gram-positivos que pertencem ao genero Bacillus e 
outros generos relacionados, assim como pelos bacilos gram-positivos anaerobios do genero Clostridium. Nesses 
generos, os endosporos sao produzidos em resposta a privagao de nutrientes dentro da celula bacteriana vegetativa. 
Esses endosporos sao altamente resistentes aos efeitos deleterios de calor, ressecamento, pressao e alguns 
desinfetantes quimicos. As temperaturas de esterilizagao (z. e., 120°C por 15 a 20 minutos) sao necessarias para 
destruir os esporos. A resistencia dos endosporos bacterianos ao calor parece se dever a redugao das quantidades de 
agua no core do proprio esporo. O tamanho, a forma e a localizagao dos endosporos nas celulas em fase dormente 
das especies de Clostridium, Bacillus e outras semelhantes ajudam a caracterizar e identificar algumas especies 
desses dois generos (ver Capitulos 14 e 16). Os endosporos podem ser esfericos, subesfericos ou ovais, podem 
diferir quanto a localizagao na celula (z. e., centrais, terminais ou subterminais) e podem ou nao distender a celula. 
Em geral, os endosporos nao se coram com as tecnicas de coloragao rotineira (p. ex., Gram) e aparecem como 
corpusculos incolores refrateis nos esfregagos corados. 

Com a estimulagao de certas condigoes ambientais, como o esgotamento dos nutrientes (z. e., glicose, nitrogenio 
ou fosfato), ou a exposigao as temperaturas nao ideais ou aos potenciais de oxirredugao, o material nuclear divide-se 
em dois nucleoides, e um toma-se separado do outro por um septo membranoso. Em seguida, o septo cresce junto e 
o core do esporo e engolfado por uma membrana dupla. Entre as duas membranas, uma camada de cortex e 
depositada pelas membranas. Esse cortex consiste basicamente em peptidoglicano. A camada do cortex espessa-se e 
acumula ions calcio em razao da atividade quelante de uma molecula unica conhecida como acido dipicolinico. O 
core toma-se protegido pela concentragao alta de ions calcio formando ligagoes cruzadas firmes com o 
peptidoglicano e toda a agua disponivel no esporo e expelida. Varias camadas de cobertura do esporo (uma 
substancia semelhante a queratina, que e rica em pontes dissulfidricas) sao depositadas, e o endosporo e liberado 
com a morte e a desintegragao da celula vegetativa original. Os endosporos podem permanecer viaveis por periodos 
longos. Quando o endosporo e colocado em condigoes favoraveis em presenga de determinados estimulos (p. ex., 
presenga de determinados aminoacidos ou carboidratos e agua), os esporos comegam a se desenvolver. Com esse 
tipo de estimulo, as enzimas sao ativadas e degradam o cortex do esporo, liberando o material peptidoglicano, ions 
calcio e acido dipicolinico. A seguir, comega a sintese de RNA, depois proteinas e fmalmente DNA. O resultado e 
uma nova celula vegetativa. 

Estruturas da superfi'cie das bacterias 

Capsulas. Algumas bacterias tern uma capsula externa a camada mais exterior da parede celular. A capsula pode 
ser espessa ou fma, e pode estar firme ou frouxamente associada a superficie externa da parede celular. O material 
capsular levemente associado tambem pode ser descrito como uma camada viscosa ou glicocalix. Em geral, o 
material capsular e composto de polissacaridios, que podem formar polimeros de monossacaridios simples 
(glicanos, dextranos, levanos) ou heteropolissacaridios contendo os agucares hexose e pentose, mais ribitol, glicerol 
ou outros alcoois de agucares. Fosfatos tambem sao encontrados comumente. Na maioria dos casos, a capsula e 
sintetizada na membrana celular; seus componentes sao sintetizados e exportados para fora da celula por um sistema 
“carreador” de lipidios isoprenoides, no qual os componentes precisam estar ligados ao material capsular 
“preparatorio” ja presente na superficie da celula. Em alguns casos, assim como a capsula de glicana de 
Streptococcus mutans, a capsula e sintetizada por um grupo de enzimas extracelulares e tambem associadas a parede 


celular, que sao conhecidas como glicosiltransferases." A agao dessas enzimas na sacarose dietetica forma uma 
matriz de glicana insoluvel ramificada, que interage especificamente com a superficie do dente e com os receptores 
de S. mutans. A formagao subsequente dos acidos originados da sacarose dietetica, bem como das reservas 
intracelulares de glicogenio de S. mutans e de outros microrganismos, resulta no desenvolvimento das caries 
dentarias. 

A capsula bacteriana desempenha varias fiingoes. Ela protege a celula da desidratagao e dos materiais toxicos 
presentes no ambiente (p. ex., ions de metais pesados, radicais livres) e facilita a concentragao dos nutrientes na 
superficie da celula bacteriana, em razao de sua composigao polianionica. Alem disso, a capsula tambem 
desempenha um papel importante na aderencia das bacterias as celulas e as superficies das mucosas. Essa aderencia 
e necessaria para que muitos microrganismos causem infecgoes nos hospedeiros apropriados (descritos adiante). 
Algumas capsulas bacterianas tem a fiingao de proteger as celulas contra a fagocitose (quando nao ha anticorpos 
anticapsulares) pelos leucocitos polimorfonucleares. Em geral, o material capsular e antigenico e a detecgao 
sorologica da capsula constitui a base do teste de Quellung (ver Capitulo 12), que pode ser usado para identificar 
e/ou subtipar varias bacterias patogenicas humanas, inclusive S. pneumoniae, H. influenzae tipo B, Klebsiella 
pneumoniae e sorogrupos de Neisseria meningitidis. O material capsular de muitos microrganismos e sintetizado em 
grandes quantidades e disperso no liquido circundante in vivo e in vitro. 

Nos ultimos anos, a estrutura capsular de Staphylococcus aureus tem sido um tema pesquisado por cientistas das 
areas basicas e microbiologistas clinicos. Mais de 90% das cepas de S. aureus isoladas no laboratorio clinico sao 
encapsuladas, e essas capsulas foram divididas sorologicamente em 11 tipos. 63 Os tipos caracterizados ate agora 
(tipos 1, 2, 5 e 8) sao carboidratos complexos N- e O-acetilados nas ligagoes P-1,4 e P-1,3. Os tipos capsulares 5 e 8 
predominam nos isolados clinicos, e a maior parte das cepas resistentes a oxacilina expressa o polissacaridio 
capsular do tipo 5. 2,39 Um fato interessante para o “microbiologista de bancada” e que as cepas de S. aureus com 
capsula do tipo 5 tambem podem nao ser confiavelmente identificadas pelos testes de aglutinagao do latex para a 
pesquisa de coagulase, utilizados nos laboratories clinicos.' Por isso, as contas de latex revestidas com anticorpos 
contra os polissacaridios capsulares dos tipos 5 e 8 estao incluidas atualmente em algumas preparagoes de testes de 
aglutinagao do latex para coagulase. 40 

Em algumas especies bacterianas, inclusive Bacillus e especies relacionadas, a capsula e composta de 
polipeptidios. B. anthracis, agente etiologico do antraz, e encapsulado tanto nos tecidos infectados quanto em meios 
de cultura contendo bicarbonato ou em ambientes com pressao de C0 2 > 5%. A formagao da capsula e a sintese da 
toxina sao “ativadas” especificamente por essas condigoes de cultura que, curiosamente, refletem as mesmas 
concentragoes de bicarbonato e C0 2 presentes nos tecidos infectados por B. anthracis , 91 A capsula de B. anthracis e 
composta de cadeias P-peptidicas interligadas de acido D-glutamico, que variam de 50 a 100 moleculas por cadeia. 91 
A presenga da capsula toma B. anthracis resistente a fagocitose. 54 

Flagelos. Flagelos bacterianos sao apendices filamentosos longos, que se originam da membrana citoplasmatica e 
estendem-se atraves da parede celular ate o meio circundante. Essas estruturas sao responsaveis pela mobilidade das 
bacterias. Em geral, os flagelos sao encontrados nas bacterias gram-negativas em forma de bastao, embora os 
bastonetes (p. ex., especies d q Listeria) e os cocos (algumas especies tie, Enterococcus e Vagococcus) gram-positivos 
tambem tenham essas estruturas. Os flagelos diferem em quantidade e distribuigao nas celulas. As bacterias com um 
unico flagelo polar sao conhecidas como monotriquias; as que tem dois ou mais flagelos originados de um polo ou 
ponto sao lofotriquias; as que apresentam um unico flagelo localizado em dois pontos ou polos diferentes sao 
chamadas de anfitriquias; e as que tem dois ou mais flagelos (um tufo) em dois pontos ou polos da celula sao as 
chamadas anfilofotriquias. Os microrganismos que apresentam flagelos distribuidos por toda a superficie da celula 
sao conhecidos como peritriquios. 

Nas bacterias gram-negativas, estudos demonstraram que os flagelos tem estrutura complexa formada por tres 
partes: filamento, gancho e corpo basal (Figura 5.12). O filamento flagelar mede 13 a 17 nm de diametro e tem 
comprimento variavel. O filamento e composto de subfibrilas paralelas da pro tema flagelina de 30 a 40 kDa por 
unidade, que interagem para formar um cilindro oco. O filamento e semirrigido e forma uma helice voltada para a 
esquerda a medida que emerge da celula. A flagelina tem a capacidade de automontagem. Os monomeros da 
proteina sao sintetizados e transferidos por dentro do lumen do cilindro. Na ponta em crescimento da helice flagelar, 
o monomero passa por uma alteragao de conformagao e e acrescentado a extremidade distal do flagelo. O gancho e 
formado por uma proteina diferente e fiinciona como uma capa a partir da qual o filamento flagelar emerge. O 


gancho permite a transmissao de um movimento giratorio do corpo basal para o filamento. O corpo basal e 
composto de aneis complexos conectados por uma estrutura com formato de bastao. Os aneis M, S, P e L estao 
ancorados na membrana, no espago periplasmatico, no peptidoglicano e no lipopolissacarldio da membrana externa, 
respectivamente. Ao menos 10 protelnas compoem a estrutura do anel externo das bacterias gram-negativas. A 
estrutura anelar fixada a membrana celular gira como parte de uma reagiio dependente de energia, levando a helice 
flagelar rlgida a girar como um propulsor. A energia necessaria a essa reagao e derivada da passagem dos protons de 
fora para dentro do citoplasma por meio do corpo basal. Evidentemente, os aneis mais extemos (L e P) funcionam 
como “rolamentos”, reduzindo o atrito e o extravasamento dos materials da celula nos pontos de insergao flagelar. 
Nas bacterias gram-positivas, a estrutura flagelar e menos complexa e e constitulda por dois aneis. Uma estrutura 
anelar ancora o flagelo a membrana plasmatica, enquanto a segunda flea inserida na camada espessa de 
peptidoglicano. 
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■ FIGURA 5.12 Ultraestrutura de um flagelo de uma bacteria gram-negativa. 

Varias especies de microrganismos flagelados tambem conseguem alterar o tipo antigenico expresso nos 
flagelos que produzem; esse processo e conhecido como variagao de fase. Essa expressao refere-se a capacidade 










































que os microrganismos tem de expressar altemadamente dois tipos de flagelos. A variagao de fase ocorre por 
expressao diferenciada dos genes cromossomicos que codificam duas proteinas flagelina estruturalmente diversas. 
Esse fenomeno foi observado primeiramente nas bacterias gram-negativas entericas, como nos sorotipos de 
Salmonella, mas tambem ocorre em outras especies como N. gonorrhoeae (ver adiante). Os antigenos flagelares das 
bacterias gram-negativas sao conhecidos como antigenos H, termo originado da palavra alema “ hauch”, que 
significa “respiragao”. As especies de Vibrio tem morfologia flagelar tipica, mas o flagelo fica envolvido por uma 
bainha derivada da membrana externa da parede celular. Nos espiroquetas, o flagelo nao se projeta para o ambiente 
externo, mas permanece dentro de uma bainha exterior ao cilindro protoplasmatico do corpo celular do 
microrganismo. Esse endoflagelo ou fllamento axial origina-se de um dos polos da celula e se enrola no corpo 
celular por dentro da bainha. 

Outras organelas locomotoras. Algumas bacterias gram-negativas mostram o que se conhece como 
“motilidade deslizante”. Esse tipo de motilidade e mais evidente quando os microrganismos estao em contato com 
alguma superficie. Em microbiologia clinica, a motilidade deslizante e observada entre as especies de 
Capnocvtophaga, que fazem parte da microbiota normal da orofaringe humana e ocasionalmente sao isoladas de 
processos infecciosos (ver Capitulo 9). Estudos com Flavobacterium johnsonii e outros microrganismos do grupo 
Cylophaga-Fla vobacterium - Bacleroides sugeriram que as proteinas ou glicoproteinas localizadas dentro da 
membrana externa fiquem aderidas ao substrata e que outras proteinas existentes dentro da membrana celular gerem 
as forgas motoras protonicas, que fazem as proteinas de superficie correr ao tango de “trilhos” dentro da camada de 
peptidoglicano. 56 Outros estudos tambem demonstraram a existencia de sulfolipidios singulares na camada externa 
das bacterias deslizantes, que nao estavam presentes nos mutantes moveis da mesma especie. Com a utilizagao de 
mutantes imoveis naturais, induzidos quimicamente e por transposons, pesquisadores identificaram varios genes e 
operons nao relacionados, que estao envolvidos na motilidade deslizante. 47 

Fimbrias (pili). As fimbrias, ou pili, sao apendices menores encontrados na superficie de muitas bacterias gram- 
negativas e de algumas gram-positivas. Embora os termos pili e fimbrias tenham sido utilizados como sinonimos, 
hoje em dia esse ultimo termo e aplicado para descrever quaisquer apendices piliformes nao flagelares, enquanto o 
primeiro e usado para indicar as fimbrias das bacterias gram-negativas, que funcionam especificamente na 
transferencia do DNA de uma celula para outra durante o processo de conjugagao (/. e., pili sexuais). As fimbrias 
sao compostas de uma proteina conhecida como fnnbrilina (ou pilina), medem 3 a 25 nm de diametro e 10 a 20 nm 
de comprimento. A fimbrilina produzida pelas bacterias gram-negativas e uma subunidade proteica com peso 
molecular de 17 a 20 kDa. As proteinas constituem tubos ocos, que se originam da membrana celular, mas nao tem 
as estruturas do corpo basal e do gancho dos flagelos. As proteinas das subunidades fimbriais sao acrescentadas na 
base da estrutura, nao na ponta, como se observa durante a sintese do flagelo. Os pili sexuais estao envolvidos na 
formagao de pares especificos, para permutar material genetico durante a conjugagao, e tambem servem como 
pontos de fixagao aos bacteriofagos. 

As fimbrias tambem atuam como organelas celulares para a fixagao nas celulas e/ou nas superficies mucosas; as 
fimbrias que desempenham essa fiingao de fixagao sao conhecidas comumente como adesinas. A maioria das 
adesinas mostra capacidade de se ligar as moleculas terminais de carboidratos (p. ex., manose) semelhante as 
lectinas - por exemplo, a adesao de fimbria tipo 1 (tipo-especifico) ou de fimbrias comuns presentes em bacterias 
entericas as mucosas pode ser inibida pela pre-incubagao das bacterias com manose. A manose fixa-se na parte 
terminal da adesina e impede a adesao; por isso, as fimbrias tipo 1 sao conhecidas como senslveis a manose. As 
adesinas que nao sao afetadas pela manose sao conhecidas como fimbria tipo 2 resistentes a manose. As 
especificidades diferentes tipo lectina sao parcialmente responsaveis pelos tropismos teciduais observados em varias 
especies bacterianas. 

O papel das fimbrias como fatores de virulencia das bacterias gram-negativas vem sendo estudado 
extensivamente em N. gonorrhoeae e N. meningitidis , 43 62 Essas especies patogenicas de Neisseria produzem 
fimbrias estruturais e antigenicamente semelhantes, compostas por subunidades proteicas fimbriais de 16,5 a 21,6 
kDa. As cepas virulentas de N. gonorrhoeae expressam essas fimbrias na superficie e conseguem aderir avidamente 
as celulas da mucosa do trato genital. ’" Os microrganismos fimbriados tambem sao responsaveis pelas colonias 
convexas dos tipos 1 e 2, produzidas por gonococos recem-isolados em meio de agar. A perda das fimbrias em 
virtude de subculturas repetidas in vitro toma esses microrganismos incapazes de iniciar infecgoes urogenitais, 


porque nao conseguem aderir a mucosa. As colonias compostas por gonococos sem fimbria sao maiores e mais 
planas. Os gonococos tern muitos genes responsaveis por codificar as proteinas fimbriais estrutural e 
antigenicamente diferentes, e tais proteinas passam por variagao de fase e variagao antigenica (ver Capitulo 11). 
Na variagao de fase entre os estados com e sem fimbria os genes pil (genes estruturais das fimbrias) nao sao 
expressos ou as proteinas fimbriais nao podem ser reunidas para formar fimbrias funcionais. Com a variagao 
antigenica, podem surgir tipos novos de fimbrias em razao dos fenomenos de recombinagao entre os cerca de 20 
genes fimbriais existentes no genoma bacteriano. Em razao da capacidade demonstrada por uma unica cepa de 
gonococo de produzir varios antigenos fimbriais antigenicamente diferentes, o uso das fimbrias como antigenos 
potenciais para desenvolver vacinas antigonococicas tern sido praticamente infrutifero. 

Entre as bacterias gram-positivas, apenas algumas especies expressam fimbrias na superficie celular, inclusive 
alguns estreptococos, corinebacterias e especies de Actinomyces. Actinomyces viscosus e Actinomyces naeslundii 
sao bacilos gram-positivos facultativos encontrados na cavidade oral e expressam dois tipos de fimbrias. As 
fimbrias do tipo 1 sao responsaveis pela aderencia bacteriana nas superficies dos dentes por sua interagao com 
proteinas acidas ricas em prolina da saliva, enquanto as fimbrias do tipo 2 participam da aderencia bacteriana aos 
estreptococos orais e varios tipos de celulas dos mamiferos, inclusive leucocitos polimorfonucleares e hemacias. 21,74 
Essas fimbrias do tipo 2 ligam-se as moleculas de galactose ou /V-aceti 1 gal actosam i na da superficie dos 
estreptococos orais coagregados, ou aos oligossacaridios das glicoproteinas da membrana das celulas dos 
mamiferos. 74 Ao contrario das fimbrias das bacterias gram-negativas, as fimbrias das especies de Actinomyces 
ligam-se covalentemente a camada de peptidoglicano da parede celular. 100 A capacidade demonstrada pelas especies 
de Actinomyces de aderir as celulas da mucosa oral e formar coagregados com estreptococos orais cariogenicos 
facilita a formagao da biopelicula e a instalagao da placa dentaria. Estudos demonstraram que os coagregados 
fimbriais de Actinomyces e estreptococos orais resistem a fagocitose e destruigao pelas celulas polimorfonucleares 
(PMN) e que a ligagao dessas celulas resulta na liberagao de mediadores inflamatorios. As fimbrias certamente 
desempenham um papel fundamental na capacidade de os patogenos perioddnticos colonizarem e iniciarem a 
infecgao. 

Permuta e recombinagao dos genes bacterianos 

A replicagao das bacterias ocorre por fissao binaria, um processo assexuado que nao envolve recombinagao e resulta 
na formagao de duas celulas descendentes identicas a celula original. Entretanto, varios grupos de bacterias tern a 
capacidade de realizar permuta e recombinagao de genes com outros microrganismos. A permuta genetica entre 
bacterias ocorre por um dos tres mecanismos gerais seguintes: transformagao, transdugao e conjugagao (Figura 
5.13). 

A transformagao consiste na captagao do DNA livre no ambiente circundante (Figura 5.13 A). As celulas 
fisiologicamente aptas para captar e incorporar DNA livre aos seus genomas sao conhecidas como competentes. Em 
geral, a competencia e um estado transitorio, que ocorre perto do final da fase de crescimento exponencial, embora 
alguns microrganismos possam ser competentes sempre. Nas bacterias gram-positivas competentes (p. ex., Bacillus 
subtilis, S. pneumoniae), fragmentos pequenos da dupla-helice de DNA se ligam a celula por meio de um receptor 
de superficie celular, expresso durante o periodo de competencia. A medida que o DNA entra na celula, uma fita e 
hidrolisada por uma nuclease ligada a superficie. Os processos de recombinagao entre o DNA de fita simples e as 
regioes homologas do cromossomo bacteriano resultam na integragao do DNA transformado no genoma bacteriano. 
Quando nao existem regioes homologas para o DNA transformador, a fita de DNA nao e incorporada, os genes de 
determinada fita do DNA nao sao expressos, e o DNA de fita simples e decomposto por endonucleases de restrigao 
endogenas. H. influenzae - bacteria gram-negativa competente para a transformagao - tambem tem receptores para 
o DNA na superficie da celula; a ligagao do DNA ocorre por meio do reconhecimento de uma sequencia de 
nucleotidios expressa na superficie com 10 a 14 pares de bases, que permite que o DNA apenas das especies 
diretamente relacionadas seja ligado e entre na celula competente. Em seguida, a dupla-helice de DNA entra na 
celula, mas apenas uma fita participa dos processos de recombinagao que levam a incorporagao do DNA 
transformador ao genoma do receptor. As celulas que normalmente nao expressam competencia para transformagao 
genetica podem tomar-se permeaveis ao DNA extracelular (“competencia artificial”) por meio do tratamento com 
CaCl 2 ou outras solugoes salinas a 0°C, ou por eletroporagao, na qual as suspensoes de celulas sao expostas a uma 
corrente eletrica que induz a entrada do DNA nas celulas bacterianas. 
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■ FIGURA 5.13 Mecanismos da transference de genes entre as bacterias. Os microrganismos podem permutar material 
genetico por urn dos tres processos seguintes: transformagao (A), transdugao por meio de urn bacteriofago (B) e conjugagao 
(C). 


O termo transdugao refere-se a permuta de informagao genetica por meio dos bacteriofagos (Figura 5.13 B). Os 
bacteriofagos (ou simplesmente “fagos”) sao virus que infectam bacterias. Alguns bacteriofagos sao liticos, ou seja, 
depois de infectarem uma celula bacteriana, seus genes reguladores “assumem o controle” dos processos de 
biossintese da bacteria, resultando na expressao dos genes estruturais dos fagos e na formagao de novas particulas 
dos bacteriofagos, liberadas depois da desintegragao e da morte da bacteria hospedeira. Com os bacteriofagos 
temperados o material genetico do fago toma-se incorporado ao DNA da celula hospedeira na forma de um 
“profago” e replica-se junto como o cromossomo da bacteria. Alguns bacteriofagos tambem sao conhecidos como 
bacteriofagos lisogenicos, e a celula bacteriana infectada por eles e descrita como lisogenica. Um bacteriofago 
lisogenico pode ser induzido a iniciar a produgao de novos fagos com a indugao por exposigao a algumas 
substancias quimicas (p. ex., mitomicina C) ou a irradiagao ultravioleta (/. e., o fago toma-se “litico”). A excisao do 
DNA do bacteriofago do genoma da celula bacteriana resulta em alguns bacteriofagos contendo nao apenas os genes 















“especificos do fago”, como tambem os genes da celula hospedeira, que estavam localizados perto da area de 
integragao do DNA do fago no cromossomo bacteriano. 

A transferencia de informagao genetica durante a transdugao pode ser generalizada ou especializada. A 
expressao transdugao generalizada refere-se ao “empacotamento” aleatorio e acidental do DNA da celula 
hospedeira no capsidio ou na “cabega” da particula do fago. A liberagao do fago maduro, depois da desintegragao da 
celula, e a infecgao subsequente de outra celula bacteriana resultam na introdugao do “DNA do doador” da bacteria 
hospedeira original para o “receptor”. A recombinagao do DNA transduzido com uma regiao homologa do 
cromossomo da celula receptora leva a integragao e a expressao subsequente dos genes transduzidos. A transdugao 
generalizada ocorre com uma frequencia de um fago transdutor para 10 5 a 10 8 fagos produzidos durante a indugao 
do estado lisogenico e de 1 a 2% do comprimento total do genoma da celula hospedeira podem ser transferidos por 
esse mecanismo. A transdugao especializada consiste no “empacotamento” de genes especificos da celula 
hospedeira no profago transdutor. Esse tipo de transdugao ocorre com os fagos temperados que tern locais de 
integragao cromossomica especificos, inclusive o bacteriofago 1. Apenas os genes da celula hospedeira que se 
localizam ao lado do genoma do fago integrado tern chances de ser incorporados ao genoma do bacteriofago durante 
a indugao do estado lisogenico. Um fago transdutor especializado forma-se a partir de 10 5 a 10 6 particulas novas de 
fagos formados depois da indugao. 

A conjugagao e o unico mecanismo de permuta genetica entre bacterias que requer contato de uma celula com 
outra (Figura 5.13 C). As bacterias gram-negativas capazes de participar da conjugagao tern um plasmidio 
conhecido como plasmidio F (“plasmidio de fertilidade”). Esse plasmidio contem um operon de genes descritos 
com regiao tra, que codifica os pili sexuais (ou pili conjugativos) e outras moleculas envolvidas na conjugagao. ’ 4 Os 
pili especializados funcionam como veiculos para o estabelecimento de contato com outra celula bacteriana. Depois 
que o contato e estabelecido, os pili sexuais aparentemente sao recolhidos e, desse modo, uma celula e puxada para 
mais perto da outra. Os pili tambem podem funcionar como “tubos”, por meio dos quais o DNA e transferido 
durante o processo de conjugagao. As celulas que tern plasmidios F sao referidas como F , enquanto as celulas que 
nao o possuem sao conhecidas como F~. Quando se estabelece contato entre uma celula F + e outra celula F“ por 
meio dos pili sexuais, o plasmidio F circular comega a ser replicado. Durante esse processo, uma das fitas simples 
do DNA plasmidial e transferida para a celula receptora. Essa fita simples e replicada a medida que entra na celula 
receptora, e o resultado final sao duas celulas contendo os plasmidios de conjugagao completes (/. e., as duas 
tomam-se celulas F + ). 

Em alguns microrganismos, o plasmidio F toma-se integrado ao genoma da celula hospedeira em locais de 
integragao especificos, nos quais existem sequencias homologas de nucleotidios. O estabelecimento de contato por 
meio dos pili F e a conjugagao subsequente resultam na transferencia de alguns genes do plasmidio F e tambem 
material da celula hospedeira, que se localiza perto do local de integragao do plasmidio F. As celulas que tern um 
plasmidio F integrado sao conhecidas como celulas Hfr (recombinagoes de alta frequencia). A conjugagao das 
celulas Hfr com as celulas F“ resulta na transferencia de parte do genoma F mais alguns genes da celula hospedeira 
doadora. Em geral, as celulas F“ receptores continuam F“ depois da conjugagao, porque apenas parte do plasmidio F 
originado da celula Hfr doadora e transferida para a celula receptora durante o processo de conjugagao. Por isso, 
essas celulas receptoras nao tern o operon complete necessario a conjugagao subsequente. A recombinagao entre o 
material genetico da celula doadora e as regioes homologas da celula receptora F“ permite que o DNA do doador 
seja expresso na celula receptora. A celula doadora continua Hfr, porque o cromossomo da celula hospedeira 
(contendo o plasmidio F integrado) e replicado durante a transferencia do ssDNA genomico da celula Hfr para a 
celula F“. 

Entre as bacterias gram-positivas, Enterococcus faecalis tambem consegue permutar plasmidios por meio de um 
processo de conjugagao. Entretanto, a transferencia dos genes nao e realizada por meio de pili, mas pela 
coagregagao dos microrganismos em resposta aos feromonios produzidos pela bacteria doadora. 65 Quando sao 
expostas as celulas que nao contem plasmidios (ou aos filtrados de culturas de celulas sem plasmidios), as celulas 
contendo plasmidio produzem feromonios codificados por plasmidios conhecidos como substancias de agregagao. 
Essas substancias sao peptidios pequenos (sete a oito aminoacidos). Os feromonios ligam-se aos locais existentes 
nas celulas doadoras e receptoras, estimulando a agregagao das bacterias. A agregagao resulta no estabelecimento de 
conexoes intercelulares necessarias a transferencia dos plasmidios. Curiosamente, os enterococos que contem esses 
plasmidios e substancias de agregagao semelhantes reagem apenas aos feromonio das celulas que tern plasmidios 
diferentes e, desse modo, produzem substancias de agregagao diferentes. 



Alem dos mecanismos de transferencia genetica descritos antes, outros elementos geneticos tambem podem 
participar dos processos de recombinagao que afetam as caracteristicas e a patogenicidade dos microrganismos. Os 
elementos geneticos transponiveis sao fragmentos de DNA que podem ser introduzidos em areas diferentes do 
cromossomo ou do plasmidio de uma bacteria. Como essas insergoes ocorrem aleatoriamente, podem ocorrer 
mutagoes em razao da perda de continuidade da sequencia dos genes. Esses elementos foram descritos em E. coli e 
muitas outras bacterias. Ao contrario dos mecanismos descritos antes, as regibes de homologia das sequencias de 
acido nucleico nao sao necessarias para a recombinagao com esses elementos geneticos. Os elementos geneticos 
transponiveis podem ser classificados em dois grupos: sequencias de insergao e transposons. As sequencias de 
insergao (SI) geralmente sao fragmentos pequenos de DNA que carregam genes codificadores apenas de sua 
propria transposigao; a expressao desses genes nao e reconhecida e, em geral, a insergao e fenotipicamente 
“imperceptivel”. As SI tern duas caracteristicas principais: sao pequenas em comparagao com os outros elementos 
transponiveis (em geral, seu comprimento e de cerca de 700 a 2.500 pares de bases) e codificam apenas as proteinas 
envolvidas na atividade de transposigao (desse modo, sao diferentes dos outros transposons, que tambem carregam 
genes acessorios, inclusive genes que conferem resistencia aos antimicrobianos). Em geral, essas proteinas sao 
transposases catalisadoras da reagao enzimatica que permite a transferencia das SI, alem de uma proteina regulatoria 
que estimula ou inibe a atividade de transposigao. Os transposons sao maiores e codificam ao menos uma fungao 
reconhecivel como alteragao fenotipica, inclusive a aquisigao de resistencia aos antimicrobianos. Os transposons 
descritos nas bacterias gram-negativas contem genes de resistencia aos antimicrobianos (p. ex., aminoglicosidios, 
tetraciclina, cloranfenicol) e, entre as bacterias gram-negativas clinicamente significativas, os transposons que 
carregam genes de resistencia aos macrolfdios e as tetraciclinas foram descritos tambem nos estreptococos beta- 
hemoliticos do grupo A. 14,33 

Requisitos ao crescimento e metabolismo bacteriano 

Carbono. As bacterias podem ser divididas em dois grandes grupos com base em sua necessidade de carbono - as 
bacterias litotroficas (ou autotroficas) e as organotroficas (ou heterotroficas). As bacterias litotroficas podem usar 
dioxido de carbono como fonte unica de carbono e sintetiza-lo a partir dos “esqueletos” de carbono de todos os seus 
metabolites organicos. Essas bacterias necessitam apenas de agua, sais inorganicos e C0 2 para seu crescimento e 
sua energia e originada da luz (bacterias fotolitotroficas) ou da oxidagao de uma ou mais substancias inorganicas 
(bacterias quimiolitotroficas). As bacterias organotroficas nao conseguem usar C0 2 como linica fonte de carbono, 
mas necessitam tambem de moleculas organicas como a glicose. Para essas bacterias heterotroficas, uma parte do 
composto organico que serve como fonte de energia tambem e usada para sintetizar os compostos organicos 
necessarios ao microrganismo. Muitas outras substancias tambem podem ser usadas como fontes exclusivas ou 
parciais de carbono pelas diferentes especies de bacterias. Entre as bacterias mais versateis estao as especies de 
Pseudomonas, algumas das quais podem usar mais de 100 compostos organicos diferentes como fonte unica de 
carbono e energia. A Tabela 5.2 resume as relagoes entre fontes de energia, fontes de carbono e doadores de eletrons 
para a geragao de energia. 

Dioxido de carbono. Algumas bacterias podem usar dioxido de carbono atmosferico como fonte principal de 
carbono para as reagoes de biossintese. A energia para catalisar essa utilizagao pode ser energia solar (bacterias 
fotolitotroficas) ou da oxidagao de moleculas inorganicas (bacterias quimiolitotroficas). Os microrganismos que 
necessitam de fonte organica de carbono tambem necessitam de algum C0 2 para sintetizar algumas 
macromoleculas, inclusive para a biossintese dos acidos graxos. O dioxido de carbono para essas reagoes 
geralmente e obtido da decomposigao de substrates organicos, a qual ocorre ao mesmo tempo que as reagoes de 
biossintese. 

Oxigenio. A necessidade de oxigenio de uma bacteria especifica reflete seu mecanismo usado para obter energia. 
Com base nas suas necessidades de oxigenio, as bacterias podem ser divididas em cinco grupos. Os anaerobios 
obrigatorios crescem apenas em condigoes de intensidade redutora alta e o oxigenio e toxico para eles. Os 
anaerobios aerotolerantes sao bacterias anaerobias nao sao mortas pela exposigao ao oxigenio. Os anaerobios 
facultativos conseguem crescer em condigoes aerobias e anaerobias. Os aerobios obrigatorios tern necessidade 
absoluta de oxigenio para proliferar. Os microrganismos microaerofilos crescem melhor em condigoes com 
concentragoes baixas de oxigenio; as pressoes de oxigenio mais altas podem ser inibitorias. Entre os aerobios 


obrigatorios e facultativos, a assimilagao de glicose resulta na produgao terminal do radial livre superoxido (0 2 “). O 
superoxido e reduzido pela enzima superoxido-dismutase em gas oxigenio (0 2 ) e peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ). 
Em seguida, o peroxido de hidrogenio toxico produzido por essa reagao e convertido em agua e gas oxigenio pela 
enzima catalase (presente nas bacterias aerobias e facultativas) ou por varias peroxidases (encontradas em muitos 
anaerobios aerotolerantes). 

Tabela 5.2 Fontes de energia e carbono das bacterias. 


Tipo/exemplos 

Fonte(s)de energia 

Fonte(s) de carbono 

Doadores de eletrons 

Fotolitotroficas 

Luz 

C0 2 

Compostos inorganicos (H 2 S, S) 

Bacterias sulfurosas verdes 




Bacterias sulfurosas roxas 




Foto-organotroficas 

Luz 

Compostos organicos (e C0 2 ) 

Compostos organicos 

Bacterias nao sulfurosas roxas 




Quimiolitotroficas 

Reagoes de oxidagao—redugao 

C0 2 

Compostos inorganicos (H 2 , S, H 2 S, 

Bacterias que desnitrificam 

hidrogenio e enxofre 



Fe, NH 3 ) 

Quimiorganotroficas 

Reagoes de oxidagao—redugao 

Compostos organicos 

Compostos organicos (glicose e 

outros carboidratos) 


Nitrogenio. Os atomos de nitrogenio das biomoleculas importantes (z. e., aminoacidos, purinas, pirimidinas) 
provem dos ions amonio (NH 4 + ). A produgao de ions amonio comega com a redugao do N 2 atmosferico em NH 4 + 
(ion amonio ou amonia, NH 3 ). Em seguida, o NH 4 + e incorporado as macromoleculas mais complexas por meio dos 
compostos essenciais glutamato e glutamina. Algumas especies de bacterias (especies de Rhizobium e Azobacter ) e 
as algas verde-azuladas conseguem realizar essa conversao ou “fixar” N 2 atmosferico em um composto organico 
mais prontamente utilizavel. Em razao da forga das ligagoes triplas do N 2 , a fixagao de nitrogenio requer energia 
celular na forma de ATP e um agente redutor potente. O processo e catalisado por um sistema complexo com varias 
enzimas, conhecido como complexo da nitrogenase. Na maioria dos microrganismos que fixam nitrogenio, a 
ferredoxina reduzida e a fonte de eletrons: 

N 2 + 6e- + 12 ATP + 12 H 2 0 S 2 NH 4 + + 12 ADP + 

12 Pi + 4 H + 

A capacidade de fixar nitrogenio e demonstrada principalmente pelas bacterias que vivem no solo e foram 
mencionadas antes. Entretanto, algumas especies bacterianas que causam doenga humana, inclusive K. pneumoniae 
e alguns clostridios ambientais (p. ex., Clostridium pasteurianicum ) tambem conseguem fixar nitrogenio da 
atmosfera. Os ions amonia tambem podem ser produzidos pela redugao do nitrato. Isso e conseguido por meio de 
dois mecanismos fisiologicos diversos. Na redugao do nitrato por assimilagao e um processo no qual o nitrato e 
reduzido a nitrito e hidroxilamina, que depois sao convertidos em amonia para assimilagao. A redugao do nitrato 
por dissimilagao ocorre quando o nitrato serve como aceptor de eletrons altemativo ao oxigenio (respiragao 
anaerobia), tendo como produtos habituais N0 2 ou N 2 . A assimilagao do nitrato e muito comum entre os 
microrganismos e requer redutase de nitrato e nitrito, enquanto a redugao do nitrato por dissimilagao ocorre apenas 
nas bacterias anaerobias e nas anaerobias facultativas que crescem em pressao baixa de oxigenio (z. e., em um caldo 
de cultura, por exemplo). A amonia produzida por esses mecanismos e incorporada as moleculas organicas por agao 
das enzimas glutamato-desidrogenase, glutamina-sintetase e acido glutamico sintetase (Figura 5.14). Os 
produtos finais dessas reagoes sao glutamina e acido glutamico, que depois sao incorporados como blocos de 
construgao utilizados nas outras reagoes de biossintese de varios aminoacidos, purinas, pirimidinas e outros 
compostos nitrogenados necessarios. 



Fatores de crescimento. Esses fatores promovem o crescimento do microrganismo e sao fomecidos por varios 
liquidos e tecidos corporais in vivo e na forma de extratos de leveduras e sangue e/ou produtos sanguineos in vitro. 
Entre esses fatores estao as vitaminas do complexo B, os sais minerais, alguns aminoacidos, purinas e pirimidinas. 
As vitaminas do complexo B podem desempenhar um papel catalitico no interior da celula, atuando como 
componentes das coenzimas ou como grupos prosteticos das enzimas. Os microrganismos que nao necessitam de 
uma fonte exogena de determinado fator de crescimento, porque conseguem sintetizar seu proprio fator, sao 
conhecidos como prototroficos. Os microrganismos auxotroficos requerem o acrescimo do fator de crescimento ao 
meio de cultura, antes que possam crescer. Quantidades diminutas de alguns ions inorganicos tambem sao 
necessarias a todas as bacterias. Alem do nitrogenio, do enxofre e do fosforo - que estao presentes como 
constituintes dos compostos biologicos importantes - potassio, magnesio e calcio comumente estao associados 
funcionalmente a determinados polimeros anionicos. Os cations bivalentes do magnesio estabilizam os ribossomos, 
as membranas celulares, a parede celular e os acidos nucleicos, sendo tambem necessarios as atividades de algumas 
enzimas. O potassio tambem e necessario a atividade de algumas enzimas e, nas bacterias gram-negativas, a 
concentragao intracelular do potassio e afetada pelo teor de acidos teicoicos da parede celular. A maioria dos 
microrganismos tambem requer zinco, ferro, manganes, cobre e cobalto. Alguns requisitos fisicos para o 
crescimento incluem temperatura, pH e potencial de oxidagao/redugao ideais. 

Cinetica do crescimento bacteriano 

Durante o crescimento em meios de cultura liquidos, as bacterias demonstram uma curva de crescimento 
homogenea expressa em numeros logaritmicos de bacterias ao longo do tempo. A Figura 5.15 ilustra uma curva 
tipica de crescimento bacteriano. A fase de latencia e um periodo de adaptagao fisiologica e preparagao celular, 
durante o qual a bacteria sintetiza enzimas, cofatores e intermediaries metabolitos novos e constitui as reservas 
intracelulares de nutrientes. Durante a fase de crescimento ativo, a proliferagao da bacteria comega a medida que as 
taxas das reagoes enzimaticas comegam a aproximar-se de suas taxas de equilibrio. Durante a fase de crescimento 
exponencial ou logaritmico, o indice de crescimento e de divisao das bacterias ocorre em taxas maximas. Essas 
taxas sao afetadas por temperatura, tipo de fonte de carbono utilizado, concentragoes limitantes de varios nutrientes 
essenciais, tipos de nutrientes disponiveis e pressao de oxigenio ou potencial redox. Durante a fase de crescimento 
declinante, a proliferagao fmalmente cessa, porque todos os nutrientes essenciais do meio foram esgotados ou 
substancias inibitorias ou toxicas se acumularam. Durante a fase estacionaria, a quantidade de celulas viaveis 
estabiliza, e as contagens de microrganismos novos formados sao iguais aos numeros de celulas que morrem em 
razao da escassez de nutrientes. Durante a fase de morte, as bacterias comegam a desintegrar e morrem. 

Na maioria dos casos, os laboratories clinicos lidam com bacterias que crescem em meios solidos, como agar- 
sangue ou chocolate. Em geral, os microrganismos conseguem proliferar em grandes quantidades nos meios solidos, 
porque os produtos acidos e outros compostos inibitorios difiindem-se para longe das colonias bacterianas em 
crescimento, e o esgotamento dos nutrientes nas proximidades das colonias e compensado pela difusao de nutrientes 
adicionais para as areas de crescimento do meio de agar. Entretanto, alguns microrganismos sao extremamente 
sensiveis as oscilagoes do pH ou aos subprodutos do metabolismo (metabolitos), que provocam a destruigao das 
celulas intrinsecamente ou ativam autolisinas celulares. Em geral, a semeadura periodica ou frequente de 
subculturas em meio de agar fresco e suficiente para a conservagao da viabilidade dos microrganismos nos meios de 
cultura solidos por periodos curtos. 
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■ FIGURA 5.14 Assimilagao e metabolismo do nitrogenio por meio das enzimas glutamina-sintetase, glutamato- 
desidrogenas e acido glutamico sintetase (glutamato-sintetase). Esse sistema enzimatico resulta na sintese de aminoacidos e 
outros compostos. 


Metabolismo e geracao de energia pelas bacterias em geral 

Fermentagao. O metabolismo bacteriano e um equillbrio dinamico entre biossmtese (reagoes anabolicas) e 
decomposigao (reagoes catabolicas). Alem de fornecer blocos de construgao menores para os processos de 
biossmtese subsequente, as reagoes catabolicas proporcionam a energia necessaria as reagoes biossinteticas. Com 
esses processos, a energia fomecida pela hidrolise das ligagoes quimicas e capturada pelas ligagoes de fosfato de 




alta energia do ATP. Essas ligagocs mantem a ativagao e a continuagao das outras reagoes bioquimicas. Com o uso 
dessa energia, a bacteria sintetiza sua parede celular, suas proteinas, seus acidos nucleicos e outras macromoleculas 
estruturais e regulatorias. A utilizagao dos carboidratos pelas bacterias e as condigoes nas quais esse uso ocorre sao 
caracteristicas fundamentals a caracterizagao das bacterias em grupos gerais. Em geral, alguns testes realizados no 
laboratorio de microbiologia clinica consistem em detectar subprodutos do metabolismo bacteriano na cultura 
liquida depois de periodos de incubagao suficientes, seja atraves de indicadores de pH no meio ou por cromatografia 
liquido/gasosa. A capacidade demonstrada por determinado microrganismo de produzir acidos a partir de varios 
carboidratos (p. ex., maltose, sacarose, manitol, manose etc.) reflete seus recursos enzimaticos para converter 
inicialmente esses carboidratos em glicose, que e o ponto de partida para o catabolismo aerobio e anaerobio desses 
compostos organicos. 
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■ FIGURA5.15 Cinetica de crescimento bacteriano. 

A utilizagao da glicose em condigoes de anaerobiose e conhecida como fermentagao. A fermentagao ocorre por 
meio da glicolise (tambem conhecida como reagao do difosfato de hexose e via de Embden-Meyerhof-Parnas) e 
o produto final e acido piruvico ou piruvato. A Figura 5.16 ilustra a via glicolitica de conversao da glicose em 
piruvato. Essa via requer duas moleculas de ATP para a fosforilagao inicial da glicose em glicose-6-fosfato e a 
fosforilagao subsequente desse ultimo composto em frutose-l,6-difosfato. Durante a glicolise, o ATP e produzido 
em duas etapas da reagao. Em consequencia da conversao do acido 1,3-difosfoglicerico em acido 3-fosfoglicerico, a 
energia derivada da oxidagao de um grupo aldeido e conservada na forma de uma ligagao de fosfato de alta energia 
no ATP. A conversao do fosfoenolpiruvato em piruvato resulta na formagao de outra molecula de ATP. Por isso, 
quatro moleculas de ATP sao formadas a partir de cada molecula de glicose utilizada na glicolise por um processo 
conhecido com fosforilagao em nivel de substrato, que resulta no ganho final de duas moleculas de ATP. Alem do 
ATP, a reagao tambem gera potencial redutor com a formagao de NADH a partir do cofator NAD (dinucleotidio de 
nicotinamida e adenina). 

Na maioria dos microrganismos, a glicolise nao e a unica reagao disponivel ao metabolismo dos carboidratos. 
Algumas bacterias estritamente aerobias usam a via de Entner-Doudoroff, que comega com a conversao da glicose 
em acido 6-fosfoglicuronico. Essa molecula e desidratada e forma 2-ceto-3-desoxi-6-gliconato que, em seguida, e 
hidrolisada em piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (Figura 5.17). Depois, o piruvato entra no ciclo do acido 
tricarboxilico de Krebs (ver adiante), e o gliceraldeido-3-fosfato e convertido em piruvato pelo ciclo glicolitico. 
Algumas bacterias usam a via pentose-fosfato, na qual a glicose-6-fosfato e oxidada em acido 6-fosfoglicuronico, 
que depois e oxidado novamente em ribulose-5-fosfato (5 carbonos), C0 2 e NADH (Figura 5.18). Monossacaridios 
de cinco carbonos sao usados na biossintese dos acidos nucleicos. Algumas bacterias tambem conseguem 
metabolizar agucares de cinco carbonos (pentoses) como a xilose e a arabinose. No metabolismo dos agucares de 










cinco carbonos, enzimas conhecidas como transcetolases e transaldolases convertem esses carboidratos simples em 
varios intermediaries com 3, 4 e 5 carbonos que, por sua vez, sao utilizados como blocos de construgao para a 
biosslntese dos precursores dos acidos nucleicos. 

Utilizaqao do piruvato. O piruvato pode entrar em varias reagoes, resultando na formagao de diversos produtos 
fmais. Esses produtos fmais geralmente sao uteis a classificagao dos microrganismos isolados no laboratorio de 
microbiologia clmica. As vias metabolicas ilustradas nas Figuras 5.19 e 5.20 sao: 

Via 1 | Fermentagao homolactica (homofermentativa) . Nessa via - o tipo mais simples de fermentagao o 
produto principal da fermentagao da glicose e acido lactico. Alguns microrganismos considerados fermentadores 
homolacticos tambem produzem quantidades pequenas de acetato, etanol e formato. As quantidades relativas desses 
ultimos produtos dependem do pH inicial e da capacidade de tamponamento do meio. Em geral, nao ha formagao de 
gas. A fermentagao homolactica da glicose e tipica dos estreptococos, enterococos, pediococos ( Pediococcus ) e 
lactobacilos. 64 

Via 2 | Fermentagao heteroldctica. O piruvato e descarboxilado e forma acetaldeido e C0 2 . Em seguida, o 
acetaldeido e reduzido pelo NADH 2 e pela alcool-desidrogenase para formar etanol. Esse tipo de reagao e observado 
com as especies de Leuconostoc, alguns lactobacilos e leveduras. 

Via 3 | Fermentagao acido-mista. Nessa reagao metabolica, o piruvato e metabolizado em diferentes produtos 
(acido acetico, etanol, acido succinico, acido formico). Inicialmente, o piruvato e clivado em presenga da coenzima 
A (CoA) para formar acido formico e acetil-CoA. Parte da acetil-CoA e reduzida a acetaldeido e depois etanol. O 
grupo acetila de algumas moleculas de acetil-CoA e transferido ao fosfato, resultando em acetilfosfato, que depois 
libera sua ligagao de alta energia ao ADP, formando uma molecula de ATP e acido acetico. Algumas bacterias 
conseguem oxidar diretamente o formato em gas hidrogenio e C0 2 . A composigao e as quantidades desses produtos 
acidos dependem do microrganismo. 
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FIGURA 5.16 Via glicolitica. 


Via 4 | Fermentagao do butanodiol. As bacterias que utilizam esta via tem uma enzima que condensa duas 
moleculas de piruvato (cada uma com tres carbonos) a C0 2 e a um intermediario com cinco carbonos conhecido 
como a-acetolactato. Em seguida, 0 a-acetolactato e descarboxilado enzimaticamente, resultando na formagao de 
acetoina (acetilmetilcarbinol). Em presenga de ions hidrogenio, a acetoina e reduzida novamente a 2,3-butanodiol. 
Essa reagao de redugao e lentamente reversivel no ar sob condigoes alcalinas; a acetoina sintetizada pode ser 
detectada pelo acrescimo de a-naftol. Isso constitui a base do teste de Voges-Proskauer (VP), que usa a-naftol em 
presenga de alcalis para detectar acetoina. Essa via e encontrada no grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia 
da familia Enterobacteriaceae. A conversao de parte do piruvato em 2,3-butanodiol reduz a quantidade de acido em 
comparagao com a via acida mista descrita antes e e responsavel pela reagao vermelho de metila (VM) usada para 

















diferenciar E. coli e bacterias semelhantes (VM+/VP-) do grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia 
(VM-/VP+). 

Via 5 | Fermentagao do butanol. Essa reagiio de fermentagao e encontrada entre os membros do genero 
Clostridium. Essas bacterias tem uma enzima, que condensa duas moleculas de acetil-CoA produzidas a partir do 
piruvato para formar acetoacetil-CoA. Essa ultima molecula e reduzida em varias etapas a butiril-CoA, que depois 
pode ser hidrolisado a acido butirico e ATP. Como altemativa, o acetoacetato e liberado e descarboxilado para 
formar C0 2 e acetona, que pode ser reduzida a alcool isopropilico. Nos laboratories de microbiologia clinica que 
realizam estudos de referenda com clostridios, os produtos volateis e nao volateis da fermentagao sao detectados 
por analises de cromatografia liquido-gasosa dos derivados preparados a partir dos caldos de cultura. A detecgao 
desses produtos fmais (metabolites) ajuda a identificar o genero ou a especie dessas bacterias anaerobias. 

Via 6 | Fermentagao do acido propidnico. Essa via e um tipo de reagao ciclica, na qual o oxaloacetato e 
formado a partir do dioxido de carbono, piruvato e ATP utilizando uma coenzima contendo biotina. O oxaloacetato 
e reduzido a malato, convertido a fumarato e depois reduzido a acido succinico (succinato). A descarboxilagao do 
succinato resulta na formagao de acido propionico (propionate). Essa via ocorre nos bacilos gram-negativos 
anaerobios do genero Bacteroides e nas especies de Propionibacterium (bacilo anaerobio gram-positivo nao 
formador de esporos). 
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■ FIGURA5.17 Via de Entner-Doudoroff. 











■ FIGURA5.18 Via pentose-fosfato. 
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■ FIGURA 5.19 Utilizagao do piruvato produzido durante a fermentagao anaerobia. 


A utilizagao de glicose em condigoes de aerobiose e conhecida como respiragao (Figura 5.20). O piruvato 
produzido durante a fermentagao entra no ciclo de Krebs, no qual e decomposto a C0 2 e H 2 0 com produgao de ATP. 
A descarboxilagao oxidativa do piruvato forma um intermediario de alta energia conhecido como acetilcoenzima A 
(acetil-CoA), que se condensa com uma molecula de oxaloacetato para formar citrato e CoA livre. Em seguida, 
ocorre uma serie de reagoes oxidativas, que resultam na produgao de oxaloacetato e potencial redutor na forma de 
NAD reduzido (NADH) e dinucleotidio de flavina e adenina reduzido (FADH). Em seguida, esses compostos de alta 
energia entram na cadeia de transporte de eletrons, que consiste em carreadores altemantes de hidrogenio e 
eletrons localizados em sequencia atraves da membrana celular. A transferencia de protons ao longo da cadeia de 
transporte de eletrons gera um potencial de membrana. A energia desse potencial e fomecida por um sistema 
multienzimatico associada a membrana conhecido como ATP-sintetase. A subunidade enzimatica catalisa a 
fosforilagao do ADP com fosfato inorganico. Oxigenio (0 2 ) e 0 aceptor final dos eletrons da cadeia de transporte de 
eletrons e 0 produto final e H 2 0. A oxidagao completa da glicose por glicolise anaerobica e pelo ciclo de Krebs 
aerobio resulta no ganho final de 38 moleculas de ATP por mol de glicose, em comparagao com a produgao final de 
apenas duas moleculas de ATP por mol de glicose apenas pela via glicolitica (fermentativa). Alem da produgao de 
ATP durante 0 metabolismo aerobio, 0 ciclo de Krebs tambem fornece a celula precursores ou compostos 
intermediarios utilizados na biossintese de varios outros componentes celulares, inclusive purinas, pirimidinas, 
aminoacidos e lipidios. O ciclo de Krebs tambem desempenha uma fungao catabolica, oferecendo uma via para a 
decomposigao oxidativa dessas mesmas macromoleculas. 


Fatores de virulencia e patogenicidade bacterianas 
Definigoes e conceitos 

O termo patogenicidade refere-se a capacidade de um organismo causar doenga. Os microrganismos capazes de 
causar doenga em circunstancias apropriadas sao conhecidos como patogenos. Em geral, o termo virulencia refere- 










se ao grau de patogenicidade dentro de um grupo ou especie de microrganismos. A virulencia de um microrganismo 
geralmente nao e atribuivel a um unico fator, mas depende de diversas variaveis relacionadas com o microbio, o 
hospedeiro e a interagao dinamica deles. Esse equilibrio entre hospedeiro e “patogeno potencial” e um tema de 
interesse crescente para os microbiologistas. Em geral, a virulencia abrange dois aspectos de um microrganismo 
patogenico: infecciosidade (/. e., capacidade de iniciar uma infecgao) e gravidade da doenga causada. Cepas 
altamente virulentas, moderadamente virulentas e/ou avirulentas podem existir na mesma especie ou no grupo de 
microrganismos geralmente considerados patogenicos. A infecgao do hospedeiro por um microrganismo e uma das 
etapas necessarias ao desenvolvimento da doenga. E importante diferenciar colonizagao de infecgao. A colonizagao 
de um hospedeiro pela microbiota normal ocorre mais comumente nas superficies (p. ex., pele e mucosas) e dentro 
dos orgaos cavitarios (p. ex., trato gastrintestinal). Os fatores favoraveis a colonizagao, presentes nas superficies dos 
microbios que formam a microbiota (p. ex., fimbrias, acidos lipoteicoicos, capsulas e OMP), sao praticamente os 
mesmos utilizados pelos microrganismos patogenicos. Os componentes microbianos na microbiota normal 
estabelecem-se na superficie e no interior do hospedeiro nos primeiros dias de vida e persistem em estado dinamico 
ao longo de toda a sua vida. A infecgao por bacterias exogenas pode ser suprimida pela presenga da microbiota 
normal, que ja ocupa o nicho ecologico do patogeno potencial. Quando isso ocorre, a infecgao pode ser evidenciada 
apenas por uma reagao humoral (anticorpos) com eliminagao do microrganismo estranho. Em alguns casos, o 
resultado pode ser um estado de portador assintomatico, ou o hospedeiro pode desenvolver sinais evidentes de 
doenga. 
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■ FIGURA 5.20 Ciclo de Krebs do acido tricarboxilico. 


A capacidade que um microrganismo tem de causar doenqa depende de fatores relacionados com o microbio e 
tambem com o hospedeiro. Hoje em dia, ha muito interesse em torno da variedade de respostas adaptativas das 
bacterias, que resultam na expressao das caracterfsticas envolvidas na patogenia. Por exemplo, Pseudomonas 
aeruginosa e um microrganismo onipresente na agua e no solo, o qual, em razao de sua versatilidade genetica, 
adaptou-se com sucesso aos ambientes humanos (p. ex., hospitais) de forma a estabelecer seu proprio nicho 
nosocomial. Ao longo dos anos de sua coexistencia com os seres humanos, P aeruginosa tornou-se um patogeno 
nosocomial oportunista, que expressa uma gama ampla de fatores de virulencia determinados geneticamente, 
inclusive varias exotoxinas, hemolisinas, lipases, elastase e proteases; polissacaridios capsulares de alginato 
extremamente mucoide; e plasmidios e mecanismos de resistencia antimicrobiana mediada por transposons. ' Essas 
reaqoes adaptativas determinadas geneticamente conferiram a P aeruginosa versatilidade para sobreviver e 
realmente proliferar em ambientes possivelmente hostis, inclusive o corpo humano. Os avanqos da medicina 
tambem nos permitiram apreciar as respostas adaptativas dos microrganismos que fazem parte da microbiota 
humana normal. Quando os mecanismos de defesa do hospedeiro sao anulados por fatores nao infecciosos 
coexistentes ou por varias condiqoes predisponentes (p. ex., cancer, diabetes melito, tratamento imunossupressor), 
os microrganismos endogenos tambem podem causar doenqa em virtude da expressao fenotipica das caracteristicas, 
que refletem uma resposta adaptativa recente do microrganismo ao seu hospedeiro. 

Nos ultimos anos, as pesquisas na area da microbiologia medica tem enfatizado os mecanismos de detecqao 
bacteriana. As bacterias desenvolveram mecanismos sofisticados para detectar seu ambiente e regular a expressao 
dos genes envolvidos na virulencia. 27 A expressao transduqao de sinais com dois componentes refere-se aos pares 
de proteinas reguladoras, que fimcionam sequencialmente para detectar alteraqoes do ambiente exterior e alterar as 
reaqoes adaptativas do microrganismo. No nivel molecular, isso ocorre pela transference de grupos fosfato da 
proteina sensorial para a proteina receptora; o estado de fosforilaqao das proteinas efetoras regula a potencia e a 
duraqao da resposta por meio de sua ligaqao aos promotores do acido nucleico, que permitem a expressao (z. e., 
transcriqao e traduqao subsequente) dos genes bacterianos envolvidos na codificaqao dos fatores de virulencia. Os 
sistemas de detecqao por transduqao de sinais com dois componentes foram descritos nas bacterias gram-negativas 
entericas, B. fragilis, B. pertussis, M. tuberculosis, especies de Vibrio e Clostridium perfringens, entre outros. 27 ’ 04 
Alguns microrganismos expressam determinados genes de virulencia em resposta aos niveis limiares de 
autoindutores. Esses autoindutores sao as lactonas /V-ac i 1 -homosseri na ou A-butiril-homosserina, produzidas 
continuamente. 41 Quando a populaqao bacteriana alcanqa determinado limite, a quantidade de autoindutores 
presentes e suficiente para ativar fatores de transcriqao dentro das celulas, que coordenam a expressao dos genes de 
virulencia. Esse mecanismo de sinalizaqao complexo, tambem conhecido como “percepqao de quorum ou grupo”, 
foi demonstrado nas bacterias ambientais (p. ex., Vibrio fischeri, Rhizobium leguminosarum) e nos patogenos 
humanos (z. e., P. aeruginosa e especies de Salmonella ). 15 - 16 - 68 . 85 Os ativadores de transcriqao que reagem a 
percepqao de quorum nesses diversos grupos de microbios apresentam homologia significativa entre as sequencias 
dos aminoacidos, sugerindo que o mecanismo de detecqao tenha evoluido precocemente e disseminado-se 
amplamente entre os microrganismos que ocupam varios nichos ecologicos. 

Requisitos a patogenicidade 

A primeira etapa do estabelecimento de um processo infeccioso consiste na capacidade que o microrganismo tem de 
entrar no hospedeiro e iniciar a infecqao. O contato inicial depende da capacidade de o microrganismo fixar-se as 
superficies do hospedeiro e ai sobreviver. A fixaqao ocorre por meio da interaqao de varias adesinas bacterianas com 
receptores da superficie celular (ver adiante). Alguns microrganismos fixam-se as celulas epiteliais sem invadir os 
tecidos mais profiindos. Nesses casos (p. ex., Corynebacterium diphtheriae), as toxinas ou enzimas produzidas pelos 
microrganismos geralmente sao responsaveis pela doenqa, que pode ser localizada ou sistemica. A infecqao mais 
profunda ocorre quando determinados microrganismos fixam-se as celulas epiteliais da mucosa e depois violam tal 
barreira. A multiplicaqao subsequente dos microrganismos nos tecidos subepiteliais provoca destruiqao dos tecidos 
por aqao dos fatores bacterianos (p. ex., proteases, colagenases, hialuronidases) e da reaqao imune (z. e., citolise 
mediada pelo complemento, reaqoes imunes celulares). Os microrganismos mais invasivos podem fixar-se, penetrar 
nas superficies das celulas epiteliais, multiplicar-se e invadir os tecidos mais profiindos; por fim, esses 
microrganismos tem acesso a corrente sanguinea e causam infecqao generalizada. Patogenos como as micobacterias 


e as brucelas fixam-se, invadem, multiplicam-se e depois se adaptam a existencia prolongada dentro do hospedeiro, 
geralmente inibindo sua propria destruigao dentro do fagolisossomo e vivendo dentro das celulas (em geral, 
histiocitos do sistema reticuloendotelial). 

Alguns microrganismos sao extremamente especificos quanto aos tipos de tecidos que podem infectar. Por 
exemplo, N. meningitidis pode ser um habitante normal da garganta, e o estado de portador assintomatico esta bem- 
caracterizado. Em condigoes apropriadas, esses microrganismos podem invadir e causar infecgoes das meninges e 
da corrente sanguinea. S. pneumoniae tambem pode viver na faringe e nasofaringe, embora as cepas virulentas 
invadam preferencialmente as vias respiratorias inferiores e a corrente sanguinea, causando pneumonia, sepse 
pneumococica e/ou meningite. As especificidades histologicas podem refletir a existencia de receptores celulares 
para os antigenos de superficie bacterianos, ou a presenga de nutrientes que fiincionam como fatores quimiotaticos 
para os microrganismos (p. ex., alguns aminoacidos, ions ou carboidratos). Um exemplo classico dessa dependencia 
nutricional ocorre com Brucella abortus, que e o agente etiologico do aborto contagioso do gado. Esse 
microrganismo tern seu crescimento dependente especificamente do alcool de agucar eritritol, que esta presente em 
concentragoes altas no utero e nos tecidos placentarios bovinos. Por isso, essa bacteria pode realmente “instalar-se” 
no trato genital bovino em razao dessa predilegao nutricional. 

Fatores de virulencia bacteriana 

Os fatores de virulencia bacteriana sao componentes estruturais ou produtos formados pelas bacterias, que lhes 
permitem causar danos ao hospedeiro de alguma forma. Alguns fatores de virulencia estao associados a celula 
bacteriana, enquanto outros podem ser extracelulares. Alem disso, alguns dos fatores envolvidos na patogenia fazem 
parte da estrutura anatomica ou fisiologica da celula e suas fungoes como fatores de virulencia sao incidentais ao 
ciclo de vida do microrganismo. 

Adesinas. Para que possam infectar um hospedeiro, os microrganismos precisam primeiramente aderir a superficie 
da mucosa. Em geral, a aderencia bacteriana e um processo especifico, que envolve estruturas da superficie da 
celula bacteriana (geralmente conhecidas como adesinas) e seus receptores complementares na superficie das 
celulas suscetiveis. As adesinas bacterianas podem ser fimbrias, componentes da capsula bacteriana, acidos 
lipoteicoicos que se projetam para fora do peptidoglicano da parede celular das bacterias gram-positivas, OMP ou 
outros antigenos da superficie celular. Alguns exemplos especificos de adesinas bem-caracterizadas dos 
microrganismos patogenicos foram descritos antes e incluem as fimbrias aderentes de N. gonorrhoeae, as fimbrias 
sensiveis a manose (tipo 1) e resistentes a manose (tipo 2) de E. coli uropatogenica e enteropatogenica e os acidos 
lipoteicoicos dos estreptococos beta-hemoliticos. 29,55,62 A proteina fibronectina da superficie das celulas humanas e 
um receptor de alguns patogenos bacterianos. 

Agressinas. Para que possam sobreviver e multiplicar-se dentro do hospedeiro, muitos microrganismos produzem 
varias substancias, que lhes permitem evitar ou fugir aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Essas substancias - 
conhecidas como agressinas - incluem capsulas e substancias do limo extracelular, proteinas e carboidratos de 
superficie, enzimas, toxinas e outras moleculas pequenas. As estruturas capsulares de algumas bacterias permitem 
que os microrganismos evitem a fagocitose, impedindo a interagao da superficie da celula bacteriana com as celulas 
fagociticas, ou ocultando os componentes da superficie da bacteria que, de outro modo, poderiam interagir com as 
celulas fagociticas ou o complemento e resultar em sua ingestao. 25,58,97 Anticorpos especificos dirigidos contra o 
material capsular levam a opsonizagao dos microrganismos. Depois da opsonizagao, as bacterias encapsuladas sao 
facil e rapidamente ingeridas e destruidas pelas celulas fagociticas. Alguns microrganismos produzem capsulas 
estruturalmente semelhantes aos tecidos do hospedeiro e, desse modo, nao sao reconhecidos como estranhos pelo 
sistema de vigilancia imune. Assim, esses microrganismos podem fugir as defesas do hospedeiro. Por exemplo, as 
capsulas de E. coli K1 e dos meningococos do grupo B sao formadas de acido /V-aceti 1 neuram in i co parcialmente O- 
acetilado nas ligagoes a-2,8, que e estruturalmente semelhante ao acido neuraminico encontrado nos tecidos do 
sistema nervoso central. Entre os microrganismos que contem capsulas que se comportam como agressinas estao os 
seguintes: S. aureus, S. pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae tipo b, K. pneumoniae, estreptococos beta- 
hemoliticos dos grupos A e B e B. ant/zracis. 25,36,48,58,90,97 

Algumas bacterias tern proteinas de superficie, que desempenham fiingoes importantes na aderencia e outros 
fatores associados a virulencia. Por exemplo, a proteina M dos estreptococos do grupo A desempenha muitas 


fungoes na patogenia das infecgoes causadas por essas bacterias, inclusive aderencia, resistencia a fagocitose, 
invasao intracelular, supressao da fungao do sistema de complemento e efeitos liticos nos leucocitos 
polimorfonucleares. 5,6 ’ 17 ’ 28 ’ 44 ’ 71 ' 72 A proteina A da parede celular de S. aureus pode ligar-se as moleculas de 
imunoglobulina (IgG) por sua regiao Fc. Como a fagocitose mediada por anticorpo (/. e., opsonizagao) e dependente 
do receptor Fc, a proteina A pode interferir nesse processo. Alem disso, a presenga da proteina A pode inibir a 
ativagao do complemento pela parede celular do estafilococo, camuflando as moleculas de peptidoglicano que 
comprovadamente ativa o sistema de complemento. Algumas bacterias conseguem produzir proteases, que sao 
capazes de hidrolisar e inativar as imunoglobulinas secretorias (IgA). 69 Essa imunoglobulina atua localmente 
impedindo a adesao das bacterias; desse modo, a hidrolise da IgA pelas proteases bacterianas favorece a colonizagao 
da mucosa (ver Capitulo 3). 

Algumas agressinas entram em agao depois que a fagocitose ocorreu e, nesses casos, interferem na fusao dos 
fagossomos/lisossomos e na atividade do sistema das mieloperoxidases. As micobacterias e as brucelas conseguem 
adaptar-se a existencia intracelular no hospedeiro produzindo substancias que impedem sua destruigao intracelular. 
No caso das micobacterias, isso pode ser atribuido a presenga de micosidios e sulfolipidios associados a parede 
celular, que sao incorporados a superficie interna dos fagossomos e impedem sua fusao com o lisossomo. 3,22,30 
Listeria monocytogenes expressa uma proteina de superficie conhecida como internalina, que se liga aos receptores 
glicoproteicos das celulas epiteliais e permite que o microrganismo seja interiorizado em um vacuolo circundado 
por membrana. 66 Em seguida, L. monocytogenes produz uma hemolisina conhecida como listeriolisina O, que fica 
intercalada na membrana do vacuolo e resulta na formagao de poros. Por fim, essa bacteria entra no citoplasma da 
celula, onde continua a proliferar e, desse modo, foge as condigoes toxicas do fagolisossomo. S. aureus secreta 
catalase e superoxido-dismutase, que inibem sua destruigao pelo sistema das mieloperoxidases das celulas 
fagociticas. A instalagao do microrganismo dentro das celulas fagociticas por esses mecanismos tambem contribui 
para a virulencia, porque protege o agente infeccioso da destruigao por anticorpos especificos e complemento. A 
existencia intracelular tambem tern influencia significativa no tratamento. As infecgoes por microrganismos como as 
especies de Brucella e a Francisella tularensis devem ser tratadas com antibioticos capazes de penetrar no fagocito 
e atuar no meio intracelular (p. ex., tetraciclinas, aminoglicosidios), de modo a alcangar tais microrganismos 
“protegidos”. 35 

Muitas bacterias produzem enzimas ou toxinas, ou contem componentes celulares que produzem efeitos toxicos 
ou necrosantes diretamente nas celulas inflamatorias e outros componentes do sistema imune do hospedeiro. A 
leucocidina e a y-hemolisina produzidas por S. aureus causam arredondamento e edemaciamento das celulas 
polimorfonucleares e dos macrofagos expostos e, em seguida, desgranulagao, ruptura nuclear e destruigao dessas 
celulas. 7 ’ 1 O lipopolissacaridio das bacterias gram-negativas pode retardar ou atenuar a reagao inflamatoria aguda, 
permitindo que os microrganismos se estabelegam dentro do hospedeiro com relativa facilidade. O lipidio A que 
compoe a endotoxina, em particular, pode ativar o complemento e estimular a liberagao de varias citocinas (/. e., 
interleucina [IL] IL-2, IL-6, IL-8, fator a de necrose tumoral [TNF-a]), que acarretam as manifestagoes clinicas do 
choque endotoxico, inclusive hipotensao, coagulagao intravascular disseminada e morte. As bacterias gram- 
positivas tern polimeros de peptidoglicano na parede celular e acidos teicoicos na membrana celular, que tambem 
podem estimular a liberagao de citocinas e causar sinais e sintomas semelhantes aos do choque septico. Alguns 
microrganismos (p. ex., N. gonorrhoeae ) tern outras propriedades de superficie celular, inclusive LOS e algumas 
proteinas de superficie, que os tomam resistentes aos efeitos bactericidas do soro humano normal. 67 Essa 
propriedade pode facilitar a disseminagao das bacterias pela corrente sanguinea e circulagao linfatica, resultando em 
infecgao sistemica ou no estabelecimento de focos infecciosos em areas distantes da regiao da infecgao inicial. 

As propriedades invasivas de algumas bacterias sao atribuidas a produgao de enzimas, que atuam no meio 
extracelular. S. aureus, S. pneumoniae, os estreptococos do grupo B e Propionibacterium acnes produzem uma 
enzima conhecida como hialuronato liase (ou hialuronidase) durante a fase de crescimento exponencial. Essa 
enzima facilita a dispersao dos microrganismos nos tecidos conjuntivos porque provoca a despolimerizagao do acido 
hialuronico, ou substancia basal responsavel pela aderencia intercelular. 32 Os estreptococos do grupo A e os 
estafilococos tambem produzem enzimas que hidrolisam os trombos de fibrina (estreptoquinase e estaffloquinase) 
e tambem facilitam a dispersao dos microrganismos nos tecidos. 23 - ' 0 C. perfringens e outros clostridios (p. ex., C. 
histolyticum, C. septicum, C. sordellii, C. novyi e C. fallax) produzem citotoxinas, citolisinas, colagenases, 
fosfolipases, hialuronidases e desoxirribonuclease, que permitem que esses microrganismos colonizem tecidos 



desvitalizados, decomponham a matriz de colageno dos tecidos musculares e conjuntivos e facilitem a disseminagao 
das bacterias nesses tecidos, causando fasciite necrosante e gangrena gasosa. 61 

Estudos demonstraram que o ferro e um nutriente essencial a muitos microrganismos e um requisito para a 
virulencia de alguns patagenos bacterianos. Nesse sentido, as bacterias patogenicas bem-sucedidas desenvolveram 
formas de obter ferro do ambiente ou dos tecidos dos hospedeiros com quantidades limitadas desse metal, nos quais 
o ferro livre e mantido em concentragoes baixas por sua ligagao as proteinas transferrina e lactoferrina. Os 
microrganismos captam esse ferro produzindo sideroforos, que sao moleculas pequenas que fiincionam como 
quelantes de grande afmidade pelo ferro. Desse modo, a produgao dos sideroforos e considerada um fator de 
virulencia. 10 Alguns microrganismos desenvolveram proteinas de ligagao a lactoferrina ou a transferrina, a partir das 
quais o ferro e removido e transportado para o interior das bacterias. 4,31 N. gonorrhoeae e N. meningitidis tern 
receptores na membrana externa para se ligarem a transferrina, lactoferrina e hemoglobina humanas e proteinas de 
ligagao periplasmatica para remover o ferro dos carreadores e transporta-lo ao interior das bacterias. 1,8,51,52,88 Alem 
disso, a formagao de alguns produtos microbianos extracelulares, inclusive toxinas, e regulada em parte no nivel 
transcricional pelas concentragoes de ferro no meio circundante. Por exemplo, a expressao do gene estrutural do 
fago b, que codifica a toxina difterica de C. diphtheriae lisogenizado, ocorre apenas quando o ferro toma-se o 
substrata limitante do crescimento (ver adiante). 75 

Embora os plasmidios propriamente ditos nao sejam fatores de virulencia, os genes que codificam alguns dos 
produtos bacterianos responsaveis pela virulencia comumente se localizam nos plasmidios das bacterias. Os fatores 
R (plasmidios que contem genes encarregados de codificar a resistencia aos antimicrobianos) podem ser 
considerados fatores de virulencia, porque a aquisigao de resistencia aos antimicrobianos favorece o crescimento 
continuado e a dispersao das infecgoes bacterianas, apesar das intervengoes terapeuticas. Algumas bacterias tambem 
tem plasmidios, que codificam pili sexuais e mobilizagao cromossomica. Esses dois fatores permitem que um 
microrganismo transfira material genetico (seja por meio de plasmidios, cromossomos ou ambos) a outros 
microbios. Os plasmidios tambem podem carregar genes que codificam antigenos de colonizagao, resistencia ao 
soro, quelagao e transporte de ions, produgao de toxinas e hemolisinas e fungoes indefmidas associadas a 
sobrevivencia intracelular. Plasmidios contendo genes que conferem resistencia foram descritos em alguns generos 
de bacterias gram-negativas (/. e., todos os generos de Enterobacteriaceae, inclusive Pseudomonas, Vibrio, 
Pasteurella, Campylobacter, Haemophilus, Neisseria e Bacteroides) e gram-positivas (p. ex., Staphylococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Clostridium e Corynebacterium ). 

Exotoxinas e endotoxinas. As toxinas microbianas sao classificadas em dois grupos: exotoxinas e endotoxinas. 
As exotoxinas bacterianas sao as toxinas biologicas mais potentes conhecidas e sao produzidas principalmente pelas 
bacterias gram-positivas, embora algumas bacterias gram-negativas tambem as produzam. Em geral, as exotoxinas 
sao proteinas termolabeis. Como sao proteinas, algumas podem ser inativadas ou destruidas por enzimas 
proteoliticas. Por outro lado, algumas exotoxinas sao ativadas apenas depois da hidrolise parcial (“entalbe”) por 
enzimas proteoliticas (ver adiante). A atividade toxica de muitas exotoxinas pode ser destruida pelo tratamento com 
formaldeido (desenvolvimento dos toxoides) e neutralizada por anticorpos especificos. A exploragao dessas 
propriedades resultou no desenvolvimento dos toxoides antidifterico e antitetanico, que sao usados como 
imunizagao ativa contra difteria e tetano, respectivamente. 

Em geral, as exotoxinas bacterianas sao subdivididas em dois grupos. O primeiro consiste nas toxinas 
citoliticas, que atuam nas membranas celulares e provocam a formagao de poros, seguida da desintegragao da celula 
(ou citolise). Exemplos dessas toxinas sao as sete enterotoxinas de S. aureus e as estreptolisinas O e S produzidas 
pelos estreptococos do grupo A. O segundo grupo consiste nas toxinas bipartites com duas subunidades A-B. Essas 
toxinas contem uma subunidade B (ou de ligagao), que se fixa a um receptor especifico da celula hospedeira, alem 
de uma subunidade A (ou ativa), que entra na celula e interage com seu alvo. Essas toxinas incluem a toxina de 
Vibrio cholerae (colera), a toxina Shiga de Shigella dysenteriae, a toxina pertussis produzida por B. pertussis e a 
toxina difterica sintetizada por C. diphtheriae lisogenico. Algumas doengas, como o tetano, o botulismo, a difteria e 
a colera sao atribuidas quase inteiramente aos efeitos das toxinas nos orgaos e tecidos-alvo. 

O tetano e causado pelos efeitos sistemicos da neurotoxina tetanica produzida por Clostridium tetani. Em geral, 
o tetano ocorre como consequencia da infecgao de uma ferida por C. tetani ou, em casos raros, pela inoculagao de 
materiais contaminados por celulas vegetativas ou esporos desta bacteria. A neurotoxina tetanica e liberada com a 
destruigao da celula depois do crescimento da bacteria em condigoes anaerobias (p. ex., nas feridas causadas por 


perfuragoes profundas). Inicialmente, a toxina e traduzida como um peptidio simples com aproximadamente 150 
kDa. Depois de ser liberada da celula bacteriana, a toxina peptidica e clivada por enzimas proteoliticas e forma uma 
cadeia leve (L, 50 kDa) e outra pesada (H, 100 kDa) conectadas por uma ponte dissulfidrica; em condigocs 
redutoras, os dois peptidios sao separados em cadeias L e H independentes. O local receptor de ligagao da molecula 
intacta da toxina esta localizado na cadeia H. A cadeia L e interiorizada e circula pelos nervos perifericos ate o 
sistema nervoso central por transporte axonial retrogrado. Quando a toxina tetanica chega aos neuronios da medula 
espinal, do tronco encefalico e do cerebelo, ela se liga ao seu receptor, que e um gangliosidio contendo acido 
estearico, esfmgosina, glicose, galactose, /V-acetilglicosamina e acido A-acetilneuraminico (acido sialico). O efeito 
espasmogenico da toxina e atribuido a sua agao nos reflexos pre-sinapticos, que envolvem os intemeuronios da 
medula espinal. A toxina bloqueia a inibigao pos-sinaptica normal dos neuronios motores espinais depois dos 
impulsos aferentes e, desse modo, impede a liberagao dos neurotransmissores inibitorios (/. e., acido y- 
aminobutirico, glicina). Esse bloqueio pre-sinaptico dos neuronios centrais aumenta o tonus muscular e torna os 
reflexos hiperativos. A hipersensibilidade resultante aos estimulos excitatorios, que nao sao controlados pelos 
mecanismos inibitorios, provoca a paralisia espastica generalizada tipica do tetano. 

O botulismo e causado pela ingestao de toxinas produzidas por Clostridium botulinum que cresce nos 
alimentos, dentre os quais os veiculos principais sao frutas e vegetais, condimentos e produtos de peixes enlatados 
(em geral, preparados em casa) malconservados. O botulismo da ferida e uma intoxicagao sistemica resultante do 
crescimento de C. botulinum e da produgao de toxina nas feridas e foi descrito nas decadas de 1980 e 1990 como 
complicagao das infecgoes de feridas dos usuarios de drogas injetaveis. 18,101 C. botulinum tambem pode colonizar o 
trato intestinal dos lactentes e produzir toxinas neste local (botulismo do lactente). 92 A toxina acumula-se nas celulas 
de C. botulinum durante a germinagao dos esporos e o crescimento ativo das celulas vegetativas, mas e liberada 
apenas quando ha dissolugao das celulas. Os microrganismos classificados no grupo de C. botulinum sao separados 
em tres grupos, dependendo das sequencias dos seus genes de RNA 16S: C. botulinum tipos B, E e F; C. botulinum 
tipos C e D; e C. botulinum tipos A, F e B. C. botulinum tipo G agrupa-se separadamente dos outros e tambem e 
conhecido como Clostridium argentinense , 24 Esses grupos correspondem aos sete tipos sorologicos das toxinas de 
C. botulinum (tipos A, B, C-l, D, E, F e G [associada a C. argentinense ]) e cada um produz uma toxina 
imunologicamente especifica para cada tipo. 89 As toxinas dos tipos A, B, E e F sao as que reconhecidamente afetam 
os seres humanos. 

As toxinas botulinicas naturais sao proteinas labeis, que formam complexos com proteinas atoxicas para 
assegurar a estabilidade das moleculas. 73 A toxina botulinica e produzida na forma de uma proteina precursora com 
peso molecular em tomo de 150 kDa. Essas toxinas sao produzidas como moleculas inativas, que sao ativadas 
depois da proteolise, mas a clivagem proteolitica e interna as moleculas peptidicas e as toxinas nao alteram seus 
pesos moleculares depois da ativagao. Por isso, a toxina ativa consiste em uma cadeia leve (L) de 50 kDa e uma 
cadeia pesada (H) de 100 kDa conectadas por uma ponte dissulfidrica. Depois da absorgao no trato gastrintestinal, a 
toxina chega aos neuronios suscetiveis (nas jungoes neuromusculares e nas sinapses do sistema nervoso autonomo 
periferico) pela corrente sanguinea. Nessas estruturas, a toxina se liga as terminagoes pre-sinapticas, onde bloqueia a 
liberagao de acetilcolina pelas terminagoes dos nervos motores colinergicos. As manifestagoes tipicas do botulismo 
incluem acometimento dos nervos cranianos, fraqueza descendente bilateral e paralisia dos musculos esqueleticos e 
a doenga caracteriza-se por fadiga, tontura, nauseas, visao turva, fala arrastada, dilatagao pupilar, retengao urinaria, 
paralisia flacida generalizada dos musculos esqueleticos e paralisia respiratoria. 19 

A difteria e outro exemplo de doenga causada basicamente pela agao de uma toxina. 26 Curiosamente, apenas as 
cepas de C. diphtheriae que contem um bacteriofago lisogenico ((3-corinefago) conseguem produzir toxina difterica. 
Os genes estruturais que codificam a toxina (conhecidos como genes tox) fazem parte do genoma do bacteriofago. A 
expressao do gene tox e regulada por um repressor ativado por ferro e a produgao da toxina ocorre apenas quando 
este elemento se toma o substrato limitante do crescimento. 76 Em presenga do ferro (Fe 2+ ), o repressor forma 
dimeros ativos com Fe 2+ , que se ligam ao promotor do gene tox e inibem a expressao deste gene. Quando o Fe 2+ 
toma-se o fator limitante, o dimero formado pelo repressor e pelo Fe 2+ dissocia-se e permite que o gene tox seja 
transcrito e traduzido. 37,98 

A molecula da toxina e produzida por C. diphtheriae ligada a membrana celular e e secretada pela celula na 
forma de um peptidio simples, que consiste em 535 aminoacidos com peso molecular de cerca de 58 kDa. Com a 
proteolise, o peptidio simples e clivado em duas cadeias principais (designadas como cadeias A e B), que sao 
interligadas por pontes dissulfldricas. O peptidio A tern peso molecular de 21 kDa e contem a atividade enzimatica 



da molecula, que inibe a sintese proteica, enquanto o peptidio B e um fragmento com 37 kDa, que contem o 
dommio de ligagao do receptor C-terminal e um dommio de translocagao interna. O peptidio B e responsavel pela 
ligagao da molecula da toxina ao seu receptor-alvo. Com a ligagao a celula-alvo por meio do peptidio B, a toxina 
entra na celula por endocitose mediada pelo receptor. O pH baixo dentro do endossomo estimula a translocagao do 
peptidio A (por meio da interagao com o dommio de translocagao do peptidio B) para dentro do citosol; nesse 
momento, as pontes dissulfidricas sao reduzidas, o peptidio B e liberado e o peptidio A toma-se enzimaticamente 
ativo. O peptidio A inibe a sintese proteica por adenorribosilagao do fator de alongamento 2 - uma enzima 
necessaria a translocagao do polipeptidil-tRNA do local aceptor para o local doador do ribossomo eucarioto. O 
grupo adenorribosil e transferido do NAD para o fator de alongamento 2 pela subunidade do peptidio A da toxina, 
tomando o EF-2 inativo: 

NAD + +EF-2 peptidio A complexo adenorribosilfosfato: 
da toxina 

EF-2 + nicotinamida + H + 

O tratamento da toxina intacta com formalina a transforma em um toxoide, que nao consegue se separar nas 
subunidades A e B. Por isso, o toxoide nao pode catalisar seus efeitos intracelulares toxicos, embora conserve sua 
antigenicidade. A imunidade a difteria geralmente e mediada pela existencia de anticorpos contra a toxina. 

Todos os sinais e sintomas da colera causada por V cholerae resultam da perda rapida de liquidos pelo trato 
gastrintestinal. O aumento da secregao de eletrolitos e causado por uma enterotoxina proteica. A enterotoxina de 84 
kDa consiste em uma subunidade de ligagao (subunidade B) formada por cinco monomeros identicos com 11,5 kDa 
e uma subunidade biologicamente ativa (subunidade A) com 27 kDa. 

Endotoxinas, por outro lado, sao produzidas apenas pelas bacterias gram-negativas e consistem basicamente em 
lipopolissacaridios (LPS). Como foi descrito antes, os LPS sao componentes estruturais da membrana externa das 
bacterias gram-negativas, que contem os determinantes antigenicos somaticos (O). As endotoxinas sao 
termoestaveis, nao sao inativadas pelo tratamento com formaldeido e sao neutralizadas apenas parcialmente pelos 
anticorpos especificos. Em comparagao com algumas exotoxinas, as endotoxinas tern toxicidade relativamente 
baixa. Embora a endotoxina possa escapar e entrar nos liquidos circundantes (na forma de “bolhas” formadas na 
superficie das bacterias gram-negativas), a celula inteira geralmente conserva a parte principal da atividade toxica. 
As atividades biologicas e toxicas das endotoxinas sao amplas. Quantidades diminutas (nanogramas) de endotoxina 
causam febre nos seres humanos e estimulam a liberagao do pirogenio endogeno. Doses maiores causam hipotensao, 
redugoes das contagens de leucocitos polimorfonucleares e plaquetas em consequencia da marginagao destas celulas 
nas paredes dos vasos sanguineos, hemorragia e (em alguns casos) coagulagao intravascular disseminada causada 
pela ativagao dos mecanismos da coagulagao. A endotoxina tambem e mitogenica para os linfocitos B e estimula a 
liberagao de varias citocinas pelos macrofagos. 

Superantigenos bacterianos. Outro grupo de toxinas proteicas extracelulares, como as que sao produzidas por 
S. aureus ou pelos estreptococos beta-hemoliticos do grupo A, consegue ligar-se aos peptidios estruturais dos 
receptores dos linfocitos T e aos antigenos de histocompatibilidade classe II dos macrofagos. Essa ligagao estimula 
a secregao de citocinas. Varias proteinas extracelulares de S. aureus (p. ex., a toxina 1 da sindrome do choque 
toxico, ou TSST-1 em ingles), as enterotoxinas estafilococicas A e B e as toxinas dos estreptococos do grupo A 
atuam como “superantigenos” e induzem niveis altos de proliferagao das celulas T, liberagao imediata de IL-2 e 
TNF-a e causam uma sindrome de choque. 79 Os superantigenos produzidos por varias bacterias estao descritos com 
mais detalhes nos capitulos subsequentes dedicados aos generos bacterianos especificos. 
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Os bacilos gram-negativos que fazem parte da familia Enterobacteriaceae sao as bacterias isoladas mais comumente de 
amostras clinicas. Amplamente dispersos na natureza, esses microrganismos sao encontrados no solo e na agua, nas plantas e - 
como o nome dessa familia indica - tambem nos tratos intestinais de seres humanos e animais. Antes do advento dos 
antibioticos, da quimioterapia e dos tratamentos imunossupressores, as doengas infecciosas causadas por Enterobacteriaceae 
eram relativamente bem-definidas. As sindromes diarreicas e disentericas acompanhadas de febre e septicemia nos casos 
classicos de febre tifoide eram reconhecidamente causadas por especies de Salmonella e Shigella. Os casos classicos de 
pneumonia evidenciada pela formagao de escarro vermelho-tijolo ou cor de “geleia de groselha” eram sabidamente causados 
pelo bacilo de Friedlander ( Klebsiella pneumoniae). Escherichia coli, especies de Proteus e varios membros do grupo 
Klehsiella-Enterobacter eram isolados comumente das feridas traumaticas contaminadas por solo ou materia vegetal, ou das 
incisdes das feridas abdominais depois de operagoes gastrintestinais. 

Os membros da familia Enterobacteriaceae podem ser incriminados em quase todos os tipos de doenga infecciosa e 
isolados de qualquer amostra recebida no laboratory. Os pacientes imunossuprimidos ou debilitados sao altamente suscetiveis 
as infecgoes adquiridas no hospital, seja depois da colonizagao por cepas do ambiente ou depois de procedimentos invasivos 
como cateterizagao, broncoscopia, colposcopia ou biopsias cirurgicas, nos quais as mucosas sao traumatizadas ou cortadas. 

O choque endotoxico e uma das manifestagoes potencialmente letais das infecgdes causadas por bacterias gram-negativas, 
inclusive por membros de Enterobacteriaceae. A endotoxina e um lipopolissacaridio farmacologicamente ativo, contido na 
parede celular das especies gram-negativas. Esse lipopolissacaridio esta estruturado em tres camadas: (1) uma camada externa 
de carboidratos variaveis, que determina a especificidade antigenica O (p. ex., varios sorotipos de Salmonella)', (2) um ceme 
intermediary de polissacaridios estruturalmente semelhantes entre as especies; e (3) uma molecula lipidica central altamente 
conservada conhecida como lipidio A. Os efeitos biologicos das endotoxinas foram demonstrados experimentalmente: 
quantidades pequenas injetadas por via intravenosa nos animais causam febre, leucopenia, hemorragia capilar, hipotensao e 
colapso circulatory - sinais e sintomas que, em grande parte, sao praticamente iguais aos observados nos seres humanos com 
sepse gram-negativa. 

O ensaio com lisado de Limulus, que utiliza um reagente preparado a partir dos amebocitos do caranguejo-ferradura 
(Limulus polyphemus), tem sido usado com sucesso variavel no diagnostico do choque endotoxico. 206 Esse lisado gelifica 
quando entra em contato com endotoxinas, mesmo em quantidades diminutas. Os anticorpos monoclonais, que podem ser 
usados em imunoensaios ligados a enzimas ou outras tecnicas usadas para detectar o lipidio A, sao mais promissores no 
diagnostico da sepse gram-negativa. Os efeitos farmacologicos da endotoxina podem ser atribuidos basicamente ao lipidio A, 
altamente antigenico, o qual tem determinantes comuns a todas as cepas de bacilos gram-negativos. Desse modo, a detecgao do 
lipidio A na circulagao dos pacientes com sepse gram-negativa utilizando um anticorpo monoclonal pode confirmar o 
diagnostico, de modo que o tratamento presuntivo possa ser iniciado antes que o agente etiologico seja isolado e identificado. 

Os microbiologistas devem ficar atentos ao aparecimento de quaisquer enterobacterias que sejam membros da familia 
Enterobacteriaceae resistentes a varios antibioticos. Quase toda a resistencia de Enterobacteriaceae aos antibioticos 
betalactamicos e mediada por betalactamases, cromossomicas ou adquiridas. Alguns membros dessa familia tem 
betalactamases AmpC induziveis, determinadas cromossomicamente. Isso inclui os chamados microrganismos MYSPACE: 
Morganella morgannii, Yersinia enterocolitica, Serratia marcescens, Providencia spp., Aeromonas spp., complexo Citrobacter 
freundii e Enterobacter spp. ’ 1 ' A resistencia aos antibioticos tambem pode se desenvolver nos isolados clinicos anteriormente 
sensiveis por meio da transference de plasmidios conhecidos como fator R ou plasmidios R. Esses plasmidios R grandes 
possuem genes que codificam enzimas betalactamases capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas (primeira, segunda e 
terceira geragoes) e aztreonam e, por isso, sao designadas como betalactamases de espectro ampliado (ESBL; do ingles, 
extended-spectrum betalactamases ). 507 A detecgao dessas cepas resistentes nao e importante apenas para o tratamento dos 
pacientes dos quais elas sao isoladas, mas tambem tem implicagdes importantes para o sistema de vigilancia das infecgdes 
nosocomiais. Os mecanismos pelos quais a resistencia pode desenvolver-se e os metodos usados para detectar os mecanismos 



de resistencia estao descritos com mais detalhes no Capitulo 17. Nas segoes subsequentes deste capitulo, descrevemos as 
sindromes clinicas especificas causadas por cada genero e especie. 

Caracteristicas para a identificacao presuntiva 

Quais sao os primeiros indicios de que uma bacteria desconhecida isolada de uma amostra clinica pode fazer parte da familia 
Enterobacteriaceae? Com excegao dos especimes de fezes, uma preparagao corada pelo Gram pode revelar celulas bacilares ou 
cocobacilares gram-negativas curtas em grumos, cujas dimensbes variam de 0,5 a 2,0 fm de largura e 2,0 a 4,0 fm de 
comprimento (ver Prancha 6.1 A). Entretanto, a diferenciagao da especie nao pode ser realizada com base apenas na 
morfologia da coloragao pelo Gram. 

A morfologia tipica das colonias de um microrganismo que cresce em um meio solido pode ser o segundo indicio. Nos 
casos tipicos, os membros da familia Enterobacteriaceae formam colonias relativamente grandes, de cor cinza-opaca, secas ou 
mucoides no agar-sangue de carneiro; colonias mucoides sugerem cepas encapsuladas de K. pneumoniae (ver Prancha 6.1 B e 
C). A hemolise do agar-sangue e variavel e maldefinida. As colonias que formam uma pelicula fina ou ondas (um fenomeno 
conhecido como veu de proteus) sugerem que o microrganismo seja movel e provavelmente uma especie de Proteus (ver 
Prancha 6.1 D). As colonias vermelhas no agar MacConkey ou que apresentam um brilho esverdeado no agar de eosina-azul 
de metileno (EAB; do ingles, eosine—methylene blue ) (ver Prancha 6.2) indicam que o microrganismo seja capaz de produzir 
acido a partir da lactose no meio. 

Entretanto, a diferenciagao de Enterobacteriaceae esta baseada principalmente na presenga ou na ausencia de diversas 
enzimas codificadas pelo material genetico do cromossomo bacteriano. Essas enzimas direcionam o metabolismo bacteriano 
atraves de uma das varias vias que podem ser detectadas pelos meios especificos usados nas tecnicas de cultura in vitro. Os 
substratos com os quais essas enzimas podem reagir sao acrescentados ao meio de cultura, junto com um indicador capaz de 
detectar a utilizagao do substrato ou a presenga de produtos metabolicos especificos. Com a selegao de uma serie de meios que 
avaliam diversas caracteristicas metabolicas dos microrganismos a serem identificados, e possivel definir um perfd bioquimico 
que leve a identificagao da especie. 

Caracteristicas de triagem 

A identificagao defmitiva dos membros da familia Enterobacteriaceae pode necessitar de uma bateria de testes bioquimicos. Se 
forem realizadas algumas observagoes preliminares de modo a assegurar que o microrganismo a ser testado faga parte desse 
grupo, e possivel evitar perda consideravel de tempo e possiveis erros de identificagao. Quando o microrganismo e uma 
bacteria gram-negativa de outro grupo, pode ser necessario usar um conjunto de caracteristicas diferentes das que sao 
utilizadas comumente para identificar Enterobacteriaceae. Com poucas excegoes, todos os membros dessa familia apresentam 
as seguintes caracteristicas: 

• A glicose e fermentada (ver Prancha 6.1 E e F) 

• O citocromo-oxidase e negativo (ver Prancha 6.1 G) 

• O nitrato e reduzido a nitrito (ver Prancha 6.1 H). 

Utilizagao dos carboidratos. E comum que os microbiologistas do laboratorio fagam referenda a todos os carboidratos 
como agucares. Isso e conveniente por motivos praticos, embora saibam que os alcoois poliedricos (p. ex., dulcitol e manitol) 
ou os sais cationicos de acetato ou tartarato nao sao carboidratos e, por isso, na verdade nao sao agucares em sentido 
bioquimico. 

O termo fermentagao tambem e utilizado de maneira ate certo ponto livre com referenda a utilizagao dos carboidratos 
pelas bacterias por termos como fermentadores de lactose e nao fermentadores de lactose. Por defmigao, fermentagao e um 
processo metabolico de oxidagao-redugao, que ocorre em condigoes de anaerobiose e, em vez do oxigenio, um substrato 
organico funciona como aceptor final de hidrogenio (eletron). Nos sistemas de testes bacteriologicos, esse processo e detectado 
pela observagao de alteragoes da cor dos indicadores de pH, a medida em que o produtos acidos sao formados. A acidificagao 
de um meio de teste pode ocorrer por decomposigao dos carboidratos por vias diferentes da fermentagao, ou podem existir, em 
alguns meios, outros ingredientes alem dos carboidratos, que resultam na formagao de produtos finais acidos. Embora a 
maioria das bacterias que metabolizam carboidratos seja representada por microrganismos anaerobios facultativos, a utilizagao 
desses compostos nem sempre ocorre em condigoes estritamente anaerobias, como se observa com a produgao de acidos pelas 
colonias bacterianas cultivadas na superficie dos meios de agar. Ainda que nem todos os testes usados para avaliar a 
capacidade de um microrganismo decompor enzimaticamente um “agucar” em produtos acidos possam ser “fermentativos”, 
tais termos sao utilizados aqui por conveniencia. 

Princtpios basicos da fermentagao. Os estudos de Pasteur em meados do seculo XIX sobre a agao das leveduras no vinho 
constituem a base de nosso conhecimento atual sobre fermentagao dos carboidratos. Pasteur observou que algumas especies de 
bacterias contaminantes causavam redugao do pH do vinho (um substrato dos carboidratos) em razao da produgao de varios 


acidos. Pouco depois, surgiram describees detalhadas das reapoes fermentativas, por meio das quais um monossacaridio (p. ex., 
glicose) e decomposto. Por meio de uma serie de clivagens e transformaboes glicoliticas enzimaticas, a molecula de glicose e 
desdobrada em uma serie de tres compostos de carbono, dentre os quais o mais importante e o acido piruvico. A sequencia 
quimica por meio da qual a glicose e convertida em acido piruvico e conhecida como via de Embden-Meyerhof (EMP; do 
ingles , Embden-Meyerhor pathway) (Figura 6.1). Muitas bacterias, inclusive Enterobacteriaceae, fermentam glicose atraves da 
EMP e produzem acido piruvico; entretanto, a maneira como o acido piruvico e utilizado em seguida varia de acordo com a 
especie bacteriana. Os destinos alternativos do acido piruvico sao uma consequencia de varias reapoes fermentativas, as quais 
resultant na formabao de produtos muito diferentes (Figura 6.1). 

As bacterias sao diferenciadas com base nos carboidratos que elas metabolizam e nos tipos e nas quantidades de acidos 
produzidos. Essas diferenbas de atividade enzimatica sao utilizadas como uma das caracteristicas importantes, que permitem o 
reconhecimento das diferentes especies. E importante que os estudantes de microbiologia compreendam que, durante a 
formabao glicolitica do acido piruvico, o trifosfato de adenosina (ATP) e produzido a custa da redubao do dinucleotidio de 
nicotinamida e adenina (NAD) em NADH 2 . Para cada molecula de glicose fermentada para formar acido piruvico, quatro ions 
hidrogenio sao consumidos em razao da redubao de duas moleculas de NAD em duas moleculas de NADH 2 . Como a 
quantidade total de NAD da celula e muito pequena, a fermentabao seria interrompida rapidamente se o NADH 2 nao fosse 
novamente oxidado durante o metabolismo adicional do acido piruvico. A Figura 6.2 ilustra a fermentabao de tres moleculas 
de glicose por duas vias alternativas. Por exemplo, a fermentabao da glicose por E. coli ocorre por meio da via de fermentabao 
acida mista e resulta na formabao de grandes quantidades dos acidos acetico, lactico e forntico com redubao acentuada do pH 
do meio de teste (Figura 6.2). Por outro lado, o grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafnia-Sermtia metaboliza o acido piruvico 
basicamente por meio da via do butilenoglicol, forntando acetilmetilcarbinol (acetoina) e reabao positiva no teste de Voges- 
Proskauer (VP) (Figura 6.2). Observe que os produtos finais principals dessa ultima via metabolica sao alcoois e que sao 
produzidas quantidades pequenas de acidos. Assim, o teste do vermelho de metila geralmente e negativo com esse grupo de 
microrganismos. 
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■ FIGURA 6.1 Fermentagao da glicose para formar piruvato (EMP) e destinos alternativos do acido piruvico. 






















O gas resultante da fermentagao bacteriana e basicamente uma mistura de hidrogenio e dioxido de carbono formados pela 
clivagem do acido formico. Existe uma regra de memorizagao, que diz que qualquer bacteria que forme gas no meio de teste 
com carboidrato deve primeiramente produzir acido - o que fica evidente quando se considera a ilustragao da EMP da Figura 
6.1. O gas e detectado mais facilmente quando se utiliza um meio em caldo para fermentagao de carboidratos, no qual foram 
colocados pequenos tubos de Durham invertidos (ver Prancha 6.1 F). Com isso, e possivel detectar ate quantidades diminutas 
de gas, que se acumula na forma de bolhas sob os tubos de Durham. Algumas especies de Enterobacteriaceae (p. ex., a maioria 
das especies de Shigella) nao tem a enzima desidrogenase formica, nao conseguem clivar o acido formico e, 
consequentemente, nem sequer produzem quantidades diminutas de C0 2 . Por outro lado, os microrganismos que utilizam a via 
do butilenoglicol (/. e., sao VP-positivas) produzem grandes quantidades de C0 2 (Figura 6.2). Por isso, quando se observa 
grande quantidade de gas, deve-se considerar a presenga dos membros do grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafnia-Serratia 
como identificagao provavel. A formagao de alcool etilico pelos microrganismos e extremamente importante sob a perspectiva 
comercial na fabricagao das bebidas alcoolicas e dos reagentes organicos; contudo, esse produto final tem pouca importancia 
na identificagao laboratorial das bacterias. 

A fermentagao bacteriana da lactose e mais complexa que a da glicose. A lactose e um dissacaridio composto de glicose e 
galactose reunidas por uma ligagao de oxigenio conhecida como ligagao galactosldica. Com a hidrolise, essa ligagao e 
desfeita, resultando na liberagao de glicose e galactose. Para que uma bacteria possa metabolizar lactose, duas enzimas devem 
estar presentes: (1) P-galactosidio-permease, que permite o transporte de um P-galactosidio (como a lactose) atraves da parede 
celular da bacteria; e (2) P-galactosidase, que e a enzima necessaria para hidrolisar a ligagao do P-galactosidio depois que o 
dissacaridio entrar na celula. Como se pode observar na Figura 6.3, a reagao acida final resulta da decomposigao da glicose. 

Como a fermentagao da lactose termina com as reagoes de decomposigao da glicose atraves da EMP, conclui-se que 
qualquer microrganismo incapaz de metabolizar glicose tambem nao pode formar acidos a partir da lactose. Isso explica por 
que nao se adiciona glicose nas formulas dos meios de isolamento primario, inclusive agar MacConkey e agar de EMB: se 
fosse adicionada, a possibilidade de detectar a capacidade de fermentar lactose pela bacteria analisada seria invalidada. No 
meio em teste, o parametro final da fermentagao de lactose e a detecgao da produgao de acidos. Os microrganismos que nao 
fermentam lactose sao os que nao tem uma ou as duas enzimas necessarias ao metabolismo desse agucar, ou que nao 
conseguem decompor a glicose. Os chamados fermentadores tardios de lactose sao os microrganismos que apresentam 
atividade de P-galactosidase, mas demonstram atividade lenta de P-galactosidio-permease. 
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■ FIGURA 6.2 Vias de fermentagao da glicose: fermentagao acida mista e via de fermentagao do butilenoglicol. 
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■ FIGURA 6.3 Fermentagao bacteriana da lactose: a lactose e um dissacarldio composto de moleculas de glicose e galactose reunidas 
por uma ligagao (3-galactosidica e difunde-se atraves da parede celular da bacteria por agao da (3-galactosidio-permease. Quando a 
bacteria produz (3-galactosidase, a lactose e hidrolisada e forma glicose e galactose. Em seguida, a glicose e metabolizada de acordo 
com as reagdes ilustradas na Figura 6.1. 


/1-Galactosidase e o teste do ONPG. O o-nitrofenil-P-D-galactopiranosidio (ONPG) e um composto estruturalmente 
semelhante a lactose, com excegao de que a glicose e substituida por um grupo o-nitrofenilico. Essa manipulagao muito 
engenhosa da molecula constitui a base do teste do ONPG, que esta descrito no Quadro 6.1 online. Esse teste detecta a enzima 
P-galactosidase muito mais rapidamente que o teste de fermentagao da lactose descrito antes. Isso ajuda a identificar os 
fermentadores tardios de lactose, que apresentam deficiencia de P-galactosidio-permease. O ONPG permeia a celula bacteriana 
mais prontamente que a lactose e, sob a agao da P-galactosidase, e hidrolisado em galactose e o-nitrofenol (ver Quadro 6.1 
online). Esse ultimo composto e um cromoforo incolor quando esta ligado ao D-galactopiranosidio, mas que adquire cor 
amarela quando esta em sua forma livre (nao ligada) (ver Prancha 6.4 A). 

Existem no mercado comprimidos para o teste do ONPG que podem ser facilmente reconstituidos pelo acrescimo de 
pequena quantidade de agua e sao convenientes para uso em laboratorio. Os microrganismos com atividade forte de P- 
galactosidase podem produzir resultado positivo no teste dentro de alguns minutos depois da inoculagao do meio. O teste do 
ONPG e mais util para detectar atividade de P-galactosidase dos fermentadores tardios de lactose, inclusive algumas cepas de 
E. coli, porque a diferenciagao das especies de Shigella (com excegao de algumas cepas da Shigella sonnet) pode ser dificil de 
outra maneira. Esse teste tambem ajuda a diferenciar algumas cepas das especies de Citmbacter e Salmonella sorotipo 
Arizonae (ONPG-positivas) da maioria das especies de Salmonella (ONPG-negativas). O teste do ONPG nao substitui a 
avaliagao da fermentagao da lactose, porque apenas a enzima P-galactosidase e determinada. 

Atividade de citocromo-oxidase. Qualquer microrganismo que demonstre atividade de citocromo-oxidase depois do 
procedimento e das condigoes do teste descrito no Quadro 1.5 online esta excluido da familia Enterobacteriaceae. O 
desenvolvimento da reagao colorida deve ser interpretado nos primeiros 10 a 20 segundos, porque muitos microrganismos 
(inclusive alguns membros dessa familia) podem produzir reagdes falso-positivas tardias. Quando ha dificuldade de interpretar 
a reagao da citocromo-oxidase, tambem devem ser testados microrganismos oxidase-positivos e oxidase-negativos. Os conta- 
gotas de citocromo-oxidase disponiveis no mercado sao utilizados mais comumente por sua conveniencia. As reagdes de cor 
aparecem claramente dentro de 10 segundos. Se forem utilizadas algas ou fios de inoculagao no laboratorio para transferir 
bacterias ao reagente da oxidase, os instrumentos de ago inoxidavel ou Nichrome podem produzir reagdes falso-positivas em 






















razao das quantidades diminutas de oxido ferroso na superficie flambada do metal. Esse problema pode ser evitado com a 
utilizagac de algas de inoculagao de plastico ou platina, de bastoes aplicadores de madeira ou swabs com ponta de algodao para 
realizar o teste da oxidase. A tetrametil- /7-fenilenodiamina e utilizada mais comumente em vez do derivado dimetilico, porque 
esse reagente e mais estavel, mais sensivel e menos toxico (ver Quadro 1.5 online e Prancha 6.1 G). 

Redugao do nitrato. Com excegao de alguns biotipos de Pantoea agglomerans e de algumas especies de Serratia e Yersinia, 
todos os membros de Enterobacteriaceae reduzem nitrato a nitrito. Como sao necessarios periodos variados de incubagao (3 a 
24 horas, dependendo do sistema utilizado) para realizar o teste de redugao do nitrato, ele nao e utilizado comumente como 
teste de pre-triagem das bacterias desconhecidas isoladas. Em vez disso, esse teste e utilizado na maioria dos laboratories para 
confirmar a classificagao correta de um microrganismo desconhecido, ou ajudar a determinar a identidade das especies 
bacterianas. O Quadro 6.2 online descreve os detalhes do teste de redugao do nitrato. 

Qualquer meio basal que promova o crescimento do microrganismo e contenha nitrato de potassio (KN0 3 ) na concentragao 
de 0,1% e apropriado a realizagao desse teste. O caldo e o agar com nitrato em tubo inclinado sao os mais utilizados nos 
laboratories clinicos. Como a enzima nitrato-redutase tern atividade maxima em condigoes de anaerobiose, Zobell 
recomendou a utilizagao de um agar semissolido. Os meios semissolidos tambem favorecem o crescimento de algumas 
especies bacterianas e fornecem as condigoes de anaerobiose necessarias a ativagao dessa enzima. O acrescimo de po de zinco 
a todas as reagoes negativas, como se pode observar no Quadro 6.2 online, deve ser um procedimento de rotina. A maioria dos 
microrganismos capazes de reduzir nitratos fazem-no nas primeiras 24 horas; alguns podem produzir quantidades detectaveis 
dentro de 2 horas. Schreckenberger e Blaze vie descreveram um teste rapido com nitrato. A a-naftilamina e o acido 

sulfanilico sao relativamente instaveis, de maneira que sua reatividade deve ser determinada a intervalos frequentes testando-se 
os microrganismos de controle positivos e negativos. O composto diazonio que se forma na reagao do nitrato reduzido e os 
reagentes tambem sao relativamente instaveis, e a cor tende a esmaecer; por isso, as leituras devem ser realizadas logo depois 
de acrescentar os reagentes (ver Prancha 6.1 H). 

Meios de cultura utilizados para detectar fermentagao dos carboidratos 

Varios meios liquidos ou de agar podem ser usados para avaliar a capacidade de um microrganismo analisado utilizar 
carboidratos por fermentagao. O carboidrato a ser testado (p. ex., glicose) e filtro-esterilizado e acrescentado assepticamente a 
um meio basal ate a concentragao final entre 0,5 a 1,0%. A formula de um meio de fermentagao basal tipico contem tripticase 
(BBL), 10 g; cloreto de sodio, 5 g; vermelho de fenol, 0,018 g; e agua destilada ate completar 1 /. A tripticase e um hidrolisado 
de caseina, que serve como fonte de nitrogenio e carbono; o cloreto de sodio e um estabilizador osmotico; e o vermelho de 
fenol e um indicador de pH, que adquire coloragao amarela quando o pH do meio diminui a menos de 6,8. A Prancha 6.1 F 
ilustra as reagoes de fermentagao acida no meio de caldo purpura. Todos os especimes de Enterobacteriaceae crescem bem 
nesse tipo de meio, e a formula basica utilizada e uma questao de preferencia pessoal. Alem de produzir uma alteragao de pH 
indicada pela cor do meio de cultura para fermentagao, a formagao de acidos mistos (especialmente acido butirico) comumente 
produz um odor fetido pungente no meio de cultura. Quando esse odor e percebido, deve-se suspeitar imediatamente da 
presenga de um dos membros da familia Enterobacteriaceae (alem disso, as bacterias anaerobias formam produtos metabolicos 
tipicos com odores bem-defmidos). 

Uso do agar-ferro de Kligler e do agar triplice agucar-ferro 

Na pratica, os microrganismos que conseguem fermentar glicose sao detectados comumente por observagao das reagoes que 
eles produzem quando crescem no agar-ferro de Kligler (KIA; do ingles, Kligler iron agar) ou no agar triplice agucar-ferro 
(TSI; do ingles, triple sugar iron agar) (Figura 6.4; ver Prancha 6.1 E). Quando um microrganismo nao consegue fermentar 
glicose, observa-se uma reagao de superficie inclinada alcalina/fundo alcalino (K/K) (ou seja, nenhuma alteragao; ver Figura 
6.4 A), indicando que nao houve produgao de acido e que o microrganismo testado nao e capaz de fermentar quaisquer dos 
agucares presentes. Isoladamente, essa reagao e suficiente para excluir um microrganismo da familia Enterobacteriaceae. O 
Boxe 6.1 descreve a formula do KIA (a formula do TSI e identica, com excegao do acrescimo de 10 g de sacarose). 
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■ FIGURA 6.4 Tres tipos gerais de reagoes produzidas pelo crescimento das bacterias no KIA. A. Bacilos nao fermentadores que nao 
conseguem produzir acidos durante a fermentagao da glicose ou da lactose; nao ha qualquer alteragao do meio de cultura (representado 
em branco). B. Acidificagao inicial do fundo e da superficie inclinada (area sombreada ) por bacterias que fermentam glicose, mas o meio 
inclinado volta ao pH alcalino a medida que sao produzidas aminas alcalinas a partir de descarboxilagao oxidativa dos peptidios 
(derivados da proteina presente no meio) perto da superficie. C. Acidificagao completa e permanente do fundo e da superficie inclinada 
do tubo por bacterias fermentadoras de lactose. 

Varias observagoes sao importantes ao estudo das formulas do KIA e do TSI. A incorporagao de quatro derivados proteicos 
- extrato de came, extrato de levedura, peptona e peptona de proteose - torna o KIA e o TSI nutricionalmente muito ricos. A 
inexistencia de inibidores permite o crescimento de todas as especies de bacterias, com excegao das mais exigentes e das 
especies anaerobias obrigatorias. Por isso, esses dois tipos de agar podem ser usados apenas para testar uma especie bacteriana 
selecionada de uma unica colonia isolada em placas de agar primario ou seletivo. A glicose e a lactose (acrescidas de sacarose 
no meio TSI) estao homogeneamente distribuidas no meio, tanto na parte inclinada quanto no fundo do tubo. Entretanto, a 
lactose esta presente em concentragao 10 vezes maior que a glicose (do mesmo modo, a razao sacarose:glicose e de 10:1 no 
meio TSI). Essa razao de 10:1 e importante para entender os principios bioquimicos descritos mais adiante. O sulfato ferroso 
como detector do sulfeto de hidrogenio e um pouco menos sensivel que os outros sais ferrosos ou ferricos; por isso, podem 
ocorrer discrepancias nas leituras do sulfeto de hidrogenio entre KIA/TSI e os outros meios de teste (ver Prancha 6.4 B). O 
indicador vermelho de fenol tem cor amarela quando o pH esta abaixo de 6,8. Como o pH do meio nao inoculado e tamponado 
a 7,4, a produgao de quantidades relativamente pequenas de acido produz uma alteragao visivel da cor. 


Principios bioquimicos 

Os principios bioquimicos que embasam as reagoes observadas com o KIA ou o TSI estao ilustrados na Figura 6.4. Observe 
que o agar liquefeito e deixado a solidificar inclinado. Essa configuragao resulta essencialmente em duas camaras de reagao 
dentro do mesmo tubo. A parte inclinada, exposta ao oxigenio atmosferico em toda a sua superficie, e aerobia; a parte inferior, 


















tambem conhecida como fundo, fica protegida do ar e e relativamente anaerobia. Durante a preparagao do meio, e importante 
que a parte inclinada e o fundo sejam mantidos com o mesmo comprimento (cerca de 3 cm), de forma que esse efeito das duas 
camaras seja preservado. 


Boxe 6.1 


Agar-ferro de Kligler 

Extrato de carne, 3 g 
Extrato de levedura, 3 g 
Peptona, 15 g 
Peptona de proteose, 5 g 
Lactose, 10 g 
Glicose, 1 g 
Sulfato ferroso, 0,2 g 
Cloretode sodio, 5 g 
Tiossulfato de sodio, 0,3 g 
Agar, 12 g 

Vermelho de fenol, 0,024 g 
Agua destilada ate completar 1 i 
pH final de 7,4 

Os tubos com KIA e TSI sao inoculados com um fio reto e longo. A colonia bem-isolada a ser testada, retirada de uma 
placa de agar, e tocada com a extremidade da agulha de inoculagao, a qual e depois mergulhada na parte profunda do tubo, 
estendendo-se ate cerca de 3 a 5 mm do fundo. Quando o fio de inoculagao e retirado da parte profunda do tubo, a superficie 
inclinada e riscada com movimentos para frente e para tras. Os tubos inoculados sao colocados em uma incubadora a 35°C por 
18 a 24 horas. As fotografias coloridas ilustradas nas Pranchas 6.1 E e 7.1 A demonstram as reagdes descritas no Boxe 6.2. 
Desse modo, como se pode observar na Figura 6.4 A e na Prancha 7.1 A, sem fermentagao dos carboidratos nao ha formagao 
de acidos, e a produgao de aminas na parte inclinada - somada aos tamponadores alcalinos - produz uma coloragao vermelha 
em todo o meio. As bacterias que produzem esse tipo de reagao sao conhecidas como nao fermentadoras (ver Capitulo 7). 

Quando o tubo com KIA e inoculado com um microrganismo que fermenta glicose, mas nao consegue utilizar lactose, 
pode-se obter apenas uma quantidade relativamente pequena de acido a partir da concentragao de glicose a 0,1% no meio. 
Inicialmente, durante as primeiras 8 a 12 horas de incubagao, mesmo essa quantidade de acido pode ser suficiente para 
converter a cor do fundo e do meio inclinado a amarelo. Contudo, nas proximas horas, o suprimento de glicose e totalmente 
esgotado e as bacterias comegam a decomposigao oxidativa dos aminoacidos dentro da parte inclinada do tubo, onde ha 
oxigenio disponivel. Isso resulta na liberagao de aminas, que logo neutralizam as quantidades pequenas de acido na parte 
inclinada; com 18 a 24 horas, toda a parte inclinada volta a um pH alcalino e a cor torna-se vermelha novamente. Contudo, no 
fundo do tubo (parte anaerobia), a decomposigao dos aminoacidos nao e suficiente para neutralizar o acido formado, e o meio 
continua amarelo. Desse modo, a reagao de Superficie inclinada acida/fundo acido no KIA (ou no agar de TSI) e um indicador 
inicial importante de que o microrganismo testado nao fennenta lactose (ver Figura 6.4 B e Prancha 6.1 E). 


Boxe 6.2 


Reaves no KIA 

Superficie inclinada alcalina/fundo alcalino (K/K) 

Nenhuma fermentagao dos carboidratos. Isso e tipico das bacterias nao fermentadoras, inclusive Pseudomonas aeruginosa. 

Superficie inclinada alcalina/fundo acido (K/A) 

Glicose fermentada; lactose (sacarose no meio de TSI) nao fermentada. Isso e tipico das bacterias gue nao fermentam lactose, inclusive especies de Shigella. 

Superficie inclinada alcalina/fundo acido (preto) (K/A/H 2 S) 

Glicose fermentada; lactose nao fermentada com formagao de sulfeto de hidrogenio. Isso e tipico das bacterias gue nao fermentam lactose e produzem sulfeto de 
hidrogenio, como especies de Salmonella, Citrobacter e Proteus. 

Superficie inclinada acida/fundo acido (A/A) 




Glicose e lactose (ou sacarose como no TSI) fermentadas. Isso e ti'pico dos coliformes que fermentam lactose, inclusive Escherichia coli e especies de Klebsiella e 
Enterobacter. 


Quando o tubo com KIA e inoculado com um microrganismo fermentador de lactose, mesmo que a glicose seja utilizada 
completamente depois das primeiras 8 a 12 horas, a fermentagao continua, porque o microrganismo consegue usar lactose 
(presente em concentragao 10 vezes maior que a glicose). Por isso, quando o tubo e examinado ao final de 18 a 24 horas, a 
produgao de acidos a partir da fermentagao da lactose ainda esta ocorrendo, e a parte inclinada e o fundo continuam amarelos, 
resultando na reagao descrita como Superficie inclinada acida/fundo acido (ver Figura 6.4 C e Prancha 6.1 E). 

Muitos microbiologistas preferem o TSI ao KIA porque o acrescimo de sacarose a formula facilita a triagem para as 
especies de Salmonella e Shigella , uma vez que nenhuma delas (com excegao de algumas cepas raras) metaboliza lactose ou 
sacarose. Por isso, qualquer reagao acido-acida no agar de TSI indica que a bacteria fermentou lactose, sacarose ou ambas - 
excluindo assim a presenga de Salmonella e Shigella. Tambem e importante lembrar que Y. enterocolitica fermenta sacarose, 
mas nao lactose; por isso, no TSI, a reagao e acido-acida (semelhante aos coliformes, como E. coli), mas no KIA a reagao e 
alcalino-acida (semelhante a uma bacteria nao fermentadora de lactose). Desse modo, durante a triagem dos especimes fecais 
para Salmonella, Shigella e Yersinia, alguns poderiam argumentar que o KIA seja preferivel ao TSI. 

Para detectar sulfeto de hidrogenio, que e incolor, o meio precisa incluir um indicador. O tiossulfato de sodio e a fonte dos 
atomos de enxofre na maioria dos meios usados para produzir sulfeto de hidrogenio. Os sais de ferro (sulfato ferroso e citrato 
de ferro amoniacal) incorporados aos meios de cultura reagem entao com o sulfeto de hidrogenio e formam um precipitado 
insoluvel preto (sulfeto ferroso). Um ambiente acido e necessario para que os microrganismos produzam sulfeto de hidrogenio 
e, por isso, tambem e necessario prover uma fonte de ions hidrogenio. Como a parte do fundo dos tubos com KIA e de TSI 
torna-se acida com a fermentagao da glicose (os ions hidrogenio aumentam), o aparecimento de cor preta geralmente fica 
confmado a essa parte do tubo, principalmente quando ha bacterias que nao fermentam lactose (ver Prancha 6.1 E). Desse 
modo, conclui-se que um fundo preto deve ser interpretado como acido, mesmo que a cor amarela habitual esteja obscurecida 
pelo precipitado preto. O KIA e o TSI sao menos sensiveis a detecgao do sulfeto de hidrogenio que outros meios contendo 
ferro, inclusive o meio com sulfito de indol para avaliagao de motilidade (SIM; do ingles, sulfide indole motility) (ver Prancha 
6.4 B). 

Quando e possivel excluir um microrganismo da familia Enterobacteriaceae antes de realizar uma bateria longa de testes 
bioquimicos, o laboratorio poupa tempo e trabalho consideraveis. E recomendavel que o tubo inclinado com KIA ou TSI seja 
usado com todas as bacterias isoladas e supostamente consideradas Enterobacteriaceae, ao mesmo tempo que sao utilizados os 
sistemas com meios de teste diferenciais. Ainda que um microrganismo seja fermentador e considerado suspeito de fazer parte 
da familia Enterobacteriaceae, o teste da citocromo-oxidase deve ser realizado para excluir a presenga das bacterias que 
pertencem a outros generos fermentadores, como as especies de Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio e Pasteurella, que sao 
oxidase-positivas. 

Escolha do meio de cultura para isolamento primario 

Os meios de cultura seletivos devem ser usados para isolar especies bacterianas significativas de amostras que possam conter 
uma mistura de microrganismos. De forma a assegurar selegoes racionais, os microbiologistas precisam conhecer a 
composigao de cada formula, bem como a finalidade e a concentragao relativa de cada substancia ou composto quimico 
incluido. Por exemplo, nao basta saber que sais biliares estao incluidos nas formulas de alguns meios seletivos para inibir o 
crescimento das bacterias gram-positivas e de algumas especies gram-negativas mais exigentes. O agar Salmonella-Shigella 
(SS) contem concentragao de sais biliares cerca de cinco vezes maior que o agar MacConkey, e mais inibitorio para E. coli e 
mais seletivo para isolar sorotipos de Salmonella de coproculturas. 

Para isolar Enterobacteriaceae das amostras clinicas que possam conter bacterias mistas, existem tres tipos de meios 
genericos disponiveis: (1) meios nao seletivos para isolamento primario (p. ex., agar-sangue); (2) agares seletivos ou 
diferenciais (p. ex., agar MacConkey e agar 1 lekloen enteric [HE]); e (3) caldos de enriquecimento. As Tabelas 6.1 e 6.2 
comparam os diversos meios utilizados comumente na pratica clinica. As formulas sao complexas e incluem ingredientes que 
nao apenas inibem o crescimento de algumas especies bacterianas (seletivos), como tambem detectam varias caracteristicas 
bioquimicas importantes para a identiflcagao preliminar dos microrganismos presentes na amostra (meios diferenciais). 

Substancias e compostos quimicos utilizados nos meios seletivos 

O Boxe 6.3 relaciona os tipos gerais de substancias e compostos quimicos usados nos meios seletivos e inclui comentarios 
sucintos sobre a fungao de cada um. 


Meios de isolamento seletivos 


Em 1905, MacConkey" descreveu pela primeira vez um meio diferencial seletivo (agar de sais biliares e vermelho neutro), 
que ele usou para isolar bacilos entericos gram-negativos de amostras contendo misturas de especies bacterianas. Ele 
acrescentou lactose e o indicador vermelho neutro ao seu meio a fim de conseguir um modo visual de detectar a ulilizagao de 
lactose pelo microrganismo testado. Naquela epoca, todos os bacilos gram-negativos nao formadores de esporos ainda eram 
conhecidos como bacterias entericas; entretanto, os microbiologistas sabiam que algumas especies eram mais patogenicas aos 
seres humanos que outras. Os pad roes de utilizagao dos carboidratos pelas diversas especies de bacterias tambem ja eram 
conhecidos na virada do seculo e, em especial, a fermentagao da lactose era reconhecida como um marcador importante para 
diferenciar alguns patogenos entericos. Em 1916, Holt-Harris e Teague 2 descreveram um meio contendo eosina-azul de 
metileno como indicadores para diferenciar as colonias que fermentavam ou nao lactose. A sacarose foi acrescentada ao meio 
para detectar os membros do grupo dos coliformes, que fermentam sacarose mais facilmente que lactose. 


Tabela 6.1 Meios diferenciais seletivos para isolamento de Enterobacteriaceae. 

Finalidade e ingredientes diferenciais 

0 agar MacConkey e um meio de cultura 
diferencial para selecionar e isolar 
Enterobacteriaceae e bacilos gram- 
negativos entericos relacionados. Os sais 
biliares e o cristal violeta inibem o 
crescimento das bacterias gram-positivas e 
algumas bacterias gram-negativas 
exigentes 

Lactose e o unico carboidrato. As bacterias que 
fermentam lactose foram colonias com 
tonalidades variaveis de vermelho, em 
razao da conversao do corante indicador de 
vermelho neutro (vermelho com pH menor 
que 6,8) depois da formagao de acidos 
mistos. As colonias das bacterias que nao 
fermentam lactose sao incolores ou 
transparentes 


Meio 

Formula 


Agar MacConkey (ver 

Prancha 6.2 A e B) 

Peptona 

17 g 

Polipeptona 

3g 


Lactose 

10g 


Sais biliares 

1,5 g 


Cloreto desodio 

5g 


Agar 

13,5 g 


Vermelho neutro 

0,03 g 


Cristal violeta 

0,001 g 


Agua destilada q.s.p. pH final 

de 7,1 

n 


Reaches einterpretacao 

Osfermentadoresde lactose fortes e 
tipicos, como as especies de 
Escherichia, Klebsiella e 
Enterobacter, formam colonias 
vermelhas circundadas por uma 
zona de bileprecipitada 

Os fermentadores lentos ou fracos, 
como Citrobacter, Providencia, 
Serratia e Hafnia, podem formar 
colonias incolores depois de 24 h, 
ou ligeiramente rosadas dentro de 
24 a 48 h 

As especies de Proteus, Edwardsiella, 
Salmonella e Shigella - com raras 
excegoes - formam colonias 
incolores ou transparentes 

A Prancha 6.2 ilustra colonias 
representativas dessas diferentes 
reagoes 


Agar de EMB (ver 

Peptona 

lOg 

0 agar de EMB e um meio de cultura diferencial, 

0s fermentadores de lactose tipicos e 

Prancha 6.2 C a F) 

Lactose 

5g 

que pode ser usado em substitui^ao ao agar 

MacConkey para isolar e detectar 

fortes, especialmente Escherichia 

coli, produzem colonias verde- 


Sacarose" 

5g 

Enterobacteriaceae ou bacilos coliformes 

escuras com brilho metalico. 0s 


Dipotassio, P0 4 

Agar 

2g 

13,5 g 

relacionados a amostras com bacterias 

mistas. 0s corantes de anilina (eosina-azul 

de metileno) inibem as bacterias gram- 

fermentadores fracos, como 

Klebsiella, Enterobacter, Serratia e 

Hafnia, formam colonias roxas 


Eosina Y 

0,4 g 

positivas e algumas gram-negativas 

dentro de 24 a 48 h. As bacterias 


Azulde metileno 

0,065 g 

exigentes. Esses corantes combinam-se e 

formam um precipitado em pH acido e, 

que nao fermentam lactose, como 

Proteus, Salmonella e Shigella, 


Agua destilada q.s.p. pH final 

de 7,2 

M 

deste modo, tambem atuam como 

indicadores da produqio de acidos 

produzem colonias transparentes 

Y. enterocoiitica, uma bacteria que nao 


0 agar de EMB de Levine (contendo apenas 
lactose) fornece reaches mais semelhantes 
as do meio de MacConkey; a formula 


fermenta lactose, masfermenta 
sacarose, forma colonias 
transparentes no agar com EMB de 
Levine e colonias roxas ou pretas 



modificada tambem detecta fermentadores na formula modificada. Ver 


de lactose 


Prancha 6.2 


s Formula modificada de Holt-Harris-Teague. A sacarose nao esta presente no agar com EMB de Levine. 

Tabela 6.2 Meios altamente seletivos para isolar Enterobacteriaceae de amostras gastrintestinais. 


Meio 

Formula 


Finalidade e ingredientes diferenciais 

Reaves e interpretacao 

Agar Salmonella- 

Extratodecarne 

Sg 

0 agar SS e um meio altamente seletivo 

Qualquer colonia de bacterias 

Shigella (SS)(ver 

Peptona 

sg 

formulado para inibiro crescimento da 

fermentadoras de lactose aparece 

Prancha 6.3 GeH) 

maioria das bacterias coliformes e permitir 

na corvermelha devido a present 


Lactose 

10 g 

a crescimento das especies de Salmonella e 

de vermelho neutro. Algumas 


Sais biliares 

8,5 g 

Shigella de amostras clinicas e recolhidas do 

cepas (raras) de Salmonella 




ambiente 

arizonae fermentam lactose, e as 


Citrato de sodio 

8,5 g 

A concentra^ao alta de sais biliares e o citrato de 

colonias podem ser semelhantes as 


Tiossulfato de sodio 

8,5 g 

de E. coli 



sodio inibem todas as bacterias gram- 


Citrato ferrico 

ig 

positivas e algumas gram-negativas, 

0 crescimento das especies de 


Agar 

12,5 g 

inclusive coliformes 

Salmonella nao e inibido, e as 




Lactose e o unico carboidrato e o vermelho 

neutro e o indicador para detectar acido 

colonias sao incolores com centros 


Vermelho neutro 

0,025 g 

pretos em razao da produ^ao do 


Verde brilhante 

0,033 g 

0 tiossulfato de sodio e a fonte de enxofre. 

gas sulfeto de hidrogenio 


Agua destilada q.s.p. pH final 

M 

Qualquer bacteria que produza gas de 

As cepas de Proteus moveis que 


de 7,4 


(HE) (ver Prancha 
6.3 EeF) 


desoxicolato (XLD) 


Peptona 

12 g 

Extratodelevedura 

3g 

Sais biliares 

9g 

Lactose 

12 g 

Sacarose 

12 g 

Salicina 

2g 

Cloreto de sodio 

5g 

Tiossulfato de sodio 

5g 

Citrato deferro amoniacal 

1,5 g 

Fucsina acida 


Azul timol 

0,1 g 

Agar 

0,04 g 

Agua destilada q.s.p. pH final 

14 g 

de 7,6 

U 

Xilose 

3,5 g 


sulfeto de hidrogenio e detectada pelo 
precipitado preto que se forma com o 
citrato ferrico (pouco sensi'vel). A 
seletividade alta do agar SS permite o uso 
deuminoculovolumoso 

0 agar HE e uma formula^ao recente 
desenvolvida como meio de semeadura 
direta para especies fecais para aumentar o 
isolamento das especies de Salmonella e 
Shigella dentre as contagens altas de 
microrganismos da microbiota 

A concentragao alta de sais biliares inibe o 
crescimento das bacterias gram-positivas e 
retarda o crescimento de algumas cepas de 
coliformes. Acidos podem ser formados a 
partir dos carboidratos e a fucsina acida que 
reage com o azul timol produz cor 
amarelada em pH baixo 

0 tiossulfato de sodio e a fonte de enxofre, e o 
gas sulfeto de hidrogenio e detectado pelo 
citrato deferro amoniacal (relativamente 
sensi'vel) 


0 agar de XLD inibe menos o crescimento dos 
bacilos coliformes que o agar HE e foi 


crescem no agar SS nao formam 
veu. Ver Prancha 6.3 


Os fermentadores rapidos de lactose (p. 
ex., E. coli) sao moderadamente 
inibidos e formam colonias de 
laranja-brilhante a rosa-salmao 

As colonias de Salmonella sao verde- 
azuladas, geralmente com centros 
pretos devido ao gas sulfeto de 
hidrogenio 

Shigella parece mais verde que 
Salmonella, mas a cor esvanece na 
dire^ao da periferia da colonia 

As cepas de Proteus sao ate certo ponto 
inibidas; as colonias que se formam 
sao pequenas, transparentes e 
mais brilhantes ou aquosas que as 
das especies de Salmonella ou 
Shigella 

Ver Prancha 6.3 

As bacterias como E. coli e especies de 
Klebsiella-Enterobacter podem 




(ver Prancha 6.3 A 
a D) 


Lisina 

5g 

Lactose 

7,5 g 

Sacarose 

7,5 g 

Cloreto desodio 

sg 

Extratodelevedura 

3g 

Vermelho de fenol 

0,08 g 

Agar 

13,5 g 

Desoxicolato de sodio 

2,5 g 

Tiossulfato de sodio 


Citratodeferroamoniacal 

6,8 g 

Agua destilada q.s.p. pH final 

0,8 g 


de 7,4 


U 


desenvolvido para detectar Shigella nas 
fezes, depois do enriquecimento em caldo 
para gram-negativos 

Os sais biliares em concentra^ao relativamente 
baixa tornam esse meio menos seletivo que 
os outros dois induidos nesta tabela 

Tres carboidratos estao dispom'veis para a 
produqio de acidos, e vermelho de fenol e o 
indicadordepH 

Os microrganismos lisino-positivos, como a 
maioria das especies de Salmonella, 
formam colonias amarelas iniciais a partir 
da utilizagao da xilose e colonias vermelhas 
tardias com a descarboxilagao da lisina 

0 sistema de detecgao do sulfeto de hidrogenio 
esemelhanteaodo agar HE 


usar mais de urn carboidrato e 
formam colonias amarelo- 
brilhante. As colonias de algumas 
especies de Proteus tambem sao 
amarelas 

A maioria dos sorotipos de Salmonella 
forma colonias vermelhas, a 
maioria com centros pretos devidos 
aogas sulfeto de hidrogenio 

Shigella, Providencia e algumas 
especies de Proteus nao usam 
carboidrato eformam colonias 
translucidas 

As colonias de Citrobacter sao amarelas 
com centra preto; algumas 
especies de Proteus formam 
colonias amarelas ou translucidas 
com centros pretos; os sorotipos de 
Salmonella formam colonias 
vermelhas com centros pretos 

Ver Prancha 6.3 


Os agares MacConkey e EMB tem propriedades inibitorias apenas moderadas e sao destinados principalmente a evitar o 
crescimento das bacterias gram-positivas nas culturas mistas. Algumas especies de bacterias gram-negativas exigentes tambem 
sao inibidas; contudo, todos os especimes de Enterobacteriaceae crescem bem. A Tabela 6.1 compara as formulas, os 
ingredientes inibitorios e as caracteristicas diferenciais fundamentals dos agares MacConkey e EMB. Pesquisadores da Becton- 
Dickinson desenvolveram uma formula nova para o meio de MacConkey (MacConkey III) para melhorar o isolamento de 
Enterobacteriaceae sensiveis ao CO 2 . Embora a incubagao em aerobiose seja recomendada para o agar MacConkey, tornou-se 
comum em muitos laboratories de microbiologia clinica incubar todas as placas primarias (inclusive o agar MacConkey) em 
uma incubadora com CO 2 a 5%, de maneira a manter todas as placas juntas. O problema disso e que algumas cepas de 
Enterobacteriaceae podem nao conseguir crescer ou sofrem inibigao parcial quando incubadas com CO 2 , em consequencia da 
redugao do pH do meio. Em um estudo, os autores demonstraram que o agar MacConkey III possibilitou isolamento mais 
eficaz e colonias maiores, tanto em condigdes de aerobiose quanto de incubagao com CO 2 , em comparagao com um agar 
MacConkey convencional. 

A decisao de usar o agar MacConkey ou EMB e basicamente uma questao de preferencia pessoal, porque as especies 
bacterianas que utilizam lactose podem ser diferenciadas nos dois. O agar MacConkey contem vermelho neutro como 
indicador de pH e, por isso, as colonias que metabolizam lactose tem coloragao rosea em consequencia da formagao de acidos 
mistos (ver Prancha 6.2 A e B). As bacterias fortemente produtoras de acidos como E. coli formam colonias vermelho-escuras 
com um precipitado roseo difuso no agar ao redor das colonias, atribuido a precipitagao dos sais biliares no meio quando o pH 
e baixo (ver Prancha 6.2 A). As bacterias mais fracas na produgao de acidos formam colonias rosa-claras, ou colonias claras na 
periferia com centros roseos, enquanto o agar ao redor das colonias continua claro (ver Prancha 6.1 C). Com o agar de EMB, 
as bacterias fortemente produtoras de acido formam colonias com brilho metalico (ver Prancha 6.2 C e D). O aparecimento 
desse brilho - causado pela precipitagao do corante nas colonias - e altamente sugestivo de E. coli, embora outros produtores 
fortes de acidos (p. ex., Y. entemcolitica) possamter aspecto semelhante. 


Boxe 6.3 


Substancias e compostos quimicos utilizados nos meios seletivos 

Hidrolisados proteicos (p. ex., peptonas, infusao de carne, triptonas e caseina): as proteinas sao divadas por acidos ou por enzimas em aminoacidos e peptidios, que 
podem ser usados para fornecer carbono e nitrogenio necessarios ao metabolismo das bacterias. 

Carboidratos: varios dissacari'dios (p. ex., lactose, sacarose e maltose), hexoses (dextrose) e pentoses (xilose) sao induidos nos meios seletivos com duas finalidades: 
(1) fornecer uma fonte imediata de carbono para geragao de energia e (2) atuar como substratos das reagoes bioquimicas para identificar microrganismos 




desconhecidos. 


Solufies-tampdo: fosfatos monossodico e dissodico, ou fosfato de potassio, sao as substancias usadas mais comumente. Os tampoes asseguram (1) pH estavel para 
o crescimento maximo dos microrganismos e (2) um pH de referenda padrao para esses meios, nos guais as reaves acidas ou alcalinas sao usadas para 
identificar os microrganismos. 

Enriquecimentos (p. ex., sangue, soro, suplementos vitaminicos e extratos de leveduras): os suplementos ao crescimento sao acrescentados aos meios para isolar 
microrganismos exigentes. Os enriguecimentos sao utilizados menos comumente para isolar Enterobacteriaceae, porgue a maioria dos membros dessa familia 
cresce sem eles. 

Inibidores: varios compostos podem inibir o crescimento de algumas especies bacterianas indesejaveis, tornando assim o meio seletivo: (1) corantes de anilina (p. 
ex., verde brilhante e eosina), (2) metais pesados (p. ex., bismuto), (3) compostos guimicos (p. ex., azida, citrato, desoxicolato, selenito e alcool feniletilico 
[AFE]) e (4) antimicrobianos (p. ex., neomicina, colistina, vancomicina e doranfenicol). As concentrates relativas dos inibidores sao importantes para 
determinar a seletividade do meio no gual eles estao presentes. 

Indicadores depH: fucsina, azul de metileno, vermelho neutro, vermelho de fenol e purpura de bromocresol sao os indicadores utilizados comumente nos meios de 
teste para detectarvariagoes do pH resultantes do metabolismo bacteriano de determinados substratos. 

Indicadores variados: outros indicadores podem ser acrescentados para detectar produtos bacterianos especificos (p. ex., ions ferroso eferrico para detectar sulfeto 
de hidrogenio). 

Substancias e compostos quimicos variados: o agar (um extrato gelatinoso de algas vermelhas) geralmente e acrescentado ao meio em concentrates variadas como 
agente solidificante. Concentrates de 1 a 2% sao usadas nos meios de semeadura; concentrates de 0,05 a 0,3% sao acrescentadas aos meios semissolidos a 
fim de estudar motilidade; e guantidades diminutas sao acrescentadas aos caldos para anaerobios a fim de evitar correntes de convecgao e penetragao de 
oxigenio. 0 tiossulfato de sodio e acrescentado comumente como fonte de enxofre. 

Meios de isolamento altamente seletivos utilizados principalmente com amostras 
gastrintestinais 

Os meios tornam-se altamente seletivos com o acrescimo de varios inibidores em suas formulas, geralmente em concentrates 
mais altas que as utilizadas nos agares MacConkey e EMB. Esses meios sao usados principalmente para inibir o crescimento 
de E. coli e outros “coliformes”, mas permitem que as especies de Salmonella e Shigella cresgam a partir das amostras fecais. 

Nesta segao, descrevemos varios meios seletivos formulados para uso nos laboratories clinicos. Os meios utilizados mais 
comumente sao os agares SS, xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e HE, descritos na Tabela 6.2. 

A decisao de qual desses meios seletivos usar para isolar patogenos entericos das amostras fecais depende tanto da 
preferencia pessoal quanto das especies a serem selecionadas. Em geral, esses meios sao utilizados no laboratorio clinico para 
isolar especies de Salmonella e Shigella das amostras de fezes diarreicas, ou nos laboratories de saude publica para investigar 
possivel contaminagao fecal dos suprimentos de alimento e agua. Quase todos os sorotipos de Salmonella crescem bem na 
presenga de acidos biliares, o que explica por que a vesicula biliar funciona comumente como reservatorio nos seres humanos 
portadores. Os sais biliares sao acrescentados aos meios seletivos porque outras especies de bacilos entericos, incluindo 
algumas das cepas de Shigella mais exigentes, crescem mal ou nao crescem. Os agares SS e HE contem concentragoes 
relativamente altas de sais biliares e sao muito propicios ao isolamento dos sorotipos de Salmonella dos especimes 
profusamente contaminados por outros bacilos coliformes. Entretanto, em razao do seu efeito inibitorio no isolamento de 
algumas cepas das especies de Shigella, o uso rotineiro do agar SS como unico meio seletivo para isolar patogenos entericos a 
partir de amostras fecais nao e recomendavel. 

O agar de XLD contem lactose, sacarose e xilose. 627 Por isso, os microrganismos que fermentam tais carboidratos formam 
colonias amarelas (ver Prancha 6.3 A). As bacterias que nao conseguem fermentar esses carboidratos nao produzem acidos e 
formam colonias incolores (ver Prancha 6.3 B). Os microrganismos que produzem sulfeto de hidrogenio formam pigmento 
preto, que comega no centra das colonias (ver Prancha 6.3 C). O agar de XLD tambem contem lisina. Isso e importante porque 
algumas especies de Salmonella fermentam xilose e, por isso, inicialmente formam colonias amarelas no agar de XLD. 
Entretanto, como essas mesmas especies tambem descarboxilam lisina, as colonias voltam a cor rosea depois que a pequena 
quantidade de xilose e consumida. A lactose e a sacarose acrescentadas em excesso impedem que os colifonnes lisino- 
positivos apresentem uma reversao de cor semelhante. Como a descarboxilagao da lisina provoca a formagao de aminas 
fortemente alcalinas, um halo rosa-claro tambem pode formar-se ao redor das colonias no agar de XLD (ver Prancha 6.3 C). As 
colonias pretas sem halo roseo sao mais sugestivas de uma cepa de Proteus que produza sulfeto de hidrogenio (ver Prancha 6.3 
D). 

Os carboidratos do agar HE sao lactose, sacarose e salicina. 354 Os microrganismos que conseguem fermentar esses 
carboidratos tambem formam colonias amarelas (ver Prancha 6.3 E); as cepas assacaroliticas produzem colonias translucidas 
ou verde-claras (Prancha 6.3 F). As bacterias lactose-negativas e sacarose-negativas, que acidificam a salicina, podem formal - 
colonias alaranjadas. O agar HE tambem contem sais de ferro III e, desse modo, as colonias que produzem sulfeto de 
hidrogenio sao pretas. 



Os agares com sulfito de bismuto e verde brilhante sao meios altamente seletivos, mas nao sao utilizados comumente nos 
laboratorios clinicos. Esses meios sao dificeis de preparar e sua validade na prateleira e muito curta (48 a 72 horas). Os meios 
desse tipo sao elaborados especificamente para isolar Salmonella Typhi das amostras fecais e sao particularmente uteis durante 
a triagem de muitos pacientes de areas endemicas, ou durante uma epidemia. Os sorotipos de Salmonella (especialmente S. 
Typhi) podem ser destacados nesses meios em razao de sua propensao a produzir colonias com brilho negro. 

Meios para enriquecimento 

Como o nome indica, um meio para enriquecimento e usado para promover o crescimento de algumas especies de bacterias e 
inibir a prolifera 9 ao dos microrganismos indesejaveis. Os meios para enriquecimento sao utilizados mais comumente nos 
laboratorios clinicos para isolar especies de Salmonella ou Shigella das amostras de fezes. Os caldos para enriquecimento sao 
especialmente uteis ao isolamento de bacterias das fezes dos portadores de Salmonella, ou de pacientes com in I echoes brandas 
por Shigella, nos quais a quantidade de microrganismos pode ser de apenas 200 por grama de fezes. (E. coli e outros bacilos 
entericos podem alcan^ar contagens impressionantes de ate 10 9 celulas por grama de fezes.) 

Os meios para enriquecimento estao baseados no principio de que E. coli e outras bacterias gram-negativas, que 
representam a microbiota das fezes, sao mantidas em uma fase de latencia prolongada por ac^ao dos compostos quimicos 
inibitorios presentes no caldo. As especies de Salmonella e Shigella sao muito menos inibidas, entram na fase de crescimento 
logaritmico e sao isoladas mais facilmente das amostras fecais. Contudo, depois de varias horas, os meios para enriquecimento 
deixam de suprimir o crescimento de E. coli e das outras bacterias entericas, que por fim come 9 am a predominar na cultura. 
Assim, de modo a assegurar o isolamento maximo das especies de Salmonella e Shigella das amostras de fezes, recomenda-se 
que o caldo para enriquecimento seja subcultivado dentro de 8 horas. 

Os dois meios para enriquecimento utilizados mais comumente sao o caldo de selenito e o caldo para gram-negativos. O 
caldo de selenito inibe mais o crescimento de E. coli e dos outros bacilos gram-negativos entericos que o caldo para gram- 
negativos. Desse modo, o caldo de selenito e mais apropriado para isolar especies de Salmonella ou Shigella das amostras 
machjamente contaminadas, inclusive fezes ou esgoto. Entretanto, o caldo para gram-negativos e usado com mais frequencia 
nos laboratorios clinicos, porque causa menos inibigao do crescimento de muitas das cepas mais exigentes da especie de 
Shigella. O enriquecimento das amostras fecais no caldo para gram-negativo por 4 a 6 horas e, em seguida, a prepara?ao de 
uma subcultura em agar HE ou XLD e a tecnica ideal para isolar especies de Shigella nos casos suspeitos de disenteria bacilar. 
A Tabela 6.3 descreve as formulas e as caracteristicas principals desses dois meios com enriquecimento. 

Diretrizes para a escolha dos meios de isolamento seletivos 

Os meios descritos nas Tabelas 6.1 a 6.3 e as diversas combina95es nas quais eles podem ser usados sao capazes de gerar 
alguma confusao. A seguir, apresentamos protocolos para a escolha dos meios que podem ser ideais ao isolamento de 
Enterobacteriaceae das amostras clinicas. 

Com exce 9 ao das amostras de fezes ou swabs retais, a combina 9 ao do meio de MacConkey ou agar de EMB e um agar- 
sangue geralmente e suficiente. Os meios com propriedades inibitorias mais acentuadas nao sao necessarios rotineiramente, 
porque a concentra 9 ao da microbiota ou dos microrganismos contaminantes e relativamente baixa na maioria das amostras nao 
entericas. A prepara 9 ao de subcultures em um meio mais inibitorio pode ser realizada nos casos em que pare 9 a necessario. 

Com os especimes de fezes ou swabs retais, e necessario escolher apenas um meio de cada um dos grupos relacionados nas 
Tabelas 6.1 e 6.2. A abordagem sugerida esta descrita no Boxe 6.4. 

Caracteristicas da identificagao diferencial 

Embora a identifica 9 ao preliminar de Enterobacteriaceae seja possivel com base nas caracteristicas das colonias e das rea95es 
bioquimicas nos meios de isolamento primario, a identifica 9 ao adicional das especies exige determina 9 ao de outras 
caracteristicas fenotipicas, as quais refletem o codigo genetico e a identidade singular do microrganismo testado. O objetivo da 
descri 9 ao que se segue e revisar os aspectos mais importantes dos testes que avaliam essas caracteristicas fenotipicas e sao 
utilizados comumente nos laboratorios clinicos. Essa orienta 9 ao e necessaria para que a equipe do laboratorio tenha 
conhecimento basico sobre os principios que embasam esses procedimentos, a fim de que reconhe 9 a e corrija quaisquer 
inconsistencias bioquimicas, problemas com cultures misturadas ou problemas tecnicos. Seria impossivel descrever aqui os 
varios testes diferenciais e os numerosos esquemas disponiveis para a identifica 9 ao das especies de Enterobacteriaceae. 
Entretanto, o Boxe 6.5 relaciona os varios testes amplamente utilizados nos laboratorios clinicos para avaliar caracteristicas 
metabolicas por meio das quais quase todas as especies (com exce 9 ao das raras ou atipicas) podem ser identificadas. A 
utiliza 9 ao dos carboidratos e a atividade no teste do ONPG ja foram descritas nas se95es anteriores. 


Tabela 6.3 Caldos para enriquecimento e isolamento de Enterobacteriaceae. 


Meio 


Finalidade e ingredientes diferenciais Reaves e interpretacao 


Formula 



Caldo de selenito 

Peptona 

sg 

0 caldo de selenito F e recomendado para isolar 

Dentro de algumas horas depois da 


Lactose 

4g 

Salmonella das amostras tais como fezes, 

inoculagao da amostra, 0 caldo 



urina ou esgoto - gue possam conter 

torna-seturvo 


Selenito desodio 

4g 

contagens extremamente altas de bacterias 

Como os coliformes ou outros 


Fosfatodesodio 

10g 

mistas 

componentes da flora intestinal 


Agua destinada g.s.p. pH final 

If 

0 selenito de sodio inibe E. coli e outros bacilos 

podem predominarsobreos 


de 7,0 


coliformes, inclusive algumas cepas de 

Shigella 

0 meio funciona melhor em condigoes de 

patogenos depois de algumas 

horas, a preparagao de uma 

subcultura em agar de 

anaerobiose e recomenda-se uma 

Salmonella-Shigella (SS) ou sulfito 

profundidade minima de 5 cm no caldo 

de bismuto e recomendada dentro 





de 8 a 12 h 





0 aguecimento excessivo do caldo 





durante a preparagao pode formar 

um precipitado vislvel, gue 0 torna 

insatisfatorio para uso 

Caldo para gram- 

Polipeptona-peptona 

20 g 

Em razao da concentragao relativamente baixa 

0 caldo para GN foi desenvolvido para 

negativos (GN) 

Glicose 

ig 

do desoxicolato, 0 caldo para GN causa 

isolar Salmonella e Shigella, 


D-manitol 

menos inibigao de E. coli e outros 

guando estao em contagens baixas 


2g 

coliformes. A maioria das cepas de Shigella 

nas mostras de fezes 


Citrato de sodio 

sg 

cresce bem. 0 desoxicolato e 0 citrato 

Esse caldo pode tornar-se opaco dentro 


Desoxicolato de sodio 

0,5 g 

causam inibigao das bacterias gram- 

de 4 a 6 h depois da inoculagao e 


Fosfato dipotassico 

positivas 

A concentragao alta de manitol em comparagao 

recomenda-se a preparagao de 

uma subcultura em agar HE ou 

4g 


Fosfato monopotassico 

1,5 g 

com a de glicose limita 0 crescimento das 

agar de XLD guando isto ocorrer 


Cloreto desodio 

sg 

especies de Proteus e, ao mesmo tempo, 

promove 0 crescimento de Salmonella e 



Agua destilada g.s.p. pH final 

de 7,0 

if 

Shigella, ambas capazes de fermentar 

manitol 



Produgao de indol 

Indol e um dos produtos da decomposigao metabolica do aminoacido triptofano. Bacterias com a en/ima triptofanase 
conseguem clivar o triptofano e, desse modo, formam indol, acido piruvico e amonia. O indol pode ser detectado no meio de 
teste com triptofano por observagao do aparecimento de cor vermelha depois do acrescimo de uma solugao contendo p- 
dimetilaminobenzaldeido (p. ex., reagente de Ehrlich ou Kovac). A Figura 6.5 e o Quadro 1.4 online ilustram, respectivamente, 
a bioquimica e os detalhes do teste do indol. A Prancha 6.4 C e uma ilustragao colorida desse teste. 

A escolha entre os reagentes de Ehrlich e Kovac e uma questao de preferencia pessoal. O reagente de Ehrlich e mais 
sensivel e e preferido quando os testes sao realizados com bacilos nao fermentadores ou anaerobios, nos quais ha produgao 
minima de indol. Como o indol e soluvel nos compostos organicos, deve-se acrescentar xileno ou cloroformio ao meio de teste 
antes de colocar o reagente de Ehrlich. Essa etapa de extra 9 ao e menos fundamental com o reagente de Kovac, porque o alcool 
amilico e usado como diluente (o alcool etilico e usado no reagente de Ehrlich). 


Boxe 6.4 


Escolha de um meio para amostras de fezes ou swab retal 

1. Inocule a amostra diretamente em uma placa com meio de MacConkey ou agar de EMB para 0 isolamento primario de todas as especies de bacilos gram- 
negativos. 

2. Inocule diretamente em uma placa com agar HE ou XLD para a triagem seletiva das especies de Salmonella ou Shigella. 

3. Enriguega uma peguena parte da amostra inoculando abundantemente em caldo de selenito ou caldo para GN. Se for usado selenito, prepare uma subcultura 
em agar HE dentro de 8 a 12 h; se for utilizado agar para GN, faga uma subcultura dentro de 4 h. Observagao: No laboratorio do autor, esta etapa nao e realizada 




rotineiramente, a menos que seja necessario fazer triagem de pacientes assintomaticos quanto a existencia do estado de portador. 

4. Incube todas as culturas em placa a 3S°C durante 24 a 48 h. Escolha as colonias suspeitas para realizar os testes sorologicos ou bioquimicos definitivos. 


Boxe 6.5 


Testes usados para avaliar as caracteristicas metabolicas de Enterobacteriaceae 

Utiliza^ao dos carboidratos 

Atividade do o-nitrofenil-p-D-galactopiranosi'dio (ONPG) 

Produ^ao de indol 
Vermelhodemetila 

Teste de Voges-Proskauer (produ^ao de acetilmetilcarbinol [acetoma]) 

Uso de citrato 
Produ^aode urease 

Descarboxila^ao de lisina, ornitina e arginina 
Produ^ao de fenilalanina-desaminase 
Produgao de sulfeto de hidrogenio 
Motilidade 

\ / 


v r'-.. . • 



INDOL 

A 


PIRUVATO 

t 



TRIPTOFANO 


A 


§ 


o 

cL 


Xileno 


p-Dimetilamlnobenzaldefdo 
(cor vermelha) 


Meios com trlptofano 

Caldo de triptofano 

Agar com sulfito de indol 
para avaliacSo de 
motilidade (SIM) 

Agar de indol-ornitina para 
avaliagSo de motilidade 
(MIO) 

Caldo de infusao 
de coracao 



■ FIGURA 6.5 Formagao de indol pelas bacterias que produzem triptofanase e crescem em um meio de cultura contendo triptofano. O 
indol e um dos produtos intermediaries da decomposigao (alem do acido piruvico e da amonia) resultante da desaminagao do triptofano. 
O indol pode ser extraido da fase aquosa do meio pelo cloroformio e detectado com o acrescimo do reagente de Ehrlich 
(dimetilaminobenzaldeido). 














Teste do vermelho de metila 


A Figura 6.2 ilustra um esquema simplificado, que demonstra apenas duas vias alternativas (acidos mistos e butilenoglicol) 
para o metabolismo do piruvato formado a partir da fermentagao da glicose. As bacterias que utilizam preferencialmente a via 
de fermentagao acida mista produzem comumente acidos suficientes para manter o pH abaixo de 4,4 (ou seja, o ponto de 
mudanga de cor do indicador vermelho de metila por agao dos acidos). O teste do vermelho de metila determina uma 
caracteristica valiosa a identificagao das especies bacterianas que produzem acidos fortes a partir da glicose. 

O Quadro 6.3 online ilustra os detalhes do teste do vermelho de metila. Conforme foi descrito originalmente, esse teste 
requer 48 a 72 horas de incubagao antes que possa ser obtido um resultado valido - uma demora inaceitavel na maioria dos 
laboratories de microbiologia clinica. Barry el a/. 38 descreveram uma modificagao, que pode ser interpretada dentro de 18 a 24 
horas. Uma parcela de 0,5 m l do caldo e usada com um inoculo relativamente volumoso do microrganismo a ser testado. 
Apenas uma ou duas gotas do reagente vermelho de metila sao acrescentadas depois de 18 a 24 horas de incubagao a 35°C e a 
formagao de cor vermelha indica um teste positivo (ver Prancha 4.6 C). A modificagao introduzida por Barry e tao precisa 
quanto o teste descrito originalmente e poupa tempo significativo. 

Teste de Voges-Proskauer 

Os detalhes do teste de Voges-Proskauer (VP) - ilustrados no Quadro 6.4 online - estao baseados na conversao do 
acetilmetilcarbinol (acetoina) a diacetilo por agao do hidroxido de potassio e do oxigenio atmosferico. O diacetilo e convertido 
a um complexo vermelho sob a agao catalitica do a-naftol e da creatina (ver Prancha 6.4 D). 

Na Figura 6.2, note que a formagao de acetoina e butilenoglicol e uma via alternativa para o metabolismo do acido 
piruvico. As bacterias que utilizam essa via, inclusive algumas cepas do grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia, 
produzem apenas quantidades pequenas de acidos mistos, que podem ser insuficientes para reduzir o pH do meio com 
vermelho de metila e produzir uma alteragao de cor. Por isso, a maioria das especies de Enterobacteriaceae com positividade 
no teste VP, salvo raras excegoes, tem reagao negativa no teste do vermelho de metila e vice-versa (ver Prancha 4.6 C e D). 

Utilizagao do citrato 

O principio do teste de utilizagao do citrato (Quadro 6.5 online) e determinar a capacidade de um microrganismo usar citrato 
de sodio como unica fonte de carbono para metabolismo e crescimento. A formula original descrita por Koser 365 em 1923 era 
um meio contendo fosfato de amonio sodico, fosfato monopotassico, sulfato de magnesio e citrato de sodio. As proteinas e os 
carboidratos eram omitidos como fontes de carbono e nitrogenio. O resultado final do teste de Koser era a presenga ou 
ausencia de turbidez visivel depois da incubagao do microrganismo testado: na verdade, esse resultado era uma medida da 
capacidade de o microrganismo utilizar carbono a partir do citrato de sodio a fim de produzir crescimento suficiente para ser 
visivel. Entretanto, pouco depois, outros pesquisadores reconheceram que poderia ocorrer turbidez inespecifica com o meio de 
Koser. Simmons 397 resolveu esse problema acrescentando agar e azul de bromotimol a formula de Kozer, resultando em um 
parametro de cor mais sensivel. O meio com agar de citrato de Simmons e derramado em um tubo de ensaio e inclinado. Um 
pequeno inoculo retirado da colonia do microrganismo a ser testado e raspado na superficie do agar inclinado. Se o inoculo for 
muito grande, os compostos organicos pre-formados dentro das paredes celulares das bacterias em processo de morte podem 
liberal' carbono e nitrogenio suficientes para produzir um resultado falso-positivo no teste. Durante a inoculagao de um 
microrganismo desconhecido em uma serie de tubos com meios de cultura diferenciais, e importante que o meio com citrato 
seja riscado primeiramente para evitar transference das proteinas ou dos carboidratos dos outros meios. 

A formagao de cor azul no meio de teste depois de 24 horas de incubagao a 35°C indica a presenga de produtos alcalinos, e 
o resultado do teste de utilizagao do citrato e positivo (ver Prancha 6.4 D). Quando o carbono utilizado provem do citrato de 
sodio, o nitrogenio tambem e extraido do fosfato de amonio presente no meio e ha liberagao de amonia. Em alguns casos, o 
crescimento visivel pode ser detectado ao longo da linha do risco, antes da conversao do meio a uma cor azul. Esse 
crescimento visivel tambem indica um resultado positivo. Malonato, acetato e mucato tambem sao radicais anionicos utilizados 
comumente para determinar a capacidade das bacterias de utilizar esses compostos simples como unica fonte de carbono. 

No passado, o acronimo IMViC (indol, vermelho de metila, VP e citrato; do ingles, indole, methyl red, VP, and citrate) era 
utilizado pelos sanitaristas e epidemiologistas com referenda aos testes necessarios para detectar contaminagao fecal dos 
alimentos e da agua. Ha muitos anos, as autoridades de saude publica tem utilizado E. coli para indicar contaminagao fecal. 
Enterobacter aerogenes forma colonias no meio de isolamento primario, que comumente nao podem ser diferenciadas das 
colonias de E. coli. Contudo, o isolamento de E. aerogenes dos alimentos e da agua potavel nao significa necessariamente 
contaminagao fecal, porque esse microrganismo esta disseminado no solo, nas gramineas e na materia vegetal. Por isso, era 
necessario usar um conjunto de caracteristicas bioquimicas para diferenciar esses dois microrganismos. Os testes IMViC foram 
adotados para atender a essa finalidade. A maioria das cepas de E. coli e positiva para indol e vermelho de metila, mas 
apresenta resultados negativos no teste VP e de utilizagao do citrato. Nos casos tipicos, E. aerogenes produz reagoes 
exatamente opostas (ver Prancha 6.4 C e D). Embora as caracteristicas individuals incluidas na bateria de testes IMViC ainda 
sejam utilizadas nos sistemas de identificagao bacteriana, elas raramente sao usadas como um conjunto de testes especificos. 


Em vista da complexidade da dil'ercnciagao de mais de 100 especies de Enterobacteriaceae, conforme descrito na proxima 
se 9 ao, e interessante saber que houve uma epoca em que as decisoes principais em microbiologia eram relativamente simples e 
podiam ser tomadas com base em apenas quatro testes bioquimicos faceis de realizar. 

Producao de urease 

Os microrganismos que produzem a enzima urease hidrolisam ureia, que libera amonia e produz uma inuda 119 a de cor do rosa 
para o vermelho no meio (ver Prancha 6.4 E). O Quadro 6.6 online descreve os detalhes do teste da urease. 

E necessario assinalar as diferen^as importantes entre o caldo de ureia de Stuart e o agar de ureia de Christensen. O caldo 
de Stuart e acentuadamente tamponado com sais de fosfato a um pH de 6 , 8 . Quantidades relativamente grandes de amonia 
precisam ser produzidas pelo microrganismo testado antes que o sistema tamponador seja suplantado, o pH do meio suplante 
8,0 e provoque uma mu dan 9 a de cor do indicador. Por isso, o caldo de Stuart e praticamente seletivo para as especies de 
Proteus. 

O agar de ureia de Christensen 142 e menos tamponado que o caldo de ureia de Stuart e contem peptonas e glicose. Esse 
meio enriquecido favorece o crescimento de muitas especies de bacteria que nao conseguem crescer no caldo de Stuart e sua 
capacidade reduzida de tamponamento permite detectar quantidades menores de amonia. Os microrganismos que produzem 
menos urease, inclusive algumas especies de Klebsiella, Enterobacter, Brucella e Bordetella bronchiseptica, podem ser 
testadas com o agar de ureia de Christensen. Com algumas dessas especies, a reaijao positiva para urease e detectada 
primeiramente por uma alteragao de cor do rosa para vermelho na parte inclinada do agar (ver Prancha 6.4 E). Inicialmente a 
parte inclinada torna-se vermelha porque a reaijao alcalina resultante da decomposigao das quantidades pequenas de ureia e 
ampliada pelas aminas produzidas pela descarboxilaijao oxidativa dos aminoacidos na parte do meio exposta ao ar. 

Descarboxilacao de lisina, ornitina e arginina 

Algumas especies de bacterias tem enzimas capazes de descarboxilar aminoacidos especificos no meio em teste. As enzimas 
descarboxilases removem uma molecula de C0 2 de um aminoacido formando aminas alcalinas. A seguir, estao relacionados os 
aminoacidos testados mais comumente e seus produtos de decomposigao em aminas: 

Lisina —> cadaverina 
Ornitina —> putrescina 
Arginina —> citrulina 

Existem alguns sistemas de teste descritos para avaliar essa propriedade com base na detecijao de uma altera 9 ao do pH do 
meio em teste para a faixa alcalina, ou na determina 9 ao direta dos produtos das rea 95 es. Por exemplo, as aminas resultantes da 
rea 9 ao de descarboxila 9 ao podem ser detectadas pelo reagente Ninhydrin 1 depois da extra 9 ao da cultura em caldo com 
cloroformio. Essa e a rea 9 ao de Carlquist 89 relativamente sensivel, usada mais comumente para detectar a atividade fraca de 
descarboxilase de alguns bacilos gram-negativos nao fermentadores e algumas especies de bacterias anaerobias. 

A atividade de descarboxilase de Enterobacteriaceae e avaliada mais comumente nos laboratories de microbiologia clinica 
por meio do caldo de descarboxilase de Moller. 44 ’ O Quadro 6.7 online descreve os detalhes desse teste. O parametro final da 
rea 9 ao e a ocorrencia de uma mudan 9 a do pH do meio para a faixa alcalina e o desenvolvimento de uma colora 9 ao azul- 
arroxeada depois da incuba 9 ao com o microrganismo testado (ver Prancha 6.4 F). Na formula de M011er incluida no Quadro 
6.7 online, observe que o meio e tamponado em pH de 6,0. Isso e mais acido que a maioria dos meios de cultura. Esse pH 
baixo e necessario porque as enzimas descarboxilases nao tem atividade ideal ate que o pH do meio esteja abaixo de 5,0. A 
queda de 6,0 para 5,0 favorece o crescimento das bacterias que metabolizam a quantidade pequena de glicose do meio e 
produzem acidos mistos. Um tubo de controle sem aminoacidos sempre deve ser incluido durante a realiza 9 ao do teste da 
descarboxilase, de modo a assegurar que essa redu 9 ao inicial do pH realmente ocorreu. A altera 9 §o de cor do indicador roxo de 
bromocresol no tubo de controle para a cor amarela mostra acidifica 9 ao. O fosfato de piridoxal e incluido no meio e atua como 
coenzima para acentuar ainda mais a atividade das descarboxilases. 

Alguns microbiologistas preferem o caldo de lisina de Falkow 21 em vez do meio de M011er, porque o teste de Falkow 
depende apenas de uma mudan 9 a do indicador de pH para a faixa alcalina e nao sao necessarias condi 95 es de anaerobiose ou 
acidez. Entretanto, esse meio nao pode ser usado para detectar a atividade de lisina-descarboxilase de alguns membros do 
grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafnia. Esses microrganismos produzem acetilmetilcarbinol, que interfere na 
altera 9 ao final do pH para a faixa alcalina, resultando falso-negativos. As modifica 95 es desse meio constituem a base do agar 
semissolido de indol-ornitina para avalia 9 ao de motilidade (MIO; do ingles, motility-indole-ornithine), 199 usado nos 
laboratories de microbiologia clinica. Tambem foram descritos metodos rapidos para detectar atividade de ornitina- 
descarboxilase 22 " e lisina-descarboxilase 7 ' 1 entre os membros da familia Enterobacteriaceae. 

Edwards e Fife 2 " descreveram um meio solido de lisina-descarboxilase baseado na formula de Falkow, que inclui citrato 
de ferro amoniacal e tiossulfato para detectar sulfeto de hidrogenio. Esse meio e conhecido como agar lisina-ferro (LIA; do 
ingles, lysine iron agar) e e utilizado em muitos laboratories como auxiliar para identificar especies de Salmonella, dentre as 


quais a maioria e positiva para sulfeto de hidrogenio e lisina-descarboxilase. No teste com LIA, um fundo preto e uma parte 
inclinada roxa praticamente indicam sorotipos de Salmonella. Outra vantagem do LIA e que as especies de Proteus e 
Providencia, que desaminam em vez de descarboxilar os aminoacidos, podem ser detectadas pelo aparecimento de cor 
vermelha na parte inclinada do tubo (ver Prancha 6.4 G). 

O teste da lisina-descarboxilase e util para diferenciar entre as especies de Citrobacter lactose-negativas (positividade de 
0%) e as especies de Salmonella (positividade de 98%). Quase todas as cepas de S. sonnei (positividade acima de 98%) tem 
atividade de omitina-descarboxilase, enquanto apenas algumas cepas de S. boydii (2,5%) apresentam essa atividade 
enzimatica; S. dysenteriae e S. flexneri sao ornitina-negativas. O teste da ornitina-descarboxilase talvez seja mais util para 
diferenciar as especies de Klebsiella (de maioria negativa) das especies de Enterobacter (de maioria positiva). 

Produgao de fenilalanina-desaminase 

A determinagao da produgao de fenilalanina-desaminase e util na diferenciagao inicial entre as especies de Proteus, 
Morganella e Providencia e outros bacilos gram-negativos. Apenas os membros desses generos e algumas cepas relativamente 
raras do grupo Enterobacter tem a enzima responsavel pela desaminagao oxidativa da fenilalanina. O teste e facil de realizar, 
conforme se pode observar no Quadro 6.8 online. O acido fenilpiruvico pode ser detectado em apenas 4 horas se for utilizado 
um inoculo volumoso; contudo, geralmente se recomenda incubagao por 18 a 24 horas. O meio de teste da fenilalanina usa 
extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogenio. Extratos de carne ou hidrolisados proteicos contem quantidades 
variaveis de fenilalanina presentes naturalmente, que podem produzir resultados inconsistentes. O desenvolvimento de cor 
verde depois do acrescimo do reagente cloreto ferrico e imediato e facil de detectar (ver Prancha 6.4 E). 

Produgao de sulfeto de hidrogenio 

A capacidade que algumas bacterias tem de liberar enxofre a partir dos aminoacidos com esse elemento ou de outros 
compostos na forma de H 2 S e uma caracteristica importante para sua identificagao. A Tabela 6.4 descreve os meios utilizados 
mais comumente para detectar H 2 S, as fontes de enxofre e os indicadores de sulfeto. O Boxe 6.6 explica a sequencia de reagdes 
que resultam na produgao e na detecgao de H 2 S em um sistema de teste. 


Tabela 6.4 Meios para detectar sulfeto de hidrogenio (H 2 S). 


Meios 

Fonte de enxofre 

Indicador de H 2 S 

Sulfito de bismuto 

Peptonasmais sulfito 

Sulfato ferroso 

Agar de sulfeto e citrato 

Tiossulfatos de sodio 

Citrato de ferro amoniacal 

Agar desoxicolato-citrato 

Peptonas 

Citrato ferrico 

Agarlisina-ferro 

Tiossulfatode sodio 

Citrato de ferro amoniacal 

Agar-ferro de Kligler 

Tiossulfatode sodio 

Sulfato ferroso 

Agar triplice agucar—ferro 

Tiossulfatode sodio 

Sulfato ferroso 

Agardechumbo-acetato 

Tiossulfatode sodio 

Acetato de chumbo 

Agar Salmonella-Shigella 

Tiossulfatode sodio 

Citrato ferrico 

Meio sulfeto—indol—motilidade (SIM) 

Tiossulfatode sodio 

Ferro peptonizado 

Agar Hektoen 1 enteric (HE) ou XLD 

Tiossulfatode sodio 

Citrato de ferro amoniacal 


As diferengas no processo de detecgao da formagao de H 2 S nos diferentes meios resultam da alteragao de uma ou mais das 
seguintes condigoes. O H 2 S detectado em um meio pode nao ser detectado em outro e e necessario conhecer o sistema de teste 
utilizado para interpretar as tabelas de identificagao. O meio SIM e mais sensivel que o KIA para detectar H 2 S, provavelmente 
em razao da consistencia semissolida do KIA, da inexistencia de carboidratos para suprimir a formagao do H 2 S e do uso de 
ferro peptonizado como indicador (ver Prancha 6.4 B). Por outro lado, o KIA e mais sensivel que o agar de TSI, porque a 
sacarose parece suprimir os mecanismos enzimaticos responsaveis pela formagao do H 2 S. O acetato de chumbo e o indicador 
mais sensivel e deve ser utilizado sempre que forem testadas bacterias produtoras de quantidades minimas de H 2 S. 
Infelizmente, quando acrescentado ao meio de cultura, o acetato de chumbo tambem inibe o crescimento de algumas bacterias 
exigentes, especialmente as que podem necessitar de um sistema de detecgao sensivel. Esses microrganismos podem ser 
testados quanto a produgao de H 2 S drapeando-se uma tira de papel de filtro impregnado com acetato de chumbo sob a tampa 



de um tubo de culture com meio KIA. Desse modo, a sensibilidade extrema do indicador de acetato de chumbo pode ser usada 
sem que ele seja incorporado diretamente ao meio. 


Boxe 6.6 


ComooHjSeproduzido 

1. Libera^ao do sulfeto da cistefna ou do tiossulfato poragao enzimatica da bacteria. 

2. Acoplamento do sulfeto (S 2 ~) ao ion hidrogenio (H 1 ) para formar H 2 S. 

3. H 2 S, na present de metais pesados como ferro, bismuto ou chumbo, forma sulfetos insoluveis, que sao evidenciados por um precipitado preto. 


Com todos os sistemas de detec?ao do H 2 S, o parametro final e um sulfeto insoluvel com metal pesado, que forma um 
precipitado preto no meio ou na fita de papel de filtro. Como os ions hidrogenio devem estar disponiveis para a forma?ao do 
H 2 S, o escurecimento e detectado primeiramente no meio de teste no qual a produgao de acido e maior, ou seja, ao longo da 
linha de inoculagao, nos niveis profundos do meio de agar inclinado, ou nos centros das colonias que crescem na superficie do 
agar. 

Motilidade 

A motilidade das bacterias e outro determinante importante para a identificagao final das especies. As bacterias movimentam- 
se por meio de flagelos, cujas quantidade e localizagao variam entre as diversas especies. Os corantes para flagelos estao 
disponiveis para pesquisa dessa estrutura (ver Capitulo 7). 

A motilidade bacteriana pode ser observada diretamente colocando-se uma gota do caldo de cultura em uma lamina de 
microscopio, cobrindo-a com uma laminula e examinando-a ao microscopio com objetiva seca de grande aumento (40x). Essa 
tecnica e usada principalmente para detectar a motilidade das especies bacterianas que nao crescem bem nos meios de agar 
semissolidos. Contudo, Enterobacteriaceae crescem bem, e os tubos contendo agar semissolido sao utilizados mais 
comumente. 

Os meios para estudo da motilidade tem concentragao de agar igual ou menor que 0,4%. Com concentra 9 des mais altas, o 
gel fica muito fume para permitir que os microrganismos se espalhem livremente. Os meios combinados, inclusive o meio 
SIM 4 " 4 ou o agar MIO, 199 tem sido amplamente usados nos laboratories de microbiologia clinica porque permitem avaliar mais 
de uma caracteristica no mesmo tubo. O teste de motilidade deve ser interpretado primeiramente, porque o acrescimo de um 
reagente de indol pode obscurecer os resultados. Como o meio SIM e o agar MIO sao ligeiramente turvos, as interpreta95es 
podem ser ate certo ponto dificeis com as especies bacterianas que crescem lentamente nesses meios. Nesses casos, o meio 
para testar motilidade (Boxe 6.7) e recomendado, porque ele favorece o crescimento das bacterias mais exigentes e tem aspecto 
cristalino limpido. 

O teste de motilidade e interpretado pelo exame macroscopico do meio para detectar uma zona difusa de crescimento 
irradiando-se da linha de inoculagao (ver Prancha 6.4 H). O acrescimo dos sais de tetrazolio ao meio para estudar motilidade 
foi recomendado para facilitar a detecgao visual do crescimento bacteriano. Os sais de tetrazolio sao incolores, mas sao 
convertidos em complexos insoluveis de vermelho de formazan pelas propriedades redutoras das bacterias em crescimento. Em 
um meio de teste para motilidade contendo tetrazolio, a formagao dessa cor vermelha ajuda a acompanhar a dispersao das 
bacterias a partir da linha de inoculagao. Entretanto, esses sais podem inibir algumas bacterias exigentes e nao podem ser 
utilizados em todos os casos. Entre os membros da familia Enterobacteriaceae, todas as especies de Shigella e Klebsiella sao 
imoveis. A maioria das especies moveis da familia Enterobacteriaceae pode ser detectada a 35°C; contudo, Y. enterocolitica, na 
qual as proteinas flagelares desenvolvem-se mais rapidamente em temperatures mais baixas, e um microrganismo movel a 
22°C (temperatura ambiente), mas nao a 35°C. Listeria monocytogenes e outra bacteria que requer incubagao a temperatura 
ambiente, para que possa apresentar motilidade. P. aeruginosa , um microrganismo que cresce bem em presen 9 a do oxigenio, 
forma uma pelicula que se espalha na superficie do agar e nao apresenta a dispersao tipica em leque a partir da linha de 
inoculagao, porque nao cresce nas partes mais profundas do tubo, onde ha escassez de oxigenio. 


Boxe 6.7 


Meio para testar motilidade (Edwards e Ewing) 

Extrato de carne, 3 g 
Peptona, 10 g 
Cloretode sodio,Sg 
Agar, 4 g 

Agua destilada ate completar 1 1 
pH final de 7,3 




Taxonomia de Enterobacteriaceae 


O uso das tecnologias modernas para estudar a taxonomia dos microrganismos resultou na ampliapao rapida dos numeros de 
generos e especies de bacterias que estao de acordo com os criterios gerais da familia Enterobacteriaceae. Em 1972, Edwards e 
Ewing 200 descreveram 11 generos e 26 especies pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Em 1985, Farmer et al. 22<> 
descreveram 22 generos, abrangendo 69 especies e 29 grupos entericos. Neste capitulo, descrevemos 37 generos e 148 
especies, biogrupos e grupos entericos nao nomeados da familia Enterobacteriaceae. 

Classificagao de Enterobacteriaceae em tribos 

A divisao de Enterobacteriaceae em tribos nao e usada na edipao atual do Bergey’s Manual, tampouco na classificapao dos 
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) dos EUA, porque os autores acreditam que a classificapao em tribos nao 
tenha mais significado diagnostico, alem de ter significado taxonomico questionavel. Esse argumento e valido na perspectiva 
da classificapao pura. Contudo, considerando-se os leitores deste livro neofitos no campo da microbiologia, que precisam se 
orientar para entender a familia confusa e complexa de Enterobacteriaceae, o conceito de tribo proposto por Ewing 21 ' tem 
algumas vantagens para o ensino e a aprendizagem. Concordamos com a opniao de Ewing de que esse esquema, embora 
imperfeito, represente um equilibrio satisfatorio entre a toxonomia ideal e a pratica. 

O conceito de tribo oferece a estudantes e profissionais um metodo conveniente de agrupamento dos principals generos 
dentro da familia Enterobacteriaceae, os quais compartilham reapoes bioquimicas semelhantes e tem importancia diagnostica 
comparavel. Em nossa opiniao, e importante que os microbiologistas praticantes man ten ham uma base de conhecimentos 
firmemente alicerpados em morfologia, fisiologia e bioquimica das bacterias clinicamente significativas. Alem disso, alguns 
padroes fenotipicos que permitem a subclassificapao e a reuniao das especies relacionadas devem ser mantidos na memoria. 
Essa orientapao e especialmente importante quando os microbiologistas usam sistemas comerciais semiautomatizados e 
automatizados para identificapao computadorizada, porque ela serve como controle de qualidade para validar as informapSes 
geradas pelo equipamento. O uso do conceito de tribo como abordagem ao entendimento da familia Enterobacteriaceae atende 
bem a esses propositos e e a abordagem escolhida neste livro para ensinar as caracteristicas principals dos generos 
estabelecidos dessa familia. A Tabela 6.5 relaciona as especies atuais dos generos reconhecidos subdivididos por tribos. 


Tabela 6.5 Alteragoes recentes importantes dos generos reconhecidos da familia Enterobacteriaceae. 


Designapao nova 

Designapao antiga 

Comentarios 

Tribo 11 Escherichieae 



Escherichia coli 


Sorbitol (+), exceto o sorotipo 0157:H7. Todas as demais 

especies sao sorbitol (-) 

Escherichia coli inativa 

Alkalescens-Dispar 

Anaerogenica, lactose-negativa (ou tardia) e imovel 

Escherichia albertii 

Especie nova 

Associada a doenpa diarreica das crianpas de Bangladesh. Indol- 

negativa, fermenta D-manitol, mas nao D-xilose. 

Diferenciada de H. alvei pelo teste VP negativo 

Escherichia fergusonii 

Grupo enterico 10 

Encontrada no sangue, na urina e nas fezes. Indol (+), sorbitol 

(-), LAO (+, +), lactose (-), mas ON PG (+) 

Escherichia hermannii 

Grupo enterico 11 

Feridas e fezes sao asfontes mais comuns. Pigmentapao 

amarela, indol (+), sorbitol (-), LAO (-, +) 

Escherichia vulneris 

Grupo enterico 1 

Grupo 2 da API 

Grupo 1 da Alma 

A maioria das cepas e isolada de feridas humanas. Mais da 

metade das cepas tem pigmentapao amarela 

Shigella 


As guatro especies de Shigella e E. coli formam uma unica 

especie com base na hibridizapao do DNA. 5. dysenteriae 

(grupo A), 5. flexneri (Grupo B) e 5. boydii (grupo C) sao 

bioguimicamente semelhantes e precisam ser diferenciadas 

por metodos sorologicos. 5. sormei e ornitina (+) 



Triboll | Edwardsielleae 

Edwardsiella tarda 


Edwardsiella tarda, biogrupo 1 

Edwardsiella hoshinae 

Edwardsiella ictaluri 

Tribo III | Salmonelleae 

Salmonella 

Tribo IV | Citrobactereae 

Citrobacter amalonaticus 

Citrobacter braakii 

Citrobacter farmer! 

Citrobacter freundii 

Citrobacter gillenii 

Citrobacter koseri 

Citrobacter muriiniae 

Citrobacter rodentium 

Citrobacter sediakii 

Citrobacter werkmanii 


Edwardsiella anguillimortifera Produz indol e quantidades abundantes de H 2 S, fermenta glicose 

, , , e maltose, mas naomanitol, lactose, sacaroseouarabinose. 

GrupoAsakusa 

Encontrada nos animais de sangue frio. Patogeno humano 
oportunista. Pode causar infeqdes de feridas e diarreia 

Indol (+), H 2 S (-); fermenta manitol, sacarose e arabinose. 
Encontrada nas serpentes, mas nao isolada de amostras 
clfnicas humanas 

Indol (-), H 2 S (-); isolada de aves, repteis e agua. Varias cepas 
isoladas das fezes humanas 

Nao foi isolada dos seres humanos. Causa septicemia enterica 
nos bagres 


5. choleraesuis 
5. typhi 
S. enteritidis 


Todos os subgrupos (subgeneros) de Salmonella e Arizona sao 
considerados pertencentes a mesma especie. Hoje em dia, 
esses microrganismos sao descritos por genera e soratipo, 
sem referenda a especie 


Levinea amalonaticus 


Citrobacter, genero-especie 6 


Citrobacter amalonaticus, biogrupo 1 


Citrobacter, genero-especie 10 

Levinea malonatica 
Citrobacter diversus 

Citrobacter, genero-especie 11 

Citrobacter, genero-especie 9 

Citrobacter, genero-especie 8 

Citrobacter, genero-especie 7 


H 2 S (-), indol (+), adonitol (-), malonato (-). Encontrada 
principalmente nas fezes humanas e, muito raramente, 
isolada do sangue 

H 2 S e indol variaveis, adonitol (-), malonato (-). Isolada de 
fezes, urina e feridas humanas e animais, bem como de 
alimentos 

Encontrada principalmente nas fezes humanas. As cepas do 
biogrupo 1 fermentam sacarose, rafmose, alfametil-D- 
glicosidio e melibiose e sao citrato (-). Em geral, C. 
amalonaticus apresenta reaves opostas 

H 2 S (+), indol (-), adonitol (-), malonato (-). Encontrada em 
urina, esfregapr faringeo, escarro, sangue e feridas 

H 2 S variavel, indol (-), adonitol (-), malonato (+). Encontrada 
nas fezes humanas e nos alimentos 

H 2 S (-), indol (+), adonitol (+), malonato (+). Encontrada em 
urina, esfregapr faringeo, nariz, escarro e feridas. Causa rara 
demeningite neonatal 

H 2 S variavel, indol (+), adonitol (-), malonato (-). Encontrada 
nas fezes e no sangue humanos 

H 2 S (-), indol (-), adonitol (-), malonato (+). Esse 
microrganismo foi isolado apenas de roedores 

H 2 S (-), indol (+), adonitol (-), malonato (+). Encontrada em 
fezes, sangue e feridas humanas 

H 2 S (+), indol (-), adonitol (-), malonato (+). Encontrada em 


fezes, urina e sangue humanos 


Citrobacteryoungae 

Citrobacter, genero-especie 5 

H 2 S e indol variaveis, adonitol (-), malonato (-). Isolada de 

fezes e sangue humanos e animais, bem como de alimentos 

Tribo V | Klebsielleae 

Klebsiella granulomatis 

Calymmatobacterium granulomatis 

Nao pode ser cultivada nos meios de cultura convencionais. 

Agente etiologico do granuloma inguinal 

Klebsiella pneumoniae, subesp. ozaenae 

Klebsiella ozaenae 

Cepa bioguimicamente inativa de K. pneumoniae. Causa rinite 

atrofica, tambem conhecida como ozena 

Klebsiella pneumoniae, subesp. rhinoscleromatis 

Klebsiella rhinoscleromatis 

Cepa bioguimicamente inativa de K. pneumoniae. Causa uma 

doen^a granulomatosa conhecida como rinosderoma 

Klebsiella alba 

Especie nova 

Isolada do solo e das plantas 

Klebsiella singaporensis 

Especie nova 

Isolada do solo e das plantas 

Klebsiella variicola 

Especie nova 

Isolada do solo e das plantas 

Raoultella ornithinolytica 

Klebsiella, grupo 47, Klebsiella ornithinolytica 

MIO (-, +, +). Isolada de sangue, urina, escarro e feridas 

Raoultella planticola 

Klebsiella, especie 2 

Klebsiella trevisanii, Klebsiella planticola 

Isolada da agua e das plantas. Raramente isolada de amostras 

cllnicas humanas. Pode ser diffcil diferencia-la das cepas 

ornitino-negativas de R. ornithinolytica 

Raoultella terrigena 

Klebsiella terrigena 

Isolada do solo e da agua 

Cronobacter sakazakii 

Pigmentadaamarela 

LAO (-, +, +). Pigmento amarelo brilhante a 3S°C. Pode causar 


Enterobacter cloacae 

Enterobacter sakazakii 

meningite, abscessos cerebrals e bacteriemia nos recem- 

nascidos 

"Co m pi exo En terobacter agglomerans" 

Erwiniaherbicola 

Grupo heterogeneo de microrganismos gue representam mais 


Erwinia milletiae 

de 13 GH do DNA. 0 GH XIII foi transferido para o genera 

novo Pantoea com o nome Pantoea agglomerans. No 

passado, os microrganismos LAO-negativos (referidos como 

"3 descarboxilases negativas") com pigmentagao amarelada 

geralmente eram identificados como E. agglomerans 

Enterobacterasburiae 

Grupo enterico 17, C/'trataer ati'pico 

Bioguimicamente semelhante a E. cloacae. Imovel, VP (-) (79% 

+ depois de 2 dias), ureia (+) (tardia). Isolada de varias 

fontes humanas: sangue, urina, feridas, trato respiratorio, 

fezes 

Enterobacter aerogenes 


LAO (+, -, +). Isolada comumente na pratica ch'nica 

Enterobacter cancerogenus 

Erwinia cancerogenus 

Inclui os microrganismos antes classiflcados como E. taylorae. 


Enterobacter taylorae 

LAO (-, +, +); reagoes negativas com adonitol, inositol, 

sorbitol, rafinose e melibiose. Isolada de varias amostras 


Grupo enterico 19 

cllnicas, inclusive sangue e llguido cefalorraguidiano. A 

maioria das cepas e isolada de amostras cllnicas 

Enterobacter cloacae, subesp. cloacae 

Enterobacter cloacae 

LAO (-, +, +). Isolada comumente na pratica cllnica 

Enterobacter cloacae, subesp. dissolvens 

Enterobacter dissolvens 

A diferenciagao dessas subespecies com base nos testes 


Erwinia dissolvens 

fenotlpicos e diflcil, e a separagao com base na tecnica 


MALDI-TOF ainda nao e possivel. Os laboratories devem 
relatar essas subespecies como "complexo E. cloacae " 


En terobacter hormaechei 

Grupo enterico 75 

LAO (-, +, +). Bioquimicamente mais proxima de E. 

cancerogenus, exceto porque e ureia (+), sacarose (+) e 

esculina (-). Isolada de amostras de sangue, feridas e 

escarro 

Enterobacter kobei 

Grupo enterico 69 

Grupo 21 dos NIH japoneses 

Diretamente relacionada a E. cloacae. A maioria foi isolada de 

amostras clinicas 

Kosakonia cowanii 

Grupo japones NIH 42 

Enterobacter cowanii 

LAO (-, -): fenotipicamente semelhante a P. agglomerans 

Lelliottia nimipressuralis 

Erwinia nimipressuralis 

Enterobacter nimipressuralis 

Diretamente relacionada com E. cloacae. Nao encontrada em 

amostras clinicas humanas 

Pluralibacter gergoviae 

Enterobacter aerogenes ati'pico 

Enterobacter gergoriae 

LAO (+, +). Reagao de urease (+) forte. Encontrada no 

ambiente e na urina e das vias respiratorias humanas. 

Raramente isolada do sangue 

Pluralibacter pyrinus 

Erwinia pirina 

Enterobacter pyrinus 

Urease (+), mais semelhante a P. gergoviae, diferenciada por seu 

crescimento em caldo KCN, produgao de acido a partir do 

mioinositol e incapacidade de produzir acido a partir da 

rafinose. Causa a doenga da mancha marram dasfolhas das 

pereiras 

Ha fnia alvei 

Enterobacter hafniae 

Lactose (-), LAO (+, +), cresce a 35°C, mas bioquimicamente 

e mais ativa a 25°C. Encontrada em amostras clinicas, 

especialmente fezes e, algumas vezes sangue, escarro, urina 

e feridas 

Hafnia alvei, biogrupo 1 

"Hafnia protea" 

Obesumbacterium proteus, biogrupo 1 

Nao foi isolada de amostras clinicas. Ocorre nas cervejarias, onde 

cresce no levedo de cerveja 

Pantoea agglomerans 

Enterobacter agglomerans, GH XIII 

Erwinia herbicola 

Erwinia milletiae 

LAO (-, -, -), algumas podem ter pigmentagao amarela. 

Isolada das superficies das plantas, das sementes e da agua, 

assim como dos seres humanos (ferida, sangue, urina, 

orgaos internos) e animais 

Pantoea ananatis 

Pantoea ananas 

Enterobacter agglomerans, GH VI 

Erwinia ananas 

Erwinia uredovora 

Patogeno das plantas, causa a podridao do abaeaxi 

Pantoea citrea 

Especie nova 

Isolada das tangerinas no Japao 

Pantoea dispersa 

Enterobacter agglomerans, GH III 

Isolada das superficies das plantas, sementes, seres humanos e 

ambiente. Diferenciada de P. agglomerans pela reagao 

negativa a salicina 

Pantoea punctata 

Especie nova 

Isolada das tangerinas no Japao 

Pantoea stewartii, subesp. indologenes 

Erwinia stewartii 

Causa mancha da folha do paingo e do milheto 

Pantoea stewartii, subesp. stewartii 

Erwinia stewartii 

Agente etiologico do apodrecimento bacteriano de Stewart do 


milho 


Pantoea terrea 

Especie nova Isolada do solo do Japao 

Serratia entomophila 

Semelhante a 5. marcescens (arabinose-negativa). Patogeno dos 

insetos, nao foi isolada dos seres humanos 

Serratia ficaria 

Habitat natural em figos e vespas do figo. Raramente descrita 

em amostras clinicas humanas 

"Serratia" fonticola 

Na verdade, nao e uma especie de Serratia. E um microrganismo 

aquatico, raramente isolado de amostras humanas, 

principalmenteferidas 

Serratia grimesii 

Ver Grupo de Serratia liquefaciens Isolada do ambiente e de amostras clinicas humanas. Nao pode 

ser diferenciada dos outros membros do "grupo de 5. 

liquefaciens " pelos testes utilizados comumente 

"Grupo de Serratia liquefaciens" 

Enterobacter liquefaciens Consiste em varios GH do DNA, inclusive as especies hoje 

conheadas com Serratia proteamaculans e S. qrimesii. Nao 

Diversos biogrupos da especie 5. liquefaciens 

pode ser diferenciado pelos testes bioquimicos utilizados 

hoje em dia. Difere de 5. marcescens porque e L-arabinose 

(+). Deve ser relatado como "grupo de 5. liquefaciens" 

Serratia marcescens 

DNase (+), gelatina (+), L-arabinose (-) (as outras especies sao 

positivas). Isolada comumente de amostras clinicas. 

Pigmento vermelho produzido por algumas cepas 

Serratia odorifera, biogrupo 1 

Odor repugnante de mofo, semelhante ao das batatas. Dois 

Serratia odorifera, biogrupo 2 

biogrupos. 0 biogrupo 1 tern rea^ao positiva com ornitina, 

sacarose e rafinose e e isolado predominantemente do 

escarro. 0 biogrupo 2 e negativo para essas tres reaves e foi 

recuperado do sangue e do LCR 

Serratia plymuthica 

Bacterium plymuthica Pode ter pigmento vermelho. Isolada de solo, agua e escarro. 

Extremamente rara em amostras clinicas 

Serratia proteamaculans, subesp. 

proteamaculans 

Ver Grupo de Serratia liquefaciens Nao pode ser diferenciada dos outros membros do "grupo de 5. 

liquefaciens" com base nos testes bioquimicos utilizados 

hoje em dia. Difere de 5. marcescens por ser L-arabinose (+) 

Serratia quinivorans 

Serratia proteamaculans, subespecie quinovora Isolada de plantas, roedores silvestres, insetos e agua, mas ainda 

„ , . , . , . nao de amostras clinicas humanas 

Ver G rupo de Serratia liquefaciens 

Serratia rubidaea 

Produz pigmento vermelho. Raramente foi isolada dos seres 

humanos 


TriboVI | Proteeae 


Proteus hauseri 

Proteus vulgaris, biogrupo 3, grupo DNA 3 H 2 S (+), indol (+); salicina (-) e esculina (-) 

Proteus mirabilis 

H 2 S (+), indol (-), ornitina (+). Isolada comumente de amostras 

clinicas 

Proteus myxofaciens 

Nao existem relatos de isolamento das amostras humanas. 

Isolada apenas de mariposas-ciganas vivas e mortas 

Proteus penneri 

Proteus vulgaris, biogrupo 1 Muito semelhante a P. vulgaris, exceto que e indol (-), salicina 

(-), esculina (-) e resistente ao doranfenicol 


Proteus vulgaris 

Proteus vulgaris, biogrupo 2 

H 2 S (+), indol (+), ornitina (-). Isolada comumente de amostras 

dinicas. As reaves ao indol, a salicina e a esculina sao 

positivas 

Proteus vulgaris, biogrupo 3 


Consiste em quatro especies geneticas diferentes designadas 

como grupos DNA 3,4,5 e 6. Indol (+), mas salicina (-) e 

esculina (-). Recentemente, o grupo DNA 3 foi denominado 

Proteus hauseri 

Morganellamorganii, subesp. morganii 

Proteus morganii 

H 2 S (-); reaves negativas a lisina, ornitina e teste de 

motilidade; trealose (-). Causa infecgoes das vias urinarias e 

pode ser cultivada a partir de muitas outras estruturas do 

corpo. Contem quatro biogrupos designados de A a D 

Morganellamorganii, subesp. sibonii 

Morganellamorganii, biogrupo 1 

H 2 S (-); reaves variaveis a lisina e ornitina; reagao positiva a 

trealose e ao teste de motilidade. Contem tres biogrupos 

designados de E a G 

Morganellamorganii, subesp. 3 

Providencia alcalifaciens 

Providencia alcalifaciens, biogrupo 1,2 

Ureia (-), adonitol (+), inositol (-). Em geral, e isolada de fezes 

diarreicas, principalmente de criangas 

Providenda heimbachae 


Nao foi isolada de amostras dinicas humanas. Encontrada nas 

fezes dos pinguins e nosfetos bovinos abortados 

Providenda rettgeri 

Proteus rettgeri 

Ureia (+), adonitol (+), inositol (+). Isolada principalmente da 

urina de pacientes hospitalizados e cateterizados 

Providenda rustigianii 

Providencia alcalifaciens, biogrupo 3 

Ureia (-), adonitol (-), inositol (-). Raramente e isolada de 


Providencia friedericiana 

amostras dinicas, especialmente fezes humanas 

Providenda stuartii 

Providencia alcalifaciens, biogrupo 4 

Ureia (v), adonitol (-), inositol (-). Isolada mais comumente da 

urina, menos frequentementede feridas, queimadurase 

bacteriemias. Pode causar surtos nosocomiais 

TriboVII | Yersinieae 

Yersinia aldovae 

Grupo X2 semelhante a Yersinia enterocolitica 

Bioquimicamente semelhante a Y. enterocolitica. Isolada das 

aguas de superffcie, da agua potavel e dos peixes 

Yersinia bercovieri 

Yersinia enterocolitica, biogrupo 3B 

Bioquimicamente semelhante a Y. enterocolitica. Isolada de fezes 

humanas, agua, solo e vegetais crus 

Yersinia enterocolitica 


Nos seres humanos, pode causar diarreia, iiei'te terminal, 

linfadenite mesenterica, artrite e septicemia 

Yersinia frederiksenii 

Biogrupo de Y. enterocolitica 

Encontrada principalmente em agua, esgotos e peixes. 

Ocasionalmente, tambem e encontrada nas fezes, no sangue 

e no escarro humanos. Raramente esta associada a doen^a 

gastrintestinal 

Yersinia intermedia 

Biogrupo de Y. enterocolitica 

Encontrada em agua potavel, esgotos e animais aquaticos. 


Isolados humanos obtidos de fezes, sangue, feridas e urina. 
Provavelmente nao causa doen^a gastrintestinal 


Yersinia kristensenii 


Biogrupo de Y. enterocolitica 


Encontrada na agua, no solo e nos animais 




Isolados humanos recuperados de fezes, sangue e urina. Nao ha 

evidencia de que possa causar doenga gastrintestinal 

Yersinia mollaretii 

Yersinia enterocolitica, subgrupo 3A 

Bioquimicamente semelhante a Y. enterocolitica. Isolada das 

fezes humanas, da agua potavel, das carnes e dos vegetais 

crus 

Yersinia pestis 

Pasteurella pestis 

Agente etiologico da peste bubonica 


Yersinia pseudotuberculosis, subesp. pestis 


Yersinia pseudotuberculosis 


Nos seres humanos, pode causar linfadenite mesenterica, 

diarreiae septicemia 

Yersinia rohdei 


Bioquimicamente semelhante a Y. enterocolitica. Isolada das 

fezes de caes, da agua e das fezes humanas 

“Yersinia" ruckeri 

"Bacteria da boca vermelha" 

Provavelmente sera transferida para urn genera novo. Patogeno 

dos peixes. Os isolados de seres humanos sao extremamente 

raros 


IMViC = indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer, citrato; LAO = lisina, arginina, ornitina; LCR = liquido cefalorraquidiano; MIO = 
motilidade, indol, ornitina; PAD = fenilalanina-desaminase (do ingles, phenylalanine desaminase ); GH = grupo de hibridizagao; + = > 90% 
das cepas sao positivas; - = > 90% das cepas sao negativas; v = variavel. 

Caracteri'sticas principals para identificagao das especies mais comuns 

A Tabela 6.6 descreve as principals caractedsticas de identificagao utilizadas para subclassificar os generos conhecidos da 
familia Enterobacteriaceae em sete tribos. Os estudantes devem estudar essa tabela e aprender a classificar uma especie 
desconhecida em uma dessas tribos com base nas reagoes observadas nesses testes basicos. Os comentarios seguintes ajudam 
os estudantes a identificar as especies mais comuns. 

Os membros da tribo Escherichieae tem as seguintes reagoes principais: positiva para indol, positiva para vermelho de 
metila, VP-negativa, citrato-negativa (o exemplo classico da fermentagao acida mista). Essas bacterias sao negativas em todos 
os outros testes bioquimicos principais: sulfeto de hidrogenio, fenilalanina-desaminase e ureia. Na Tabela 6.6, observe que as 
especies de Shigella sao semelhantes as especies de Escherichia, com excegao de que sao negativas para o gas C0 2 e a 
motilidade. 

A tribo Edwardsielleae e semelhante a tribo Escherichieae, com excegao de que tem a propriedade de ter reagao de sulfeto 
de hidrogenio positiva. Os estudantes podem preferir pensar em Edwardsiella tarda como E. coli sulfeto-positiva. A tribo 
Salmonelleae e semelhante a tribo Edwardsielleae, com excegao de que e indol-negativa e citrato-positiva. Citrobacterfreundii 
e semelhante a Salmonella, exceto que e lisino-negativa. C. koseri difere de C. freundii por ser negativa para sulfeto de 
hidrogenio e positiva para indol. 

A tribo Klebsielleae e composta pelos membros VP-positivos da familia Enterobacteriaceae. Como se pode observar na 
Tabela 6.6 e na Figura 6.2, a maioria dos membros dessa tribo produz grandes quantidades de C0 2 , tanto que a parte profunda 
das areas inclinadas do KIA e do TSI frequentemente sao empurradas para cima ate a metade do tubo. Observe que as especies 
de Klebsiella sao imoveis e Pantoea e negativa para a triplice descarboxilase (lisino-negativa, arginino-negativa e ornitino- 
negativa). 

Tabela 6.6 Caracterlsticas principais para identificagao de Enterobacteriaceae mais comuns. 




KIA 

GAS 

h 2 s 

VM 

VP 

IND 

CIT 

PAD 

URE 

MOT 

LYS 

ARG 

ORN 

ONPG 

Tribo 11 Escherichieae 
Genero Escherichia 

£ coli 

A/A 

+ 


+ 


+ 




+ 

+ 

-/+ 

+/- 

+ 

Genero Shigella 

Grupos A, B, C 

Alc/A 

_ 

_ 

+ 

_ 

-/+ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

S. sonnei 

Alc/A 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Tribo II | Edwardsielleae 
Genero Edwartlsiella 

£ tarda 

Alc/A 

+ 

+ 

+ 


+ 




+ 

+ 


+ 


Tribo III | Salmonelleae 
Genero Salmonella 

Alc/A 

+ 

+ 

+ 



+ 



+ 

+ 

+/- 

+ 


Tribo IV | Citrobactereae 
Genero Citrobacter 

C. freundii 

A/A; 

Alc/A 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+/- 

+ 

- 

+/- 

-/+ 

+ 

C. koseri 

Tribo V | Klebsielleae 
Genero Klebsiella 

Alc/A 

+ 


+ 


+ 

+ 


+/- 

+ 


+/- 

+ 

+ 

K. pneumoniae 

A/A 

++ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

K. oxytoca 

Genero Enterobacter 

A/A 

++ 

— 

— 

+ 

+ 

+ 

— 

+ 

— 

+ 

— 

— 

+ 

£ aerogenes 

A/A 

++ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

£ cloacae 

A/A 

++ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+/- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Genero Hafnia 















H. alvei 

Alc/A 

+ 

- 

-/+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Genero Pantoea 

P. agglomerans 

A/A; 

Alc/A 

-/+ 

- 

-/+ 

■ 

-/+ 

+/- 

-/+ 

-/+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Genero Serratia 















S. marcescens 

Alc/A 

+ 

- 

-/+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Tribo VI | Proteeae 

Genero Proteus 

P. vulgaris 

Alc/A 

+/- 

+ 

+ 


+ 

-/+ 

+ 

++ 

+ s 





P. mirabilis 

Alc/A 

+ 

+ 

+ 

+/- 

- 

+/- 

+ 

++ 

+» 

- 

- 

+ 

- 

Genero Morganella 

M. morganii 

Genero Providencia 

Alc/A 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

++ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

P. rettgeri 

Alc/A 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

- 

- 

- 

- 

P. stuartii 

Alc/A 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

-/+ 

-/+ 

- 

- 

- 

- 

P. alcalifaciens 

Alc/A 

+/- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Tribo VII | Yersinieae 

Genero Yersinia 

Y. enterocolitica 

Alc/A 



+ 


+/- 



+/- 

_b 



+ 

+ 


^Motilidade dispersante demonstrada nos meios sem inibidores. 

®lm<5veis a 36°C e mdveis a 22°C. 

KIA = agar-ferro de Kligler; H 2 S = sulfetode hidrogenio; VM = vermelho de metila; VP = Voges-Proskauer; IND = indol; CIT = citrato; PAD =fenilalanina-desaminase; URE = 
urease; MOT = motilidade; LYS = lisina; ARG = arginina; ORN = ornitina; ONPG = o-n itrof en j I - 3-D-ga I a ctop i ran o sfd io; ++= reagao fortemente positiva; + = 90% ou mais das 
cepas sao positivas; - = 90% ou mais das cepas sao negativas; +/- = 50 a 90% das cepas sao positivas; -/+ = 50 a 90% das cepas sao negativas; as areas sombreadas 
indicam reagoes-chave; A/A = superficie inclinada acida/fundo acido; Alc/A = superficie inclinada alcalina/fundo acido. 

A tribo Proteeae e diferenciada de todas as outras por ser positiva para fenilalanina-desaminase, uma caracteristica singular 
dessa tribo. A reagao a ureia das especies dos generos Proteus e Morganella, assim como de uma especie de Providencia (P 
rettgeri), e fortemente positiva. As especies de Proteus incluidas na Tabela 6.6 sao positivas para sulfeto de hidrogenio e 
apresentam motilidade elevada. 

A tribo Yersinieae aqui representada pela especie Y. enterocolitica isolada mais comumente e muito semelhante aos 
membros da tribo Escherichieae, com excegao de que a primeira geralmente e ureia-positiva. Os estudos podem preferir pensar 



em Y. enterocolitica como E. coli ureia-positivo. Observe que a motilidade de Y. enterocolitica nao ocorre a 36°C, mas e 
positiva a 22°C. 

O Boxe 6.8 descreve as realties principals para que o estudante possa memorizar. Quando e necessario confirmar a 
identidade de um membro comum da familia Enterobacteriaceae com um padrao bioquimico incomum, ou quando se suspeita 
de especies raras, e necessario consultar a Tabela 6.7, que descreve as reapoes de todas as especies nomeadas da familia 
Enterobacteriaceae aos 48 substratos bioquimicos. 


Boxe 6.8 


Fatos principals para memorizar na identificacao de Enterobacteriaceae 

Positivas para sulfeto de hidrogenio 

Edwardsiella tarda 
Salmonella spp. 

Citrobacterfreundii 
Proteus vulgaris 
Proteus mirabilis 

Positivas para Voges-Proskauer 

Klebsiella spp. 

Enterobacter spp. 

Hafnia spp. 

Pantoea spp. 

Serratia spp. 

Positivas para fenilalanina-desaminase 

Proteus spp. 

Providencia spp. 

Morganella spp. 

Imoveis a 36°C 

Shigella spp. 

Klebsiella spp. 

Yersinia spp. (moveis a 22°C) 

Tabela 6.7 Reapoes bioquimicas das especies nomeadas e dos grupos nao nomeados da familia 
Enterobacteriaceae. a£> 
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Tribo Escherichieae. Os dois generos inchridos nessa tribo sao Escherichia e Shigella. Em uma analise inicial, esses dois 
grupos de bacterias poderiam parecer nao relacionados, dadas as diferentes caracteristicas de crescimento e aspecto nos meios 
de isolamento enterico (nos casos tipicos, E. coli fermenta lactose, enquanto as especies de Shigella, nao). Em geral, E. coli e 
bioquimicamente ativa em compara 9 ao com as especies de Shigella, que tendem a ser inertes. Contudo, E. coli e as especies de 
Shigella estao diretamente relacionadas em sua constitui^ao genetica; na verdade, todas as quatro especies de Shigella e E. coli 
formam uma unica especie com base nos estudos de hibridizatjao do DNA. 64 No entanto, como as especies de Shigella estao 
associadas a um espectro de docnpas especificas (disenteria bacilar) e existem no mercado antissoros especificos para tipagem 
e difcrenciagao entre E. coli e as especies Shigella, essas ultimas continuam a ser classificadas em um genero separado, ao 
menos por enquanto. Os estudantes, porem, devem saber que pode ser dificil diferenciar algumas cepas de E. coli 
bioquimicamente inativas, imoveis e fermentadoras tardias de lactose das especies de Shigella', alem disso, algumas raras cepas 
da especie de S. flexneri tambem podem formar gas a partir da fermentatjao da glicose. O espectro patogenico de E. coli e 
muito mais amplo que o das especies de Shigella, e as cepas toxigenicas de E. coli 1 podem causar sindromes diarreicas 
semelhantes a disenteria, indistinguiveis da doen 9 a associada a Shigella. Em alguns casos, podem ser necessarios testes 
sorologicos para diferenciar algumas cepas muito semelhantes. A Tabela 6.6 descreve as caracteristicas principals da tribo 
Escherichieae. 



Genero Escherichia. O genero Escherichia abrange cinco especies: E. albertii, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii e E. 
vulneris. Um membro antigo desse genero - E. adecarboxylata - foi transferido para outro genero, recebeu o nome de 
Leclercia adecarboxylata e esta descrito em outra parte deste capitulo. 622 

Outro membro antigo desse genero - E. blattae - foi transferido para um genero novo denominado Shimwellia e recebeu o 
nome de S. blattae , 541 Essa bacteria foi isolada do trato intestinal das baratas, e indol-negativa, nao fermenta lactose e nao foi 
associada as infecpSes humanas. 541 A Tabela 6.8 descreve as reapSes bioquimicas para as especies de Escherichia 
reconhecidas. 

E. coli e a especie bacteriana isolada mais comumente nos laboratories clinicos e esta envolvida em doenpas infecciosas 
que afetam praticamente todos os tecidos e sistemas do organismo humano. E. coli e um dos microrganismos envolvidos 
comumente na sepse gram-negativa e no choque induzido por endotoxina. InfecpSes das vias urinarias e de feridas, pneumonia 
dos pacientes hospitalizados imunossuprimidos e meningite dos recem-nascidos tambem sao infecpSes comuns causadas por E. 
coli. Essa bacteria e sorotipada com base nos seus antigenos de superfrcie O (somatico), H (flagelar) e K (capsular). Hoje em 
dia, existem reconhecidos mais de 170 sorogrupos diferentes do antigeno O. 4 A combinapao dos antigenos O e H define o 
“sorotipo” de uma cepa isolada; por exemplo, E. coli 0157:H7 e o sorotipo de uma cepa virulenta de E. coli associada a oolite 
hemorragica e a sindrome hemolitico-uremica (SHU). 

Cepas de E. coli dependentes do dioxido de carbono foram isoladas da urina e das amostras de liquido de empiema. 398,630 
Tambem encontramos essas cepas em nosso laboratorio. E possivel que a incidencia das infecpSes associadas a E. coli 
capnofrlica seja maior que se pensava recentemente, porque as placas de cultura de urina e amostras retiradas de feridas nao 
sao rotineiramente incubadas em C0 2 . 

► E. coli que causa gastrenterite. Algumas cepas de E. coli podem causar enterite ou gastrenterite por seis mecanismos 
diferentes, resultando em seis sindromes clinicas diversas. Isso inclui E. coli enterotoxigenic a (ETEC; do ingles, 
enterotoxigenic E. coli), E. coli enteropatogenica (EPEC; do ingles, enteropathogenic E. coli), E. coli enteroinvasora (EICC; 
do ingles, enteroinvasive E. coli), E. coli entero-hemorragica (EHEC; do ingles, enterohemorragic E. coli), E. coli 
enteroagregativa (EAEC; do ingles, enteroaggregative E. coli) e E. coli difusamente aderente (DAEC; do ingles, diffusely 
adherent E. coli) 4 37 (Tabela 6.9). As cepas isoladas de EPEC, EAEC e DAEC caracterizam-se por seus padrSes de aderencia as 
celulas epiteliais in vitro. As cepas de EPEC ligam-se as celulas do hospedeiro por um padrao conhecido como aderencia 
localizada, no qual se formam microcolonias nas superficies das celulas. As cepas de EAEC ligam-se por um padrao de 
aderencia agregativa que se caracteriza pela disposipao semelhante a tijolos empilhados nas superficies das celulas. As cepas 
de DAEC sao defmidas por um padrao de aderencia difusa no qual as bacterias recobrem homogeneamente toda a superficie da 
celula. 4 Alem dos seis tipos de E. coli diarreiogenicas citados antes, existem outras classes potenciais, inclusive E. coli 
produtora de toxina citoletal distensora (CDT; do ingles, cytolethal distending toxin) e E. coli que descola celulas (CDEC; do 
ingles, cell-detaching E. coli), que ainda nao foram completamente caractcrizadas. 1 


Tabela 6.8 Diferenciagao das especies do genero Escherichia. 


Teste bioquimico 

E. albertii 

E. coli 

E. fergusonii 

E. hermannii 

E. vulneris 

Indol 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Vermelhode metila 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Voges-Proskauer 

- 

- 

- 

- 

- 

Citrato 

- 

- 

V (17) 

- 

- 

Lisina-descarboxilase 

+ 

+ !l 

+ 

- 

V (85) 

Arginina-di-hidrolase 

- 

V (17) 

- 

- 

V (30) 

Ornitina-descarboxilase 

+ 

V (65) 

+ 

+ 

- 

ONPG 

+ 

+ 

V (83) 

+ 

+ 

Fermentagiode: 

Lactose 


+ 


V (45) 

V (15) 

Sorbitol 

- 

+° 

- 

- 

+ 

Manitol 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Adonitol 

- 


+ 

- 

- 


Celobiose 


+ 


+ 


+ 


Pigmentoamarelo + V (50) 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = entre 11 e 89% das cepas sao positivas. 
a As cepas de E. coli do sorotipo 0157:H7 sao sorbitol-negativas. 


Tabela 6.9 Caracteristicas principals de E. coli diarreiogenicas . 191,457 


Termo descritivo Abreviatura Fenotipo patogenico 


Sinaisesintomas 


E. colie nterotoxigenica ETEC 


E. co//enteropatogenica EPEC 


E. co//enteroinvasora EIEC 


E. co//entero-hemorragica EHEC 


£ co//enteroagregativa EAEC 


£ coli difusamente aderente DAEC 


Produ^ao de enterotoxinas termolabeis (TL) e/ou 
termoestaveis (TE) secretorias, que nao causam 
danos ao epitelio da mucosa. A produ^ao das 
toxinas e mediada por plasmidios e, na maioria dos 
casos, ocorre nos sorogrupos de £ coli 06,08,015, 
020,025,027,063,078,080,085,092,0115, 

0128ac, 0139,0148,0153,0159 e 0167. 547 Entre 
1996 e 2003, houve 16 surtos de infec^ao por ETEC 
nos EUA eem navios de cruzeiro. £ coli 0169:H41 foi 
isolada em 10 desses surtos. Esse sorotipo tambem 
foi identificado em 1 dos 21 surtos de ETEC 
confirmados antes de 1996 41 

Adere as celulas do epitelio intestinal na forma de 
microcolonias localizadas que produzem as lesoes 
histopatologicas tipicas conhecidas como "lesoes 
attaching and effacing" (lesoes A/E). 0s sorogrupos 
envolvidos mais comumente sao 055,086,0111, 
0119,0126,0127,0128abe0142 547 

Invade as celulas epiteliais do intestino grosso. A 
patogenia e praticamente identica a das especies de 
Shigella. Como tambem ocorre na shigelose, a 
maioria das cepas e imovel, nao fermenta lactose 
(ou apenas tardiamente) e e anaerogenica. 0s 
sorogrupos envolvidos mais comumente sao 028ac, 
029,0112ac, 0124,0136,0143,0144,0152 e 
0164 s47 

Produzem Stx, uma entero-hemolisina e, como EPEC, 
causam lesoes AE. 0 sorogrupo envolvido mais 
comumente e 0157:H7' 

Aderem as celulas epiteliais com urn padrao semelhante 
a uma pilha de tijolos empilhados e produzem uma 
toxina semelhante a ET, uma toxina LT e fatores de 
coloniza gao fimbriais conhecidos como AAF 
(fimbrias de aderencia agregativa; do ingles, 
aggregative adherence fimbriae) 

Aderem as celulas epiteliais por urn padrao difuso e tern 
urn gene, que codifica uma fimbria de superficie 
designada como FI845 


Associada a duas sindromes clinicas principals: "diarreia 
dos recem-desmamados" entre crian^as dos paises 
em desenvolvimento e "diarreia do viajante" Nos 
casos tipicos, o inicio e subito e o periodo de 
incuba^ao e curto (14 a 50 h). Diarreia liquida 
profusa e o sintoma predominante (semelhante a 
diarreia por Vibrio cholerae), geralmente sem 
sangue, muco ou pus. Em muitos casos, a diarreia e 
acompanhada de colicas abdominais brandas. 
Alguns pacientes podem desenvolver desidrata^ao 
evomitos 

Geralmente acomete lactentes e caracteriza-se por febre 
baixa, mal-estar, vomitos e diarreia liquida profusa 
com grandes quantidades de muco, mas sem 
sangue visivel a olho nu. A present de leucocitos 
fecais e variavel 

Na maioria dos casos, a infec^ao se evidencia por 
diarreia liquida indistinguivel da causada por ETEC. 
Alguns pacientes apresentam uma sindrome de 
disenteria, cujas marcas caracteristicas sao febre e 
colite. 0s sintomas sao urgencia para evacuar e 
tenesmo com sangue, muco e muitos leucocitos nas 
fezes 

Diarreia sanguinolenta sem leucocitos. Em geral, nao ha 
febre, mas e comum ocorrer dor abdominal. Alguns 
casos evoluem para SHU 

Doen^a diarreica secretoria com fezes liquidas e 
mucoides, febre baixa e pouco ou nenhum vomito. 
Em geral, as fezes nao tern sangue visivel a olho nu, 
tampouco leucocitos fecais. Essa bacteria e isolada 
principalmente das criamjas com diarreia 
cronica 458 - 499 

A maioria dos pacientes tern diarreia liquida, sem 
sangue ou leucocitos nas fezes 




Embora existam ensaios para identificar todos os tipos de E. coli que causam gastrenterite, na maioria dos casos nao e 
necessario definir a cepa patogenica espedfica dessa bacteria em cada paciente. A maioria dos pacientes com gastrenterite 
causada por E. coli melhora da diarreia antes de buscar atendimento medico, ou a diarreia regride depois do tratamento com 
antibioticos empiricos administrados para outras diarreias bacterianas. Por isso, com excegao dos ensaios para detectar EHEC 
(descritos adiante), os ensaios fenotipicos ou a sorotipagem de E. coli para diagnosticar as cepas diarreiogenicas nao sao 
realizados rotineiramente no laboratorio clinico. 1 

► Fisiopatologia de E. coli entero-hemorragica. A importancia clinica de EHEC nao era reconhecida antes de 1982, quando 
esses microrganismos foram associados a duas doengas com etiologias ate entao desconhecidas: colite hemorragica 564 e 
sindrome hemolitico-uremica. 339 (Ver Quadro de correlagoes clinicas 6.1.) E. coli 0157:E17 foi o primeiro dos varios sorotipos 
produtores de Shigatoxina, que comprovadamente causa doenga nos seres humanos. Essa bacteria foi assim denominada 
porque expressa o 157 2 antigeno somatico (O) identificado eo7 2 antigeno flagelar (H). Entre as caracteristicas de virulencia 
mais importantes de E. coli 0157:H7 esta sua capacidade de produzir uma ou mais toxinas Shiga (Stx, tambem conhecidas 
como verocitotoxinas e antes descritas como toxinas semelhantes a toxina de Shiga). A Stxl e indistinguivel da Stx produzida 
por S. dysenteriae tipo 1. A Stx2 e uma molecula mais divergente, que apresenta diversas variantes (Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2e, 
Stx2f), diretamente relacionadas entre si, embora sejam mais distantes da Stxl. Algumas cepas de E. coli 0157:H7 produzem 
apenas Stxl, outras apenas Stx2, e outras sintetizam as duas. As toxinas nao apresentam riscos equivalentes de causar SHU. As 
cepas que produzem apenas Stx2 sao as que acarretam maior risco; as que produzem apenas Stxl sao as de menor risco; e as 
que produzem as duas toxinas apresentam risco intermediario. Essas duas toxinas sao formadas de cinco subunidades B e 
apenas uma subunidade A. A subunidade B liga-se a globotriasilceramida (Gb3), glicolipidio encontrado em quantidades 
variadas nas membranas das celulas eucariotas. A subunidade A e uma citotoxina potente responsavel pelos danos causados as 
celulas. Isoladamente, a produgao de Stx nao e suficiente para causar doenga. Outros fatores de virulencia identificados em E. 
coli 0157:H7 sao um plasmidio de virulencia com 60 MDa (p0157) e o locus de supressao dos enterocitos (LEE; do ingles, 
locus of enterocyte effacement). O plasmidio de 60 MDa codifica uma entero-hemolisina (conhecida como EHEC-Hly), que 
pode permitir a E. coli 0157:H7 usar a hemoglobina desprendida por agao da EHEC-Hly como fonte de ferro e, assim, 
estimular a proliferagao da bacteria no intestino. 509 LEE contem genes que codificam uma molecula de aderencia (intimina) e 
outros fatores importantes para a produgao das lesoes por supressao da fixagao. As manifestagSes clinicas da infecgao causada 
por E. coli 0157 variam do estado de portador assintomatico aos casos de diarreia nao sanguinolenta, colite hemorragica, SHU 
e morte. O periodo de incubagao varia de 1 a 8 dias, com intervalo medio de 3 dias entre a exposigao e o inicio da doenga. A 
maioria dos pacientes com colite hemorragica recupera-se em 7 dias. Nos casos tipicos, a doenga comega com colicas 
abdominais e diarreia nao sanguinolenta. As fezes podem tornar-se sanguinolentas depois do primeiro ou segundo dia, mas a 
quantidade de sangue varia de pequenas estrias ate fezes formadas quase unicamente de sangue. Cerca de 30 a 60% dos 
pacientes tem vomitos e, em geral, a febre e baixa ou ausente. 426 Existem relatos de SHU depois de infecgoes urinarias 
causadas por EHEC; 436,608 contudo, em razao da prevalencia baixa, a pesquisa rotineira de cepas de E. coli sorbitol-negativas 
isoladas de urina quanto a produgao de Stx nao parece justificavel. 634,671 Hoje em dia, nao se recomendam antibioticos para 
tratar infecgoes causadas por E. coli 0157:H7. Os genes de Stx sao codificados por bacteriofagos e esses sao induzidos por 
antibioticos (p. ex., fluoroquinolonas, sulfametoxazol-trimetoprima e fiirazolidona) que podem provocar o aumento da 
produgao das toxinas Stx. Com esses problemas em mente, recomenda-se que os laboratories clinicos nao relatem os resultados 
dos testes de sensibilidade antimicrobiana para E. coli 0157 ou outras cepas dessa bacteria que produzem Stx. 352,675 



Colite hemorragica e sindrome hemolitico-uremica 


A sindrome hemolitico-uremica (SHU) e uma doenga trombotica da microcirculagao renal na qual a celula endotelial e a estrutura principal envolvida na lesao. A 
SHU e definida por uma triade de manifesta^oes clinicas: (1) aparecimento de hemacias fragmentadas (anemia hemolitica microangiopatica), (2) redugio da 
contagem de plaquetas (trombocitopenia) e (3) insuficiencia renal aguda, evidenciada por diminuigao da taxa de filtragao glomerular e volume urinario reduzido. A 
SHU e a causa principal de insuficiencia renal aguda em criangas. Em sua forma mais comum, essa sindrome e precedida de uma doenga diarreica, que se evidencia 
por dor abdominal, vomitos e diarreia liquida. Em seguida, as fezes diarreicas contem estrias de sangue ou se tornam sanguinolentas a olho nu e, apesar da 
evidencia de colite, as criangas geralmente tern pouca ou nenhuma febre. Esse conjunto de sinais e sintomas e conhecido como colite hemorragica. Nas infecgoes 
mais graves, pode haver evolu^ao para colite isquemica e perfuragao. Alguns pacientes podem desenvolver estenoses do intestino grosso depois da colite isquemica. 
A EHEC coloniza o intestino grosso, formando lesoes tipicas attaching and effacing (A/E), as quais formam uma jungao estreita entre a bacteria e a superficie das 
celulas do epitelio intestinal. A forma^ao das lesoes attaching and effacing (lesoes A/E) depende de varios genes localizados em uma ilha de patogenicidade 
cromossomica de 35 kb, conhecida como locus de supressao dos enterocitos (LEE). Depois da colonizagao, EHEC produz as toxinas Stx que sao levadas a circulagao, 
provavelmente facilitado pelo afluxo (transmigragao) dos neutrofilos. Quando chegam a circulagao, as Stx sao levadas para os rins, onde sao transferidas e ligam-se 
aos receptores do glicolipidio globotriasilceramida (Gb3) das celulas-alvo (/. e., celulas do endotelio glomerular e do epitelio tubular) por meio da subunidade B da 
toxina. Em seguida, a toxina e interiorizada e encaminhada ao reticulo endoplasmatico, onde a unica subunidade A inativa enzimaticamente os ribossomos, 
causando inibigao da sintese proteica e lesao celular. Isso resulta no edemaciamento e no desprendimento das celulas do endotelio glomerular da membrana basal 
subjacente, com ativagao secundaria das plaquetas e do sistema de coagula^ao. 




Essa sequencia de eventos e responsavel pelos sinais classicos da SHU mediada por Stx. A ativagio da cascata da coagulagio resulta na deposi^ao de fibrina, 
que provoca estreitamento dos capilares e cisalhamento das hemacias a medida que sao empurradas para dentro dos vasos sanqumeos danificados. 0 cisalhamento 
e a laceragio das hemacias resultam nos eritrocitos fraqmentados tipicos da anemia hemolitica microanqiopatica. 0 consumo das plaquetas causa trombocitopenia, 
e a anemia, somada a limitagio da irrigagio sanquinea dos rins, mais tarde leva a insuficiencia renal. 352,594,67 " Alem das medidas de suporte recomendadas aos 
pacientes com SHU, nao ha tratamento comprovadamente util. 0 tratamento das crian^as com infecgio por E. coli 0157:H7 com antibioticos aumenta o risco de 
desenvolver SHU e, por isso, deve ser evitado. 5 ’ Hoje em dia, existem estudos em andamento para o desenvolvimento de anticorpos especificos contra as Stx, que 
impe^am a ligagio da toxina as celulas endoteliais, assim como de analogos do receptor Gb3, que podem ser administrados por via oral para reter as Stx no intestino 
e, desse modo, evitar sua entrada na circulaqao. 338,657 


► Epidemiologia de E. coli entero-hemorragica. No inicio de 1993, ocorreu o maior de todos os surtos de intoxicagao alimentar 
causados por E. coli 0157:H7 nos estados de Washington, Idaho, California e Nevada, EUA. Ao todo, foram notificados 582 
casos confirmados por cultura, resultando em 171 internagoes hospitalares, 41 casos de SHU e 4 mortes. Os hamburgueres de 
uma unica cadeia de restaurantes fast-food foram implicados. Nos EUA, carne bovina moida e a fonte da maioria dos casos de 
doengas causadas por E. coli. Os hamburgueres, em particular, foram a causa de varios surtos da doenga. Isso e atribuido a 
prevalencia alta da colonizagao do gado por E. coli 0157:H7. Veja um resumo dos fatores de risco durante todas as etapas do 
processamento da came bovina em escala industrial, desde a fazenda ate o prato, na revisao realizada por Meyer-Broseta et 
a/. 433 De acordo com pesquisas recentes no mercado varejista, E. coli 0157:H7 estava presente em 1 a 2,5% das amostras de 
cames de vaca e aves. Essa bacteria tambem foi isolada menos frequentemente de amostras de carnes de cordeiro e porco 
comercializadas nos supermercados, embora tais isolados pudessem ter sido originados da contaminagao secundaria dos 
abatedouros. Nos EUA, os casos tendiam a ocorrer nos ultimos dois tergos do ano e nos estados que fazem divisa com o 
Canada. A infecgao persiste nos reservatorios animais, em parte porque a bacteria sobrevive no solo por periodos longos. 
Outros animais, como porcos, cameiros, cervos e coelhos, tambem podem ser portadores de EHEC; muitos outros alimentos e 
ate a agua podem ser contaminados pelas fezes dos animais infectados. 245,473 O resultado disso tem sido surtos envolvendo 
sistemas de abastecimento de agua municipais, 491 carnes de veado, 546 vegetais crus, queijo de coalho, 119 cidra de maga, 113 
brotos de alfafa, 75,442 espinafre 265 e massas de biscoitos pre-empacotadas cruas. 460 Alem disso, como quantidades incrivelmente 
pequenas desses microrganismos podem causar doenga, tambem houve disseminagao interpessoal, em familias e creches, entre 
criangas durante visitas as fazendas leiteiras 120 e zoologicos de animais domesticos, 285 e entre pessoas expostas a serragem e 
outras superficies nas construgSes de feiras agropecuarias usadas para expor animais. 645 Embora o sorotipo 0157:H7 seja o 
prototipo da EHEC nos EUA, varios outros sorotipos - como 026:H11, 048:H21, O103:H2, 0111:NM (cepa imovel) e 
0145:NM - foram identificados em outros paises. 204,331 ' 399 Embora os outros sorotipos de EHEC diferentes do 0157:H7 sejam 
raros nos EUA, pesquisadores relataram em 1994 um surto de colite hemorragica causada pelo sorotipo O104:H21 de EHEC 
em 11 pacientes de Helena, estado de Montana. 112 Outro surto ocorreu entre adolescentes acampados no Texas em junho de 
1999 e foi causado pelo sorotipo 0111:H8 de EHEC, no qual 55 jovens adoeceram e dois desenvolveram SHU. 77 ' 118 Depois do 
sorotipo 0157:H7, E. coli 0111 e a segunda bacteria produtora de toxina Shiga (STEC) relatada mais comumente nos EUA 78 e 
esta entre os sorotipos relatados mais frequentemente na Europa. 86 Em maio de 2011, houve um surto numeroso de SHU 
causada pela STEC O104:H4 na Alemanha. Houve 3.469 casos confirmados de infecgao por STEC e 852 casos de SHU. Um 
aspecto singular desse surto era que 90% dos pacientes afetados eram adultos e mais de dois tergos dos casos de SHU eram em 
mulheres. Esse surto foi atribuido aos brotos de feno-grego contaminados, servidos em varios restaurantes. 82 Se o leitor quiser 
aprofundar seus conhecimentos sobre infecgoes causadas por EHEC, pode consultar as revisoes de Kaper e O’Brien, 335 Mead e 
Griffin, 426 Nataro e Kaper, 457 Paton e Paton, 509 e Tarr. 625 

► Detecgao de E. coli entero-hemorragica. O isolamento de E. coli OH157:H7 e posslvel apenas durante a fase aguda da 
doenga, e os microrganismos podem ser indetectaveis 5 a 7 dias depois do inicio dos sintomas. Como a maioria das infecgoes 
por EHEC e causada por E. coli do sorotipo 0157:H7, as abordagens laboratoriais atuais estao baseadas na detecgao das cepas 
que produzem toxina Shiga, ou na detecgao do sorotipo 0157:H7. Os metodos de detecgao aceitos hoje em dia podem ser 
resumidos da seguinte forma: (1) ensaios para detectar o sorotipo 0157 406 ’ 503 ’ 607 ou as Stx 341 ’ 406 ’ 468 diretamente nas fezes; (2) 
semeadura direta em agar de sorbitol-MacConkey (SMAC), 414 cefixima-SMAC, 1 ’ 5 SMAC suplementado com cefixima e 
telurito (CT-SMAC), 686 outros meios contendo 5-bromo-5-cloro-3-indoxil-P-D-glicuronidio 490 ou 4-metilumbeliferil-p-D- 
glicuronidio; 63 ’ e (3) separagao imunomagnetica (IMS; do ingles, immunomagnetic separation) utilizando contas recobertas 
por anticorpos especificos contra o antigeno 0157, seguida de cultura bacteriological 36,337 Muitos laboratories dos EUA e de 
outros paises usam agar SMAC para identificar o fenotipo de fermentagao lenta de sorbitol (i. e., sorbitol-negativo em 24 
horas) da 0157:H7. O agar de SMAC contem D-sorbitol a 1% em vez de lactose para diferenciar as cepas de E. coli sorbitol- 
negativas (as colonias sao incolores e semelhantes as colonias lactose-negativas no agar MacConkey comum). Em seguida, os 
isolados suspeitos sao confinnados por antissoros especificos para 0157:H7. Entretanto, esse meio nao detecta outros sorotipos 
de EHEC sorbitol-positivos. Outras tecnicas de detecgao, como o meio cromogenico e os metodos de ensaio imunossorvente 
ligado a enzima (ELISA), para detectar Stx sao mais sensiveis e especificas, mas significativamente mais dispendiosas que o 
SMAC. 468 ’" 11 ’ O acrescimo desses testes ao laboratorio de microbiologia de rotina acarreta custo adicional significativo, e os 



laboratories podem decidir limita-los aos pacientes de risco mais alto. Uma das recomendapoes publicadas pelos CDC quanto 
ao diagnostico das infecpSes por STEC nos laboratories clinicos e que todas as amostras de fezes enviadas para testes 
rotineiros de pacientes com diarreia aguda adquirida na comunidade (independentemente da idade, da estapao do ano ou da 
existencia ou nao de sangue nas fezes) sejam semeadas simultaneamente em cultura para E. coli 0157:H7 e testadas por um 
ensaio que tambem detecte outras STECT diferentes dessa. 1 ' Kehl publicou uma revisao sucinta sobre a funpao do laboratorio 
no diagnostico das infecpSes causadas por STEC. 12 

► Outras especies de Escherichia aiem de E. coli. As cepas designadas na classificapao dos CDC como E. coli inativas sao 
anaerogenicas (nao formam gas), lactose-negativas (ou fermentadoras tardias) e imoveis. No passado, essas cepas eram 
conhecidas como sorotipo Alkalescens-Dispar. 

Escherichia albertii e uma especie recem-descrita de enterobacterias indol-negativas, D-sorbitol-negativas e lactose- 
negativas isoladas de fezes diarreicas de crianpas. 06 Como essas cepas nao estao incluidas nos bancos de dados dos sistemas 
disponiveis hoje em dia no mercado, sao identificadas mais comumente como Hafinia, Salmonella, E. coli ou Yersinia ruckeri. 
E. albertii e mais semelhante a E. coli inativa, embora nao seja comparavel ao grupo Alkalescens-Dispar porque consegue 
produzir gas a partir da D-glicose. Essas duas especies podem ser diferenciadas de II. alvei com base na assimilapao de acetato, 
no teste de VP negativo e na impossibilidade de crescer em meio com cianeto de potassio (KCN). Alem disso, E. albertii 
apresenta reapoes fracas a moderadas de L-prolinaminopeptidase (PYR), enquanto H. alvei expressa atividade PYR forte/ Os 
profissionais de laboratorio devem ser alertados de que as bacterias isoladas de especimes fecais, identificadas em primeira 
oppao inaceitavel como II. alvei para um isolado L-ramnose-negativo, D-xilose-negativo e VP-negativo, devem tambem ser 
testadas para excluir a possibilidade de que sejam E. albertii. 

Recentemente, E. albertii foi reconhecida como causa de dois surtos de gastrenterite transmitida por alimentos no 
Japao. 361,496 O significado clinico de E. albertii foi estudado por Ooka et ah, que examinaram 278 cepas eae-positivas 
identificadas originalmente pelos protocolos diagnosticos rotineiros como EPEC ou EE1EC. Essas bacterias foram isoladas de 
seres humanos, animais e ambiente no Japao, na Belgica, no Brasil e na Alemanha durante os anos 1993 e 2009. A partir desse 
grupo, 26 cepas (14 de seres humanos, 11 de passaros e 1 de gato) foram identificadas como E. albertii , 495 Como a 
diferenciapao entre E. albertii e outras Enterobacteriaceae e dificil e como essa primeira bacteria tem o gene eae, muitas cepas 
identificadas como E. coli entero-hemorragica ou enteropatogenica podem, na verdade, ser cepas de E. albertii , 495 

E. fergusonii (antes classificada no grupo enterico 10 dos CDC) tem sido isolada do sangue, vesicula biliar, urina e fezes; 
contudo, sua importancia clinica ainda nao esta definida. 220,221,239,240,371,372,560 Essa bacteria e diferenciada de E. coli por ser 
sorbitol-negativa e lactose-negativa, alem de adonitol-positiva e celobiose-positiva. Pesquisadores relataram um caso de cistite 
causada por uma cepa de E. fergusonii produtora de ESBL. 371 

E. hermannii (antes classificada no grupo enterico 11 dos CDC) tem sido isolada mais comumente de feridas, escarro e 
fezes humanas. 525 Dentre as oito cepas isoladas no Centro Medico da University of Illinois, cinco provinham de amostras de 
feridas, inclusive quatro feridas dos membros inferiores de pacientes com celulite e uma ferida do dedo, alem de uma cepa 
recuperada da urina, do seio maxilar e do sangue. As cepas isoladas das feridas estavam misturadas com outras especies 
patogenicas; contudo, as cepas recuperadas do sangue, da urina e da secrepao sinusal estavam presentes isoladamente. 
Ginsberg e Daum 254 relataram o isolamento de E. hermannii de sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR) e liquido peritoneal 
de um recem-nascido septico com perfurapao intestinal. Contudo, outros microrganismos tambem foram recuperados do 
sangue, e o papel patogenico nesse paciente foi duvidoso. E. hermannii foi relatada como unico patogeno de uma infeepao da 
corrente sanguinea relacionada com cateter 334 e tambem de um paciente com conjuntivite purulenta aguda depois de uma lesao 
ocular brandaf 38 O unico caso comprovado de doenpa invasiva causada por E. hermannii foi de um recem-nascido com 
infeepao bacteriana de um cefalo-hematoma com meningite confirmada por cultura de varias amostras de LCR e do liquido 
aspirado do cefalo-hematoma expansivo. 161 As cepas de E. hermannii tem pigmento amarelo, sao indol-positivas e sorbitol- 
negativas. 66 Como essa bacteria e sorbitol-negativa, parece biologicamente semelhante ao sorotipo 0157 de E. coli. 

E. vulneris (antes classificada no grupo enterico 1 dos CDC) tem grande propensao a causar infecpSes de feridas humanas, 
principalmente dos brapos e das pemas, 70,525 as quais podem evoluir para osteoiniclitc. Alem disso, existem casos descritos 
de sepse urinaria, peritonite dos pacientes em dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD; do ingles, continuous 
ambolatory peritoneal dialysis), bacteriemia relacionada com cateter intravenoso e meningite causada por E. 
vulneris? 1 27,299 - 441,589,603 No laboratorio de um dos autores deste livro (R Schreckenberger, comunicapao pessoal), houve um 
caso de bacteriemia por E. vulneris em um lactente com 40 dias de vida, alem de caso de bacteriemia pelo mesmo 
microrganismo em um cateter Permcatli 1 infectado na parede toracica direita. Tambem existe relato de um caso de bacteriemia 
secundaria a um abscesso subcutaneo por E. vulneris de um paciente com leucemia linfocitica cronica. 18 Mais de 50% das 
cepas de E. vulneris tem pigmento amarelo e sao indol-negativas e sorbitol-negativas. 

Getiero Shigella. As especies de Shigella podem ser consideradas nas culturas porque nao fermentam lactose e tendem a 
ser bioquimicamente inertes. Nos casos tipicos, essas bacterias nao formam gas a partir dos carboidratos, com excepao de 
alguns biogrupos de S.flexneri, que sao aerogenicos. Cepas raras de S. sonnei podem fermentar lactose (2%) e sacarose (1%) 


lentamente, e a maioria das cepas consegue descarboxilar ornitina - caracteristicas que nao sao compartilhadas pelas outras 
especies de Shigella. 

Como se pode observar no Boxe 6.9, existem quatro subgrupos principais e 43 sorotipos conhecidos de Shigella . I0 ° A 
classificagao dos CDC agrupa S. dysenteriae (grupo A), S.flexneri (grupo B) e S. hoydii (grupo C) como “sorogrupos Shigella 
A, B e C”, tendo em vista suas semelhangas bioquimicas. A presen 9 a das atividades de ornitina-descarboxilase e P- 
galactosidase torna a maioria das cepas de S. sonnei bioquimicamente diferente das outras especies de Shigella. A incapacidade 
de fermentar manitol e uma reagao negativa de catalase diferenciam S. dysenteriae. Os tipos 1, 3, 4, 6, 9, 11 e 12 de S. 
dysenteriae e o tipo 12 de S. hoydii sao catalase-negativos, enquanto as outras especies de Shigella, EICC e STEC sao catalase- 
positivas. 336 A Tabela 6.10 descreve as caracteristicas diferenciais das quatro especies de Shigella. As bacterias isoladas das 
amostras de fezes de pacientes com diarreia com suspeita de Shigella devem ser classificadas bioquimicamente, e as especies 
devem ser confirmadas por testes sorologicos. No futuro proximo, poderemos detectar as especies de Shigella e as cepas 
enteroinvasivas de E. coli por meio de sondas de DNA selecionadas para identificar os plasmidios de virulencia responsaveis 
por codificar os produtos geneticos que iniciam a penetragac intracelular e a invasao da parede intestinal. 55 


Boxe 6.9 


Subgrupos, sorotipos e subtipos de Shigella 

Subgrupo 

Grupo A: Shigella dysenteriae 
Grupo B: Shigella flexneri 
Grupo C: Shigella hoydii 
Grupo D: Shigella sonnei 


Sorotipos e subtipos 

IS sorotipos (o tipo 1 produzStx) 
8 sorotipos e 9 subtipos 
19 sorotipos 
1 sorotipo 


Tabela 6.10 Diferenciagao das especies do genera Shigella. 


Teste bioquimico 

S. dysenteriae 

S. flexneri 

5. boydii 

S. sonnei 

Sorogrupo 

A 

B 

C 

D 

ONPG 

- 

- 

- 

+ 

Ornitina-descarboxilase 

- 

- 

- 

+ 

Fermentagaode: 

Lactose 





Manitol 

- 

+ 

+ 

+ 

Rafinose 

- 

d 

- 

- 

Sacarose 

- 

- 

- 

- 

Xilose 

- 

- 

d 

- 

Produgao de indol 

d 

d 

d 

- 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; d = cepas diferentes sao positivas/negativas. 


► Patogenicidade. Todas as especies de Shigella causam diarreia sanguinolenta aguda porque invadem e provocam destruigao 
variegada do epitelio do intestino grosso. Isso leva a formagao de microiilceras e exsudatos inflamatorios, e e responsavel pelo 
aparecimento de celulas inflamatorias (leucocitos polimorfonucleares [PMN]) e sangue nas fezes. As fezes diarreicas contem 
entre 10 6 e 10 8 Shigellae por grama. Depois de eliminada, essa bacteria e muito sensivel as condigoes ambientes e morre 
rapidamente, em especial quando resseca ou fica exposta a luz solar direta. 6 8 Por isso, as amostras fecais enviadas para cultura 
devem ser processadas rapidamente (nas primeiras 2 horas) ou colocadas em um conservante para fezes (p. ex., meio de 
transporte de Cary-Blair). 




► Incidencia e fontes de infecgao por Shigella. Shigelose e a mais transmissivel das diarreias bacterianas e, em todo o mundo, 
e responsavel por mais de 80 milhoes de casos de diarreia sanguinolenta e 700.000 mortes a cada ano. 678 Os seres humanos 
funcionam com hospedeiros naturais, e a doenga e transmitida por via orofecal: apenas cerca de 200 microrganismos viaveis 
podem causar a doenga (ver Quadro de correlagoes clinicas 6.2). Nos EUA, cerca de 20.000 a 30.000 casos sao notificados 
anualmcnte. 2 S. sonnei e o sorotipo associado mais comumente as doengas diarreias nos EUA e representava 77% dos 
sorogrupos de Shigella relatados aos CDC em 2001. 1611 Os sinais e sintomas associados a infecgao por S. sonnei tendem a ser 
brandos, e alguns pacientes podem ser assintomaticos. S. dysenteriae e a especie isolada menos comumente nesse pais, mas e o 
sorotipo mais virulento e o sorotipo isolado mais frequentemente nos paises em desenvolvimento. A crenga de que as especies 
de Shigella permanecem confinadas ao intestino e nao invadem os vasos linfaticos intestinais, tampouco se estendem a outros 
orgaos, pode nao ser mais verdadeira. Drow et al. 188 relataram o isolamento de S. flexneri do abscesso esplenico de um 
paciente diabetico, indicando que possam existir focos extraintestinais de infecgao. Alem das fezes, outros especimes dos quais 
foram isoladas especies de Shigella sao figado, linfonodos mesentericos, LCR, liquido sinovial, lesoes vaginais, pulmSes, 
sacos conjuntivais, raspados de cornea, sangue, lesoes cutaneas do corpo do penis e urina. 192,502 Nos adultos, as infecgoes 
urinarias causadas por especies de Shigella sao extremamente raras. Pesquisadores descreveram vaginite causada por Shigella, 
com ou sem ITU (infecgao do trato urinario) concomitante, em meninas pre-puberes.'' Algumas pacientes apresentam secregao 
vaginal sanguinolenta que pode ser confundida com gonorreia. 600 A maioria dos casos de vulvovaginite por Shigella e causada 
por S. flexneri . 451 


Quadro de correlates clinicas 


6.2 


Colite hemorragica e sindrome hemohtico-uremica 


0 termo "disenteria" foi usado por Hipocrates para descrever uma condigao caracterizada por evacuagoes frequentes contendo sangue e muco, acompanhadas de 
esforgo e dor ao defecar. 19j 0s seres humanos sao os unicos hospedeiros naturais da Shigella, e a infecgao ocorre por ingestao. A disenteria bacilar e a mais 
transmissivel das diarreias bacterianas, pois uma dose infectante de apenas 10 a 100 bacterias pode causar doenga nos adultos saudaveis. 4 Febre, diarreia liquida 
com dor abdominal espasmodica e mialgias generalizadas sao os sinais e sintomas iniciais mais comuns sugestivos de shigelose. 91 Disturbios hidreletroliticos 
tambem podem ser observados nos estagios iniciais da doenga como consequencia da agao das enterotoxinas nas celulas do epitelio intestinal. Depois de 2 ou 3 
dias, as evacuagoes tornam-se menos frequentes e a quantidade de fezes diminui, mas a presenga de sangue vivo e muco nas fezes, alem do inicio de tenesmo (uma 
vontade perturbadora de evacuar), indicam a fase disenterica da doenga e sugerem que provavelmente houve penetragao intestinal das bacterias. As infecgoes 
causadas por Shigella devem ser consideradas nos surtos numerosos de doenga diarreica na comunidade que afetam especialmente criangas pequenas. 0s surtos 
podem ocorrer em qualquer epoca do ano, mas sao mais comuns no verao. 


► Tratamento. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomendou ciprofloxacino como primeira opgao de antibiotico para 
tratar shigelose, enquanto as cefalosporinas de terceira geragao sao consideradas antibioticos alternatives. 678 Infelizmente, a 
resistencia de Shigella a ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprima e acido nalidixico tornou-se generalizada, e tais antibioticos 
nao sao mais recomendados. Cepas de S. flexneri resistentes ao ciprofloxacino e a cefotaxima foram descritas, levantando 
assim serias duvidas quanto ao tratamento da shigelose no futuro. 545 

Tribo Edwardsielleae. A tribo Edwardsielleae foi denominada inicialmente grupo Asakusa, por Sakazaki e Murata em 
1963, 573 e grupo Bartholomew, por King e Adler em 1964. 353 Ewing et al. sugeriram o nome Edwardsielleae em 1965, 21 ’ em 
homenagem ao famoso microbiologista dos EUA P. R. Edwards. Essa tribo consiste em um genero: Edwardsiella. 

Genero Edwardsiella. O genero Edwardsiella tem tres especies, mas apenas uma delas ( E. tarda ) tem importancia medica. 
Os reservatorios principals na natureza sao repteis (especialmente serpentes, sapos e tartarugas) e peixes de agua doce. A 
Tabela 6.6 descreve as caracteristicas principals sugestivas de E. tarda. 

Um elemento fundamental de E. tarda e a produgao de grandes quantidades de sulfeto de hidrogenio. Com excegao dessa 
caracteristica, as propriedades bioquimicas dessa bacteria sao semelhantes as de E. coli. E. tarda tambem e semelhante a 
algumas especies de Citrobacter e Salmonella, porque produzem sulfeto de hidrogenio em agar TSI e nao utilizam lactose. 
Essa incapacidade de fermentar lactose e alguns outros carboidratos constitui a razao do nome dessa especie (E. tarda). Uma 
especie semelhante a E. tarda, que e negativa para sulfeto de hidrogenio, mas positiva para manitol, sacarose e arabinose, foi 
designada como “E. tarda biogrupo l”. 224 Esse biotipo e encontrado raramente na pratica laboratorial e ainda nao parece ter 
importancia clinica. 

E. tarda foi citada como causa de varias infecgoes extraintestinais. 147 ’ 598 As mais comuns sao infecgoes de feridas 
traumaticas, comumente relacionadas com acidentes na agua. Tambem sao comuns abscessos, que podem causar bacteriemia 
ou mionecrose. 598 Em um estudo, 7 pacientes tinham doengas tifoides - uma consideragao importante quanto a diferenciagao, 
uma vez que E. tarda pode assemelhar-se a S. Typhi em cultura. 14 A maioria dos relatos de doenga enterica descreve uma 
gastrenterite branda, que melhora sem tratamento em 2 a 3 dias. Contudo, Vandepitte et a/. 642 relataram caso de diarreia cronica 
em um bebe de 2 meses, no qual E. tarda (do mesmo biogrupo isolado de um peixe de aquario tropical da residencia do 
paciente) era o unico patogeno potencial isolado. Marsh e Gorbach descreveram o isolamento de E. tarda das fezes de um 
paciente com diarreia sanguinolenta em que, pela sigmoidoscopia, varias ulceras e espessamento da mucosa do intestino grosso 



compativeis com doenga de Crohn puderam ser observadas. O paciente tornou-se assintomatico depois de 2 dias de tratamento 
antibiotico. Aparentemente, a gravidade da infecgao por E. tarda e determinada pela disponibilidade de ferro/ 1 ' 4 A 
sobrecarga de ferro causada por condigoes como doenga falciforme, leucemia e cirrose esta associada a septicemia por E. 
tarda. 3is ’ 612 ’ 619 Tambem existe relato de infecgao por E. tarda relacionada com proteses vasculares. 172,4 ' 12 Series de infec 9 des 
assintomaticas por essa bacteria parecem ocorrer nos seres humanos, e ao menos uma delas foi relatada entre 7 crian 9 as e sua 
professora em uma creche da Florida. 174 

Existem descritas duas outras especies do genero Edwardsiella. Grimont et al. 269 descreveram E. hoshinae, que foi isolada 
inicialmente de aves, repteis e agua. Essa especie tambem foi recuperada das fezes humanas; contudo, nao ha relatos de que 
cause diarreia. Hawke et a/. 281 descreveram E. ictaluri, um microrganismo recuperado apenas dos peixes e, hoje em dia, sem 
qualquer importancia clinica. A Tabela 6.11 descreve as caracteristicas bioquimicas das especies de Edwardsiella. 

Tribo Salmonelleae. A tribo Salmonelleae abrange apenas um genero - Salmonella -, cujo nome e uma homenagem ao 
microbiologista dos EUA D. E. Salmon. 

Genero Salmonella. As salmonelas tem antigenos somaticos (O) lipopolissacaridicos e antigenos flagelares (H) proteicos. 
S. Typhi tambem tem um antigeno capsular ou de virulencia (Vi). Bioquimicamente, essas bacterias geralmente sao lactose- e 
sacarose-negativas. As caracteristicas fundamentals que permitem suspeitar do genero Salmonella estao descritas na Tabela 
6 . 6 . 

► Classificagao de Salmonellae. Desde o isolamento inicial dos microrganismos que fazem parte do genero Salmonella, 
relatado por Gaffky em 1884 (Bacterium typhosum) e por Salmon e Smith em 1886 (Salmonella choleraesuis), o 
desenvolvimento da nomenclature das salmonelas tem sido muito complexo e controvertido (Boxe 6.10). As salmonelas sao as 
mais complexas de todos os especimes de Enterobacteriaceae e abrangem mais de 2.400 sorotipos descritos no esquema 
atualizado de Kauffmann-White. 5,4 Antes de l 2 de julho de 1983, tres especies de Salmonella eram usadas para relatar 
resultados positivos: S. Choleraesuis, S. Typhi e S. Enteritidis, embora a maioria dos sorotipos pertencesse a essa ultima 
especie. Atualmente, todas as especies mais antigas e subgrupos de Salmonella e o subgrupo Arizona sao reconhecidos como 
uma unica especie, embora possam ser separados em sete taxons representando seis subgrupos diferentes. A unica excegao e 
Salmonella bongori, antes conhecida como subgenero V: de acordo com estudos de hibridizagao DNA-DNA, S. bongori 
representa uma especie separada." 1 Desse modo, existem duas especies e seis subespecies de Salmonella enterica no sistema 
utilizado atualmente pelos CDC (Boxe 6.11). A Tabela 6.12 descreve as caracteristicas diferenciadoras das especies e 
subespecies de Salmonella. 


Tabela 6.11 Diferenciagao das especies do genero Edwardsiella. 


Teste bioquimico 

£ tarda 

£ tarda, biogrupo 1 

£ hoshinae 

£ ictaluri 

Indol 

+ 

+ 

V (50) 

- 

Sulfeto de hidrogenio 

+ 

- 

- 

- 

Motilidade 

+ 

+ 

+ 

- 

Fermentagaode: 

Manitol 


+ 

+ 


Sacarose 

- 

+ 

+ 

- 

Arabinose 

- 

+ 

V (13) 

- 

Trealose 

- 

- 

+ 

- 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas. 


Boxe 6.10 


Taxonomia e nomendatura d e Salmonella 

As formulas dos antigenos dos sorotipos de Salmonella sao definidas e mantidas no Instituto Pasteur, em Paris, na Franga, pelo Collaborating Centre for Reference 
and Research on Salmonella, da Organizagao Mundial da Saude (0MS). 0s sorotipos novos sao acrescentados em atualizagbes anuais do esguema de Kauffmann- 
White. 534,535 De acordo com esse esguema, as salmonelas sao agrupadas (grupos A, B, C etc.) com base nos antigenos somaticos 0 e subdivididas em sorotipos (1,2, 
3 etc.) por seus antigenos flagelares H, resultando nos sorogrupos designados como A, B, Q, C 2 , C 3 etc. Cada sorotipo especifico recebe um nome. As primeiras 
salmonelas receberam nomes gue indicavam a doenga e/ou o animal do gual elas haviam sido isoladas (p. ex., 5. sorotipo Typhi, S. sorotipo Choleraesuis etc.). Hoje 




em dia, os sorotipos novos recebem um nome da regiao geografica onde foram isolados primeiramente (Salmonella sorotipo Canada, Salmonella sorotipo Cleveland 
etc.). Inicialmente, cada sorotipo era considerado uma especie separada (p. ex., 5. Canada, S. Cleveland); contudo, hoje isso resultaria em mais de 2.400 especies de 
Salmonella. Os estudos de semelhan^a do DNA demonstraram gue todas as cepas Salmonella e todos os sorotipos "Arizona" constituem um unico GH do DNA com 
sete subgrupos, exceto 5. bongori (subgrupo V), gue, de acordo com alguns estudos de hibridizagao DNA-DNA, constitui uma especie separada. 156,381,382,551 Como 5. 
choleraesuis ja era reconhecida como especie tipica do genera Salmonella, teve prioridade na designagao das especies dos seis subgrupos, gue parecem constituir 
um unico GH. Contudo, o termo "choleraesuis" pode gerar confusao, porgue esse nome refere-se tanto a uma especie guanto a um sorotipo. Por isso, em 1986, o 
Subcommittee on Enterobacteriaceae do International Committee on Systematic Bacteriology, no XIV International Congress on Microbiology, recomendou 
unanimemente gue a especie tipica do genera Salmonella tivesse seu nome alterado para S. enterica, um termo gue nao havia sido usado antes como variante 
sorologica. 514 Em 1987, Le Minor e Popoff 380 apresentaram uma proposta, na forma de "Pedido de Opiniao" a Judicial Commission do International Committee of 
Systematic Bacteriology de gue o genera Salmonella consista apenas em uma especie “Salmonella enterica", a gual inclua sete subespecies. S. Typhi, S. Typhimurium 
e S. Enteritidis seriam incluidas na especie S. enterica. Essa recomendagao foi adotada pelos CDC e muitos outros laboratorios. Contudo, depois de uma longa 
demora, a Judicial Commission negou o pedido com base no fato de gue a condigao de Salmonella sorotipo Typhi nao fora analisada adeguadamente na proposta de 
Le Minor e Popoff. 661,662 A preocupagao dos membros da comissao era gue, se S. enterica fosse adotada, entao Salmonella sorotipo Typhi poderia ser referida como S. 
enterica subespecie enterica sorotipo Typhi e poderia ser desconsiderada ou desprezada pelos medicos. 74 Por isso, a Judicial Commission determinou gue S. 
choleraesuis fosse conservada como especie tipica verdadeira, enguanto se aguardaria a corregao do pedido de opiniao. 661,662 Em 1987, Le Minor e Propoff 380 
tambem sugeriram gue os sete subgeneros Salmonella fossem referidos como subespecies (subespecies I, II, Ilia, lllb, IV, V e VI). Mais recentemente, Euzeby 211 
propos gue o genera Salmonella consista em tres especies denominadas 5. bongori, S. enterica e S. Typhi. Alem disso, esse autor sugeriu gue 5. enterica fosse dividida 
em seis subespecies: 5. enterica subespecie enterica, 5. enterica subespecie arizonae, 5. enterica subespecie diarizonae, S. enterica subespecie houtenae, S. enterica 
subespecie indica eS. enterica subespeae salamae. Na epoca em gueestelivroera escrito, a Judicial Commission ainda nao havia se manifestado sobre essa ultima 
proposta. 


► Nomenclatura de Salmonellae. A partir de 1966, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) comegou a nomear os sorotipos 
apenas da subespecie I e abandonou todos os nomes dos sorotipos existentes nas outras subespecies. Os CDC seguem essa 
pratica, usando nomes para os sorotipos da subespecie I e formulas antigenicas para os sorotipos inominados descritos depois 
de 1966 nas subespecies II, IV e VI e S. bongori. Quanto aos sorotipos nomeados, de modo a enfatizar que constituem especies 
separadas, o nome do sorotipo nao aparece em italico e a primeira letra e maiuscula. Na primeira citato de um sorotipo, o 
nome do genero e escrito seguido da palavra “sorotipo” ou pela abreviatura “sor.”, e, em seguida, aparece o nome do sorotipo 
(Salmonella sorotipo - ou sor. - Typhimurium). Nas citagoes seguintes, o nome pode ser escrito com o genero seguido 
diretamente do nome do sorotipo: Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium (Boxe 6.12). 74 

Na pratica cotidiana, as cepas desconhecidas isoladas de amostras clinicas, se bioquimicamente sugestivas das especies de 
Salmonella, sao confirmadas por meio de antissoros policlonais contendo anticorpos contra todos os subgrupos principais. As 
subcultures dos isolados confirmados sao encaminhadas aos laboratorios de saude publica, onde as design agues dos sorotipos 
(p. ex., S. sorotipo Typhimurium) sao realizadas com base nas reagoes sorologicas aos determinantes O e H. 


Boxe 6.11 


Classificacao das especies e subespecies de Salmonella 

Existem duas especies de Salmonella: 5. enterica (gue abrange seis subespecies) e 5. bongori 
S. enterica subespecie enterica (I): indui a maioria dos sorotipos 
5. enterica subespecie salamae (II) 

5. enterica subespecie arizonae (Ilia) 

5. enterica subespecie diarizonae (lllb) 

5. enterica subespecie houtenae (IV) 

5. enterica subespecie indica (VI) 

Salmonella bongori (antes conhecida como subespecie V) 


Tabela 6.12 Caracteristicas diferenciais das especies e subespecies de Salmonella. 


Especies 



S. enterica 



Subespecies 

1 enterica 

II salamae 

Ilia arizonae lllb diarizonae IV houtenae 

VI indica 

S. bongori 

Teste bioquimico 






Dulcitol 

+ 

+ 

- 

d 

+ 

ONPG (2 h) 

- 

- 

+ + - 

d 

+ 




Malonato 

- 

+ 

+ 

+ 

- - - 

Gelatinase 

- 

+ 

+ 

+ 

+ + - 

Sorbitol 

+ 

+ 

+ 

+ 

-/+ - + 

KCN 

- 

- 

- 

- 

+ - + 

d-tartarato 

+ 

- 

- 

- 

- 

Galacturonato 

- 

+ 

+ 

+ 

+ + + 

P-glicuronidase (MUG) 

d 

d 

~ 

+ 

d 

Mucato 

+ 

+ 

+ 

-(70%) 

- + + 

Salicina 

- 

- 

- 

- 

+ - - 

Lactose 

- 

- 

-(75%) 

+ (75%) 

d 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; d 
sorotipos. Modificada com base na referenda 212. 

= reagoes diferentes produzidas pelos diversos 


► Identificagao de Salmonella Typhi. Embora a maioria dos sorotipos de Salmonella nao possa ser diferenciada por reagoes 
bioquimicas, um deles (5. Typhi) apresenta caracteristicas bioquimicas singulares que lhe permitem ser diferenciado dos outros 
sorotipos. Antes de tudo, observa-se que as cepas de S. Typhi produzem apenas quantidades diminutas de sulfeto de 
hidrogenio, geralmente detectadas como uma cunha de precipitado negro com formato de lua crescente na interface entre a 
parte inclinada e o fundo do tubo por meio KIA ou TSI (Prancha 6.4 B). Alem disso, sabe-se que as cepas de S. Typhi sao 
bioquimicamente menos ativas que os sorotipos mais comuns e especificamente negativas nas seguintes reagoes: citrato de 
Simmon; ornitina-descarboxilase; gas a partir da glicose; fermentagao de dulcitol, arabinose e ramnose; e utilizagao de mucato 
e acetato. Consequentemente, os autores deste capitulo acreditam que a maioria dos laboratories clinicos tenha recursos para 
fazer um relato preliminar de .S’. Typhi ou sorotipos de Salmonella (exceto S. Typhi), enquanto o laboratorio aguarda a 
confirmagao do sorotipo especifico pelo laboratorio de saiide publica de sua localidade. 


Boxe6.12 


Nomendatura utilizada pelosCDC 4 
Posicao taxonomica 

Genera (, italico ) 

Especie {italico) 

Sorotipo (letra maiuscula sem italico) 


Nomendatura atual 

Salmonella 

enterica, inclusive as subespecies I, II, Ilia, lllb, IV e VI; e 5. bongori {antes conhecidacomo 
subespecie V) 

1. A primeira vez que um sorotipo e mencionado no texto, o nome deve ser precedido da palavra 
"sorotipo" ou "sor." 

2. Os sorotipos tem nomes proprios na subespecie I e sao designados pelas formulas antigenicas 
nas subespecies II, III, IV, VI e S. bongori (p. ex., Salmonella sorotipo [sor.] Typhimurium, 
Salmonella II 50:b:z 6 , Salmonella lllb 60:k:z) 

3. Os membros das subespecies II, IV, VI e S. bongori conservam seus nomes se tiverem sido 
nomeados antes de 1996 (p. ex., Salmonella sor. Marina [IV 48:g:z sl ]) 


► Incidencia e focos de salmonelose. Salmonelose e uma das causas principais de doenga enterica bacteriana dos seres 
humanos e dos animais (ver Quadro de corrclagoes clinicas 6.3). Anualmente, estima-se que ocorram 1,2 milhao de casos de 
salmonelose em seres humanos dos EUA, resultando em 23.000 intemagoes hospitalares e cerca de 450 mortes. 128 Cerca de 
35.000 desses casos sao sorotipados pelos laboratories de saude publica, e os resultados sao transmitidos eletronicamente aos 
CDC. As infecgSes humanas por Salmonella sao causadas mais comumente pela ingestao de alimentos, agua ou leite 
contaminado por excretas de animais ou seres humanos. As salmonelas sao os patogenos principais de animais como aves, 
gado, suinos, animais de estimagao, passaros, carneiros, focas, asnos, lagartos e serpentes, que sao fontes principais de 




salmonelose nao tifoide entre os seres humanos. Curiosamente, os seres humanos sao os unicos reservatorios conhecidos de .S’. 
Typhi. Embora a incidencia de febre tifoide tenha declinado nos paises desenvolvidos, ainda ocorrem surtos esporadicos. Nos 
EUA, cerca de 400 casos sao notificados anualmente. 99 Aproximadamente, 50% das epidemias de salmonelose sao resultantes 
de cames de aves contaminadas ou seus produtos. As salmonelas das fezes de galinaceos contaminant a superficie dos ovos ou 
o seu interior, penetrando atraves de rachaduras ntinusculas. Nos galinaceos com infecgao ovariana, as bacterias podem ter 
acesso a gema. O Egg Products Inspection Act, de 1970, exige a pasteurizagao de todos os produtos de massas com ovos e a 
inspegao supervisionada pelo governo federal de todas as rachaduras nas cascas dos ovos. 


Quadro de correlates clinicas 


6.3 


Infecgao pot Salmonella 


E possivel diferendar dnco tipos dinicos de infecgao por Salmonella : 596 (1) gastrenterite (apresenta^ao mais comum), que varia de diarreia branda a fulminante, 
acompanhada de febre baixa, nauseas e vomitos de intensidade variada; (2) bacteriemia ou septicemia sem sintomas gastrintestinais significativos (5. Choleraesuis 
e particularmente invasiva), caracterizada por picos de febre alta e hemoculturas positivas; (3) febre enterica possivelmente causada por qualquer sorotipo de 
Salmonella e geralmente evidenciada por febre e diarreia branda, exceto nos casos classicos de febre tifoide (5. Typhi), nos quais a doenga tern evolugao bimodal 
caracterizada por urn periodo inicial (com duragao de 1 a 2 semanas) de febre e constipagao intestinal - durante o qual as hemoculturas sao positivas e as 
coproculturas mantem-se negativas -, seguido por uma fase diarreica - durante a qual as hemoculturas negativam e as coproculturas positivam; (4) estado de 
portador, no qual individuos infectados no passado, especialmente por 5. Typhi, podem continuar a excretar a bacteria nas fezes por ate 1 ano depois da remissao 
dos sintomas; e (5) infecgoes focais (p. ex., osteomielite, meningite, abscesso cerebral, endocardite). Os relatos de cepas lactose-positivas de 5. sor. Virchow 
causando bacteriemia e meningite sao ate certo ponto preocupantes. 569 Embora a detecgao das cepas lactose-positivas no sangue ou no liquido cefalorraquidiano 
possa nao ser dificil, o isolamento dessas cepas nas fezes traria problemas para a maioria dos laboratorios, em vista da semelhanga de aspecto com outros coliformes 
lactose-positivos presentes nas amostras de fezes. 


No passado, S. Typhinturium era o sorotipo relatado mais frequentemente, representando pouco mais de 20% de todas as 
cepas isoladas e notificadas aos CDC anualmente. Em 2001, os tres sorotipos de Salmonella mais comuns foram: Typhimurium 
(22%), Enteritidis (18%) e Newport (10%), que somavam 50% de todas as cepas isoladas. O maior de todos os surtos de 
salmonelose proveniente de uma unica fonte na historia dos EUA (16.000 casos confirmados por cultura, com dados 
epidemiologicos sugestivos de que, na verdade, foram infectadas 150.000 a 200.000 pessoas) ocorreu em 1985, em Illinois e 
estados vizinhos; tal surto foi atribuido a uma valvula defeituosa de uma importante empresa comercial fornecedora de leite. 104 
A partir de 1990, ocorreram varios surtos de S. Enteritidis nos EUA, associados as cascas de ovos. 105,107,109,117 Algumas 
estimativas calculam que 0,01% de todas as cascas de ovos contenham S. Enteritidis. Por isso, os alimentos contendo ovos crus 
ou malcozidos (p. ex., gemadas ou sorvetes caseiros, molho holandes, molho de salada Caesar, maionese caseira e omeletes 
moles) acarretam risco minimo de infecgao por S. Enteritidis. 107,109 Em 1994, um surto de infecgao por S. Enteritidis foi 
relacionado a uma marca de sorvetes distribuidos em todo o territorio dos EUA. Casos da doenga foram confirmados em 41 
estados e estimou-se que mais de 200.000 pessoas tenham adoecido. 110 A incidencia da doenga causada por S. Enteritidis e o 
numero desses surtos ocorridos nos EUA diminuiram em quase 50% entre o inicio da decada de 1990 e o ano de 1999. 510 De 
maneira a enfrentar o desafio de reduzir ainda mais a incidencia dessas infecgdes, o President’s Council on Food Safety 
anunciou, em 10 de dezembro de 1999, um piano de agao para seguranga dos ovos, com as metas de reduzir a metade a 
incidencia das doengas causadas por S. Enteritidis ate 2005 e erradicar por completo ate 2010. 540 Esses surtos servem como 
alerta constante de que a tecnologia moderna nem sempre consegue proteger os seres humanos dos efeitos devastadores das 
doengas infecciosas, que podem ocorrer em epidemias explosivas generalizadas. 

A salmonelose tambem foi associada ao contato direto ou indireto com repteis (i. e., lagartos, serpentes e tartarugas). Os 
repteis sao comumente colonizados por Salmonella e disseminam intermitentemente esses microrganismos nas fezes. 116 No 
inicio da decada de 1970, as tartarugas domesticas miniatura eram uma fonte importante de infecgao por Salmonella nos EUA. 
Em 1975, a FDA (Food and Drug Administration) dos EUA proibiu distribuigao e venda das tartaruguinhas, resultando na 
prevengao de 100.000 casos de salmonelose anualmente. 150 Entretanto, a popularidade de iguanas e outros repteis que podem 
transmitir infecgdes aos seres humanos resultou no aumento da incidencia das salmoneloses causadas por sorotipos associados 
aos repteis. 1 111 124 Hoje em dia, existem evidencias crescentes de que os anfibios (p. ex., ras, sapos, lagartixas e salamandras) 
tambem possam acarretar riscos de salmonelose humana. 430 Em geral, estima-se que os contatos com repteis e anfibios sejam 
responsaveis por 74.000 casos (6%) de salmonelose anualmente nos EUA. 4,0 Como as criangas pequenas estao mais sujeitas a 
salmonelose transmitida por repteis e anfibios e podem ter complicagoes potencialmente graves (p. ex., septicemia e 
meningite), e especialmente importante reduzir a exposigao dos lactentes ou das criangas com menos de 5 anos aos repteis. Por 
isso, repteis e anfibios devem ser mantidos fora das residences que tenham criangas com idade < 5 anos ou pacientes 
imunossuprimidos e nao devem ser permitidos nas creches. 124 Veja uma revisao recente sobre surtos de Salmonella em 
http://www.cdc.gov/salmonella/outbreaks.html. 

► Tratamento antibiotico e desenvolvimento de salmonelas multidrogarresistentes. Em geral, as infecgdes gastrintestinais por 
Salmonella regridem em 5 a 7 dias, e a maioria nao precisa de tratamento alem de liquidos orais. Os pacientes com diarreia 
podem necessitar de reidratagao com liquidos intravenosos. O tratamento antibiotico pode prolongar a duragao da excregao de 




Salmonella nao tifoide, e e recomendado apenas para pacientes em estado grave (p. ex., diarreia profusa, febre alta, infecgao da 
corrente sanguinea ou necessidade de intemagao hospitalar), risco de doenga grave ou complicagdes, inclusive lactentes, idosos 
(mais de 65 anos) e individuos imunossuprimidos. Entre as op95es de tratamento antibiotico das infec95es graves estao 
fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geragao e ampicilina (para as infec95es por cepas sensiveis). 129 

Durante a decada de 1990, surgiu em todo o territorio dos EUA uma cepa de .S’. Typhimurium multidrogarresistente 
(MDR), tipo defmitivo 104 (DTI04; do ingles, definitive type 104), que se mostra resistente a 5 antibioticos (ampicilina, 
cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina). 257 Em um estudo nacional realizado pelos CDC em 2000, 50% 
das cepas de S. Typhimurium isoladas eram resistentes a um ou mais antibioticos, e 28% apresentavam o padrao de resistencia 
a 5 antibioticos tipico do fago DTI04. 99 Do mesmo modo, a partir de 1998, S. Newport tornou-se um patogeno MDR 
importante. 273 Em 2013, os CDC relataram que cerca de 3% das salmonelas nao tifoides eram resistentes a ceftriaxona e outros 
3% tinham algum grau de resistencia ao ciprofloxacino. Cinco por cento das salmonelas nao tifoides testadas pelos CDC eram 
resistentes a cinco ou mais antibioticos. 129 

► Infecgoes causadas por Salmonella enterica subespecie arizonae. S. enterica subesp. arizonae assemelha-se antigenica, 
clinica e epidemiologicamente as salmonelas. Essa bacteria foi isolada inicialmente em 1939 de repteis doentes do Arizona e 
foi descrita primeiramente como “ Salmonella sp. tipo Dar-es-Salam, variedade do Arizona”. 8 ' Mais tarde, essa bacteria foi 
diferenciada das salmonelas e colocada em um genero novo Arizona, com uma unica especie A. hinshawii. Contudo, em 1983, 
ela foi novamente classificada como um sorotipo do genero Salmonella com base nos estudos de homologia do DNA. Embora 
a maioria dos sorotipos de Salmonella nao possa ser diferenciada por rea 9 des bioquimicas, S. enterica subesp. arizonae pode 
ser facilmente diferenciada por ter reagao positiva ao malonato e negativa ao dulcitol. Alem disso, algumas cepas fermentam 
lactose e todas sao ONPG-positivas. Como consequencia dessas rea95es bioquimicas singulares, e possivel definir 
corretamente a designagao de um sorotipo por meio da maioria dos sistemas de identiflcagao disponiveis no mercado. Ver 
significado clinico no Quadro de correlagoes clinicas 6.4. 

► Metodos novos de isolamento e caracterizagao de Salmonellae. Alem dos meios classicos descritos antes (ver Tabelas 6.1 a 
6.3), pesquisadores descreveram meios novos para facilitar o isolamento dos sorotipos de Salmonella a partir dos especimes de 
fezes. 

► Meios seletivos e diferenciais. Incluem os seguintes: agar de novobiocina-verde brilhante-glicose (NBG; do ingles, 
novobiocin-brilliant green-glucose) , 181 agar de novobiocina-verde brilhante-glicerol-lactose (NBGL; do ingles, novobiocin- 
brilliant green-glycerol-lactose) , 533,568 meio de xilose-lisina-Tergitol 4 (XLT4) 4411 e meio de Rappaport Vassiliadis semissolido 
modificado (MSRV; do ingles, modified semisolid Rappaport Vassiliadis). As formulas e as propriedades diferenciais 
desses meios estao descritas na Tabela 6.13. 

► Meios cromogenicos. Os substratos enzimaticos cromogenicos sao compostos que atuam como substratos para enzimas 
especificas e mudam de cor em consequencia da agao da enzima sobre o substrato cromogenico (Figura 6.6). O primeiro meio 
desse tipo foi o agar de Rambach, que utiliza um substrato cromogenico para P-galactosidase (X-Gal, 5-bromo-4-cloro-3- 
indolil-P-D-galactopiranosidio) em combinagao com propilenoglicol, fermentado pelos sorotipos de Salmonella para formar 
acido. 548 O agar de Rambach e altamente especifico; contudo, nao detecta S. Typhi e S. Paratyphi A. 195,196,526 O agar SM-ID e 
semelhante ao de Rambach, com excegao de que inclui dois substratos cromogenicos (X-Gal para P-galactosidase e X-GLU 
para P-glicosidase). O meio SM-ID detecta os sorotipos Typhi e Paratyphi a. 195,196,444,515,526,568 O meio cromogenico para 
Salmonella (SCM; Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) content dois substratos cromogenicos. O primeiro e o Magenta-cap® (5- 
bromo-6-cloro-3-indolilcaprilato), hidrolisado pelos sorotipos de Salmonella e formador de colonias de cor magenta. O 
segundo substrato e o X-Gal, que estimula os microrganismos produtores de P-D-galactosidase a formar colonias azuis. Outras 
bacterias que nao utilizam os cromogenos formam colonias incolores. 97 O meio ABC (meio aP-cromogenico) utiliza dois 
substratos cromogenicos. O primeiro deles, 3,4-ciclo-hexenoesculetina-P-D-galactosidio (CHE-GAL), e usado para detectar 
microrganismos que produzem P-galactosidase e formam colonias pretas em presenga de ferro. O segundo substrato, 5-bromo- 
4-cloro-3-indolil-a-D-galactopiranosidio (X-a-Gal), e hidrolisado pelos sorotipos de Salmonella, que formam colonias 
verdes. 472,515,517 Mais tarde, Perry et al. modificaram o meio ABC com o acrescimo de alafosfalina (acido L-alanil-1- 
aminoetilfosfonico) - um substrato “suicida” -, que facilita o isolamento de Salmonella spp. inibindo o crescimento de grande 
variedade de bacterias gram-negativas. 518 O agar COMPASS® Salmonella (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) utiliza dois 
substratos cromogenicos: 5-bromo-6-cloro-3-indolil-caprilato, que detecta atividade de esterase nos sorotipos de Salmonella e 
forma colonias de cor magenta; e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-glicopiranosidio, que detecta atividade de P-glicosidase de 
Enterobacteriaceae e forma colonias azuis. 515 O meio CHROMagar® Salmonella (CHROMagar Microbiology, Paris, Franga; 
tambem comercializado pela BD com o nome BBL CHROMagar® Salmonella, BD Diagnostics, Sparks, MD) e um meio 
cromogenico seletivo mais recente, que utiliza uma mistura cromogenica (substratos patenteados) capaz de detectar atividade 
de esterase nos sorotipos de Salmonella e atividade de P-galactosidase das outras Enterobacteriaceae. 203,244,407,515 A Tabela 6.13 
descreve as formulas, os principios e as interpretagoes dos agares cromogenicos. Fotografias das colonias em crescimento no 
CHROMagar® podem ser encontradas na Prancha 6.5 E a H. 


Quadro de correlates ch'nicas 


6 .. 


Salmonella arizonae 


Os repteis (especialmente serpentes) sao os reservatorios naturais principals de 5. arizonae, mas seres humanos, aves domesticas e outros animais tambem 
contraem a doen^a causada por essa bacteria. A infeqao de seres humanos deveria suscitar investigates quanto a uma possivel ligato com repteis e tambem 
produtos a base de carnes de aves e ovos. Varios pesquisadores descreveram infec^oes por 5. arizonae em pacientes com cancer e HIV-positivos depois da ingestao 
de capsulas com po de serpente usadas como remedio caseiro. 28,102,216,658 Tambem existe o relato de urn caso fatal de gastrenterite por 5. arizonae em uma crian^a 
com microcefalia nascida em uma familia de encantadores de serpente de Nova Deli, India. 409 

0 espectro ch'nico da doen^a varia de gastrenterite benigna aos casos de febre enterica e septicemia com infec^ao localizada, sendo semelhante ao causado por 
outros sorotipos de Salmonella. Keren etal. relataram que a gastrenterite pode ocorrer em qualquer faixa etaria e caracteriza-se por dor abdominal espasmodica, 
diarreia (comumente liquida), nauseas, vomitos e febre baixa. 344 Em geral, a diarreia e autolimitada e estende-se por 1 a 5 dias. A septicemia pode ocorrer em 
seguida, mas tambem foi relatada nos pacientes que nao tiveram gastrenterite. As infec^oes localizadas de diversos orgaos, como cerebro, ossos, figado, pulmoes, 
articulates e vesicula biliar, tambem sao provaveis, embora nem sempre sejam comprovadas depois da bacteriemia. Existem casos bem-documentados de 
osteomielite causada por essa bacteria. 344 A prevalence das infectes causadas por 5. arizonae provavelmente e subestimada porque os sintomas gastrintestinais 
geralmente sao brandos. Contudo, esse patogeno deve ser considerado no diagnostico diferencial dos pacientes com sepse e gastrenterite grave que apresentem 
historia de contato com repteis, especialmente serpentes. Os individuos devem ser desestimulados a ter repteis em casa, especialmente nas residences em que 
vivem criangas com menos de 5 anos de idade. 409 


Tabela 6.13 Meios novos para isolar sorotipos de Salmonella de fezes. 


Meio 


Formula 


Principio e Interpretacao 


Agar de novobiocina-verde 
brilhante-glicose (NBG) 


Agar de novobiocina-verde 
brilhante—glicerol—lactose 
(NBGL) 


AgardeRambach 


Agar trfptico de soja, 40 g 

Citratodeferroamoniacal, 1,5 g 

Tiossulfato sodico penta-hidratado, 5 g 

Vermelho defenol (sal de sodio), 80 g 

Glicose, 1 g 

Verde brilhante, 7 mg 

Novobiocina, 10 mg 

Agua destilada q.s.p. 1 ^ 

pH final de 7,3 

Agar trfptico de soja, 40 g 

Citratodeferroamoniacal, 1,5 g 

Tiossulfato de sodio, 5 g 

Lactose, 10 g 

Glicerol, 10 ml 

Verde brilhante, 7 mg 

Novobiocina, 10 mg 

Agua destilada q.s.p. 1 1 

Propilenoglicol, 10 g 

Peptona, 5 g 

Extrato de levedura, 2g 

Desoxicolato de sodio, 1 g 

Vermelho neutro, 0,03 g 

5-Bromo-4-cloro-3-indolil-(3-D-galactopiranosidio, 0,1 g 


As colonias d e Salmonella parecem lisas e continuas, com centres 
nudeados grandes e intensamente pretos em razao da 
formato de H 2 S. Alem disso, ao redor de cada colonia, ha 
uma colorato avermelhada e uma zona visivel mais dara. 
0s coliformes sao inibidos ou nao conseguem formar 
colonias com centro preto. Algumas cepas de Citrobacter 
freundii formam colonias indistinguiveis das especies de 
Salmonella 


A detecto das especies de Salmonella esta baseada na formato 
de H 2 S, que resulta em colonias pretas. A produto de H 2 S 
em quantidade suficiente e conseguida apenas pelas 
colonias que nao produzem acido a partir do glicerol ou da 
lactose, porque o pH baixo interfere na formato de H 2 S. 

Isso resulta na formato de colonias incolores com a maioria 
das especies de Proteus e Citrobacter 


Detecta a capacidade que as especies de Salmonella tern de 
metabolizar o propilenoglicol. As colonias suspeitas nesse 
meio geralmente tern colorato vermelho-vivo. Content 
quantidade moderada de sais biliares para inibir os 
coliformes 





Agar de SM-ID 


Meio de Rappaport-Vassiliadis 
semissolido modificado 
(MSRV) 


Xilose—Lisina—Tergitol 4 (XLT4) 


Agar, 15 g 

Agua destilada q.s.p. 1 ^ 

Extrato de came, 3 g 

Bio-Polytone’, 6 g 

Extrato de levedura, 2g 

Sais biliares, 4 g 

Vermelho neutro, 0,025 g 

Solu^ao-tampao TRIS, 0,65 g 

Vermelho brilhante, 0,3 mg 

Substratocromogenico 1 (galactopiranosidio), 0,17 g 

Glicuronato de sodio, 12 g 

Substrato cromogenico 2 (glicopiranosidio), 0,026 g 
Sorbitol, 8 g 
Agar, 3,5 g 

Agua destilada q.s.p. 1 i 
pH final de 7,6+ 0,2 
Triptose, 4,59 g 

Caseina hidrolisada com acido, 4,59 g 
Cloreto de sodio, 7,34 g 
Fosfato di-hidrogenado de potassio, 1,47 g 
Cloreto de magnesio (anidro), 10,93 g 
Oxalato de verde malaquita, 0,037 g 
Agar, 2,7 g 

Agua destilada q.s.p. 1 i 

Novobiocina (solugao a 2%) acrescentada depois da esteriliza^ao, 
1 mi 

pH final de 5,2+ 0,2 

Bacto proteose peptona n 2 3,1,6 g 

Bacto' extrato de levedura, 3,0 g 

L-lisina, 5,0 g 

Bacto’xilose, 3,75 g 

Bacto'lactose, 7,5 g 

Bacto' sacarose, 7,5 g 

Citrato deferro amoniacal, 0,8 g 

Tiossulfato de sodio, 6,8 g 

Cloreto de sodio, 5 g 


A detec^ao das especies de Salmonella esta baseada na produ^ao 
de acido a partir do glicuronato e na ausencia de (3- 
galactosidase. 0ssorotiposde5a/mo/je//aproduzem 
colonias roseo-avermelhadas (algumas vezes com borda 
incolor), enquanto os coliformes tern outras cores (verde, 
azul ou violeta) quando positivos para Pgalactosidase, ou 
se mantem incolores. Contem quantidade moderada de sais 
biliares para inibir os coliformes 


Baseado no fenomeno de dispersao das bacterias moveis 
(Salmonella spp. e outras) em concentrates baixas de agar. 
Depois da incuba^ao, as placas sao examinadas para 
detectar bacterias moveis, que aparecem como urn halo de 
crescimento espalhando-se a partir do ponto de inoculagao 
original. As subculturas sao retiradas da borda da migra^o 
para verificar a pureza e realizar outros testes bioquimicos e 
sorologicos. Os coliformes sao inibidos por uma combinato 
de pressao osmotica elevada, verde malaquita e incuba^o a 
41°a 43°C 


Esse e urn meio altamente seletivo, que substitui o desoxicolato 
de sodio presente no agar de XLD pelo surfactante anionico 
Tergitol 4.0 agar XLT4 inibe completamente o crescimento 
de todas as bacterias gram-positivas e fungos e inibe 
intensa ou totalmente o crescimento de varias bacterias 
gram-negativas, inclusive Proteus, Providencia e 
Pseudomonas. Alem disso, as especies de Citrobacter sao ate 
certo ponto inibidas e rarissimamente formam colonias com 
centros pretos depois da incubagao durante a noite. As 
colonias de Salmonella (H 2 S-positivas) parecem pretas ou 
com centra preto e periferia amarela depois da incuba^o 
por 18 a 24 h. Depois da incuba^ao mais longa, as colonias 


Meio ABC modificado (meio 
ab-cromogenicocom 
alafostalina) 


Bacto'agar, 18 g 

Bacto' vermelho fenol, 0,08 g 

Agua destilada q.s.p. 1 ^ 

pH final de 7,4+ 0,2 

Agar bacteriologico, 10 g 

L-arginina, 0,1 g 

Acido L-aspartico, 0,1 g 

L-cisteina, 0,005 g 

Glicina, 0,1 g 

L-histidina, 0,1 g 

L-isoleucina, 0,1 g 

L-leucina, 0,1 g 

L-lisina, 0,1 g 

L-metionina, 0,005 g 

L-fenilalanina, 0,1 g 

L-prolina, 0,1 g 

L-serina, 0,1 g 

L-treonina, 0,1 g 

L-triptofano, 0,1 g 

L-tirosina, 0,1 g 

L-valina, 0,1 g 

Guanina, 0,01 g 

Uracila, 0,01 g 

Citosina, 0,01 g 

Adenina, 0,01 g 

Citrato de sodio, 6,5 g 

Sulfato de magnesio, 0,1 g 

Sulfato deamonio, 1 g 

Extrato de levedura, 0,1 g 

Fosfato de hidrogenio dipotassico, 7 g 

Fosfato de hidrogenio potassico, 2 g 

Mistura cromogenica: 

Citrato deferro amoniacal, 0,5 g 
X-a-Gal, 0,08 g 
CHE-Gal, 0,3 g 


tornam-se totalmente pretas ou de cor rasa a vermelho com 
centros pretos. As cepas raras de Salmonella gue nao 
produzem H 2 S formam colonias de cor lilas a lilas- 
amarelado, gue podem ser diferenciadas das colonias 
amarelo-brilhantes das outras bacterias, exceto Salmonella 

Salmonella formam colonias azuis, enguanto as outras 

Enterobacteriaceae produzem colonias pretas. A alafosfalina 
e captada pelas bacterias, de diferentes vias, por meio de 
uma permease estereoespecifica, e pode ser clivada no meio 
intracelular por uma aminopeptidase em fosfalina. Esse 
composto liberado interfere no metabolismo bacteriano por 
interagir com a enzima alanina-racemase, responsavel pela 
produ^ao de d-alanina (d-ALA). Essa interagao pode resultar 
na inibigao do crescimento 518 


IPTG, 0,03 g 


Agua destilada q.s.p. 1 ^ 

Ingredientes acrescentados depois da esterilizagao: 
Desoxicolato de sodio, 0,5 g 


Faixa de concentragao final de alafosfalina no agar de 32 a 0,125 
mg It (Perry eta/.) 518 


BBL CHROMagar Salmonella 
(vendido pela BDsob 
licen^a da CHROMagar, 
Paris, Franca) 


Cromopeptona, 22,0 g 
Mistura cromogenica, 0,34 g 
Agentes inibitorios, 0,02 g 
Agar, 15,0 g 

Agua destilada q.s.p 1 1 


Os sorotiposdeSa/mone/faformam colonias rosa-daro ou rosa- 
brilhante. Citrobacter freundii e outros coliformes formam 
colonias verde-azuladas ou azul-esverdeadas. Alguns 
microrganismos que nao hidrolisam nenhum dos compostos 
cromogenicos podem formar colonias incolores (Prancha 6.5 
EaH) 


Observagao: Rambach, XLT4, MSRV, NBG e NBGL nao sao apropriados para isolar Salmonella sorotipo Typhi. 


Reaqjao cromogenica 


Cromogeno 


CH 2 OH i 
-o O 
OH > 


OH 

Substrato 

cromogenico 



Substrato cromogenico clivado por 
enzima bacteriana especifica 


Enzima 

especifica 



Cromoforo livre depois 
da rearpao enzimatica 


Os substratos cromoforos sao oxidados 
e produzem uma cor insoluvel 


■ FIGURA 6.6 Reagao cromogenica: substratos artificials (cromogenos) liberam compostos de diversas cores quando sao degradados 
por enzimas bacterianas especificas. 

► Avaliagoes. Em um estudo realizado por Ruiz et al' comparando cinco meios de cultura para isolamento de Salmonella, o 
meio NBGL apresentou sensibilidade (78,4%) e valor preditivo positivo (61%) mais altos no isolamento direto dessa bacteria 
nas fezes. Esses autores recomendaram o uso do meio de SM-ID para isolar S. Typhi, que nao e detectada pelo agar de NGBL. 
Monnery et al. demonstraram que os agares de SM-ID e Rambach eram consideravelmente mais especificos que os agares SS 
e Hektoen 1 . 14 Dusch e Altwegg compararam seis meios (agar HE, agar de Rambach, meio de SM-ID, agar XLT4, agar de 
NBGL e meio de MSRV) e concluiram que esse ultimo foi o meio testado mais sensivel para isolar salmonelas nao tifoides das 
fezes; contudo, tais autores observaram que a natureza semissolida desse meio era uma desvantagem, porque requer manuseio 
cuidadoso no laboratorio. Os autores assinalaram que o agar XLT4 teve sensibilidade comparavel a do agar HE e 
especificidade de quase 100%, podendo ser considerado uma alternativa para o isolamento de salmonelas das fezes. 196 Perez et 
al. 515 compararam quatro meios cromogenicos (meio ABC, agar COMPASS 8 Salmonella, agar CHROMagar 8 Salmonella e 
agar de SM-ID) com o agar Hektoen 8 convencional em 916 amostras de fezes de pacientes internados em tres hospitais. 
Depois de 48 horas de incubagao, a sensibilidade antes e depois do enriquecimento em caldo de selenito foi respectivamente de 
62,5 e 89,1% com o meio ABC; 77,1 e 93,8% com o agar COMPASS®; 66,7 e 89,1% com o CHROMagar®; 68,8 e 85,9% com 
o agar de SM-ID; e 85,4 e 98,4% com o agar Hektoen®. Sem enriquecimento e depois de 24 horas de incubagao, cerca de 45,8 
a 62,5% de todos os inoculos de Salmonella foram detectados, dependendo do meio utilizado. O agar Hektoen 8 foi 
significativamente mais sensivel que os outros quatro meios cromogenicos, enquanto as sensibilidades dos quatro meios 
cromogenicos nao foram expressivamente diferentes entre si. Com enriquecimento e um periodo de incubagao de 48 horas, o 
agar Hektoen® tambem teve sensibilidade mais alta (98,4%), enquanto as sensibilidades de COMPASS®, ABC, CHROMagar® 
e SM-ID foram, respectivamente, 93,8, 89,1, 89,1 e 85,9%. 515 

► Outros metodos de detecgao rapida. O teste do 4-metil-umbeliferilcaprilato (ou teste MUCAP®; Biolife, Milao, Italia) e um 
teste de fluorescencia para identificagao rapida das cepas de Salmonella diretamente a partir das placas de agar. O teste 
consiste em um ester com 8 atomos de carbono conjugado a metilumbeliferona (MEU). Esse substrato interage com a esterase 
C8 de Salmonella e resulta na liberagao de umbeliferona, que emite fluorescencia forte a 365 nm. O teste e realizado 











aplicando-se uma gota do reagente diretamente nas colonias suspeitas da superficie do agar e, em seguida, observando-se o 
aparecimento de fluorescencia azul na colonia examinada sob lampada de Wood em 5 minutos. Varios estudos demonstraram 
que esse teste tem sensibilidade e especificidade de quase 100% para detectar cepas de Salmonella e oferece um adjuvante util 
e rapido a caracterizagao bioquimica rotineira dessas bacterias. 12,493,570,571 O Oxoid Biochemical Identification System 
(O.B.I.S.®) Salmonella Test (da empresa Oxoid) e um teste colorimetrico rapido em mancha para determinar se ha atividades 
de piroglutamilaminopeptidase (PYRase) e nitrofenilalanina-desaminase (NPA). Nesse teste, retira-se uma amostra da colonia 
em crescimento na placa de agar, que entao e aplicada nas areas de testagem para PYR e NPA de um cartao. Uma gota da 
solugao-tampao e acrescentada nas duas areas de teste e, depois de 5 minutos, uma gota da solugao reveladora de PYR e 
acrescentada a area respectiva e outra gota da solugao reveladora de NPA e colocada na area de teste para NPA. A area de 
PYRase do cartao de teste e impregnada com acido L-piroglutamico-7-amino-4-metilcoumarina (7AMC). A hidrolise 
enzimatica do substrato produz uma coloragao roxa depois do acrescimo da solugao reveladora de PYR 
(dimetilaminocinamaldeido). A area de NPA do cartao de teste e impregnada com nitrofenilalanina. A desaminagao do 
reagente e demonstrada por uma coloragao castanho-alaranjada quando se acrescenta a solugao reveladora de NPA (hidroxido 
de sodio 0,25 M). A inexistencia de atividades de PYRase e NPA nas especies de Salmonella pode ser usada para diferencia-las 
das especies de Citrobacter, que demonstra atividade de PYRase, 1 -’ 1 -’ 07 - 44S assim como das especies de Proteus, Morganella e 
Providencia, que apresentam atividade de NPA. 

► Metodos de detecgao molecular. Os metodos moleculares realizados diretamente nas amostras de fezes recolhidas em meios 
de transporte fecais podem aumentar sensibilidade e especificidade da detecgao de salmonelas e outros patogenos entericos, em 
comparagao com a coproculturas. 271,497,527 Varios ensaios de reagao da cadeia de polimerase (PCR) em tempo real foram 
avaliados e considerados confiaveis para detectar patogenos entericos em concentragoes de 1 a 2 log l0 menores que as 
necessarias para a detecgao por cultura. 19,80,159,391,392 

Tambem foram introduzidas tecnicas novas, que futuramente poderao alterar de modo significativo a identificagao das 
especies de Salmonella, tanto no laboratorio clinico quanto nos estudos epidemiologicos de campo. Como exemplo de 
aplicagoes novas, Olsvik et a/. 494 estudaram a transmissao das cepas de S. Typhimurium do gado infectado de quatro rebanhos 
diferentes da Noruega aos trabalhadores das fazendas, demonstrando perfis identicos de plasmidios cripticos para as diversas 
cepas isoladas utilizando tecnicas de digestao por endonuclease de restrigao. Como esses autores enfatizaram, as tecnicas 
convencionais de sorotipagem e biotipagem comumente nao tem especificidade suficiente para determinar conclusivamente 
que dois ou mais isolados de fontes diferentes sao realmente identicos. A espectrometria de massa com celulas intactas, 
baseada na tecnica MALDI-TOF ( time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz; do ingles, matrix-assisted laser 
desorption/ionization time offlight), tem sido usada para identificar salmonelas nos niveis de especies e subespecies, 18 ' bem 
como para a diferenciagao rapida entre S. Typhi e outros sorotipos de Salmonella, quando realizada em isolados obtidos de 
hemoculturas. 369 Futuramente, tecnicas como a MALDI-TOF, a analise por endonuclease de restrigao ou as sondas geneticas 
tornarao as atividades diagnosticas e epidemiologicas em microbiologia muito mais exatas. Essas tecnicas estao descritas com 
mais detalhes no Capitulo 4. 

Tribo Citrobactereae. Citrobactereae compdem um unico genero - Citrobacter - com 11 especies. 

Genero Citrobacter. O genero Citrobacter e a especie C.freundii foram assim designados em 1932 por Werkman e Gillen. 
Em 1970, Frederiksen descreveu uma segunda especie, que ele denominou C. koseri. No ano seguinte, Young et al. 
propuseram o nome Levinea malonatica para descrever um grupo semelhante de microrganismos e, em 1972, Ewing e Davis 
descreveram Citrobacter diversus. Frederiksen examinou todas as tres cepas e descobriu que elas eram fenotipicamente 
semelhantes, razao pela qual sugeriu que o nome C. koseri fosse restaurado como nome valido para esse taxon. ' Em 1993, 
Brenner et al., utilizando estudos de semelhanga do DNA, demonstraram que os microrganismos identificados como C. 
freundii consistiam em um grupo heterogeneo representative de varias especies. 67 Esse estudo resultou no estabelecimento de 
11 especies genomicas (genomoespecies) dentro do genero Citrobacter, como se pode observar na Tabela 6.14. 

ATabela 6.6 descreve as caracteristicas sugestivas de que uma bacteria isolada possa pertencer ao genero Citrobacter. As 
caracteristicas fundamentals que diferenciam C.freundii e outros Citrobactereae H 2 S-positivos das salmonelas sao crescimento 
em KCN (os sorotipos de Salmonella sao negativos), inexistencia de atividade de lisina-descarboxilase (os sorotipos de 
Salmonella sao positivos) e a hidrolise de ONPG (os sorotipos de Salmonella sao negativos). A Tabela 6.15 descreve a 
diferenciagao bioquimica das especies de Citrobacter. Com excegao de C. koseri, todas as genomoespecies isoladas de seres 
humanos foram recuperadas das fezes. 67 Farmer et al . 120 revisaram as cepas encaminhadas aos CDC e citaram C. freundii como 
causa possivel de diarreia (embora a maioria das cepas isoladas das fezes nao estivesse aparentemente associada a alguma 
doenga) e de casos isolados de infecgSes extraintestinais. Alem disso, esses autores citaram uma associagao potencial de C. 
koseri com surtos de meningite e abscessos cerebrais dos recem-nascidos, e relataram o isolamento de C. amalonaticus de 
algumas hemoculturas. Janda et al., do Microbial Diseases Laboratory, localizado em Berkeley, California, relataram que C. 
freundii foi a especie mais comumente identificada em todas as areas do corpo, com excegao das fezes. Nas amostras 
gastrintestinais, essa bacteria ocupava o quarto lugar, atras apenas de C. youngae, C. braakii e C. werkmanii . 324 C. freundii 


(complexo) foi referido como causa de doenga gastrintestinal associada ao queijo Brie importado." e outros autores tambem 
descreveram uma cepa de C.freundii com antigeno de E. coli 0157. 4,1 C. koseri tem sido isolado mais comumente de urina e 
amostras das vias respiratorias. 291,400 Essa bacteria tambem tem sido relatada com frequencia crescente como causa de casos 
esporadicos e epidemicos de meningite dos recem-nascidos e lactentes pequenos. 261,358,359,506,649 Abscessos cerebrais sao 
detectados em 75% dos lactentes com meningite por C. koseri - taxa de prevalencia muito acima da relatada com outras 
bacterias que causam meningite. 262,358 Um tergo dos lactentes com meningite por C. koseri morre e no minimo 75% dos 
sobreviventes tem sequelas neurologicas. 262 Outros estudos confirmam a tendencia demonstrada por C. koseri de causar 
meningite e abscessos cerebrais, especialmente quando associado ao bacilo gram-negativo enterico Prevotella 
melaninogenica. 2i ] 60,384 No Medical Center da University of Illinois, C. sedlakii foi isolado do sangue e do liquido 
cefalorraquidiano de um lactente prematuro com 5 dias de vida que apresentava sepse, meningite e um abscesso cerebral. A 
crianga foi tratada com ampicilina, piperacilina e cefotaxima. No 14 2 dia, o lactente estava clinicamente estavel e o tratamento 
foi alterado para cefotaxima intravenosa e cotrimoxazol oral. A crianga recebeu alta depois de 8 semanas e passou por mais 2 
semanas de tratamento com cotrimoxazol oral em casa. Com a idade de 5 meses e meio, a tomografia computadorizada do 
cerebro demonstrou regressao de todas as cavidades dos abscessos. Outras cepas de C. sedlakii foram isoladas da urina e de um 
enxerto arteriovenoso infectado na University of Illinois. Das 13 cepas de C. braakii identificadas no Medical Center dessa 
universidade, cinco foram isolados da urina, quatro do liquido peritoneal, uma de uma ferida abdominal, duas de amostras 
endotraqueais e uma de uma amostra bronquica. Na University of Illinois, as cepas de C. farmeri foram isoladas de fezes, 
urina, tecidos da parede abdominal e humor aquoso. Bruckner et al. relataram um caso de bacteriemia por C. farmeri em uma 
crianga com sindrome do intestino curto que desenvolveu um episodio de sepse pouco depois de iniciar a infusao de nutrigao 
parenteral total (NPT). ' Apenas tres cepas de C. gillenii foram isoladas na University of Illinois a partir de tres amostras 
diferentes: urina, liquido peritoneal e ponta de um cateter venoso central. A maioria das cepas de C. youngae foi isolada da 
urina. C. rodentium foi isolado apenas dos roedores e, nos camundongos de laboratorio, causa uma doenga conhecida como 
hiperplasia colonica murina transmissfvel. 


Tabela 6.14 Especies antigas e atuais do genera Citrobacter. 


Designagao antiga da especie 

Genomoespecies 

Especies atuais 

Complexo C. freundii 

1 

C.freundii 


5 

C. youngae 


6 

C. braakii 


7 

C. werkmanii 


8 

C. sedlakii 


9 

C. rodentium 


10 

C. gillenii 


11 

C. murliniae 

C. diversus 

2 

C. koseri 

C. amalonaticus 

3 

C. amalonaticus 

C. amalonaticus, biogrupo 1 

4 

C. farmeri 


Tabela 6.15 Diferenciagao das especies do genera Citrobacter, a 


Teste 





Citrobacter 





bioquimico 

koseri 

werkmanii 

sedlakii rodentium 

gillenii 

amalonaticus 

farmeri 

braakii 

freundii 

murliniae youngae 

Adonitol 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Malonato 

+ 

+ 

+ + 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Ornitina 

+ 

- 

+ + 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Melibiose 

- 

- 

+ 

V (67) 

- 

+ 

V (78) 

+ 

V (33) 





Sacarose 

V (44) 

- 

- 

- 

V (33) 

V (13) 

+ 

- 

+ 

V (33) 

V (19) 

Indol 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

V (33) 

V (38) 

+ 

V (14) 

Dulcitol 

V (38) 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V (33) 

V (13) 

+ 

V (86) 

H 2 S 

- 

+ 

- 

- 

V (67) 

V (13) 

- 

V (60) 

V (75) 

V (67) 

V (67) 


a Dados obtidos da referenda 67. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; os numeros 
entre parenteses sao porcentagens das cepas que apresentam reagao positiva. 


A identificagao das especies de Citrobacter e dificil porque as especies novas ainda nao foram incluidas nos bancos de 
dados da maioria dos sistemas de identificagao disponiveis no mercado. Com o objetivo de ajudar os laboratories a identificar 
especies novas de Citrobacter, O’Hara et a/. 481 publicaram uma “chave dicotomica” utilizando testes bioquimicos 
convencionais. O padrao de sensibilidade das cepas isoladas tambem ajuda a identificar essas bacterias. C. koseri tem padrao 
de sensibilidade antimicrobiana semelhante a Klebsiella (/'. e., resistente a ampicilina e ticarcilina), enquanto C. freundii 
apresenta um padrao mais tipico das especies de Enterobacter (i. e., resistente a ampicilina e as cefalosporinas de primeira 
geragao). 

Tribo Klebsielleae. A tribo Klebsielleae inclui quatro generos principais - Klebsiella, Enterobacter, Hafnia e Serratia -, 
cada qual com varias especies consideradas patogenos oportunistas e persistentes. Um quinto genero novo - Pantoea - foi 
acrescentado para acomodar a reclassificagao do microrganismo antes conhecido como Enterobacter agglomerans biotipo 
XIII, conhecido agora por Pantoea agglomerans . 248 A Tabela 6.6 descreve as caracteristicas fundamentais sugestivas de que 
uma bacteria ainda desconhecida faz parte da tribo Klebsielleae. A Tabela 6.16 relaciona as diferengas bioquimicas entre os 
generos e as especies principais dessa tribo. 

Genero Klebsiella. O genero Klebsiella foi assim denominado em homenagem a Edwin Klebs, um microbiologista alemao 
do final do seculo XIX. O bacilo hoje conhecido como Klebsiella tambem foi descrito por Carl Friedlander e, durante muitos 
anos, o “bacilo de Friedlander” era conhecido como causa de pneumonia grave e frequentemente fatal. Esse genero inclui seis 
especies: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granulomatis, K. variicola, K. singaporensis e K. alba. K. pneumoniae e a especie 
tipica desse genero. 

► Alteragoes taxonomicas do genero Klebsiella. Em 2001, Drancourt et a/. 187 realizaram uma analise comparativa das 
sequencias do rRNA 16S e dos genes rpoB (que codificam a subunidade (1 da RNA-polimerase bacteriana) das cepas tipicas de 
nove especies de Klebsiella. Os resultados dessa analise confirmaram que Klebsiella e heterogenea e composta de especies que 
formam tres grupos fileticos. O grupo I abrange K. pneumoniae subespecies pneumoniae, rhinoscleromatis e ozaenae e K. 
granulomatis', o grupo II inclui K. ornithinolytica, K. planticola, K. trevisanii e K. terrigena; e o grupo III contem apenas K. 
oxytoca , 187 Com base nessa evidencia, os autores sugeriram que o genero Klebsiella fosse dividido em dois generos: Klebsiella 
e Raoultella (assim denominado em homenagem ao bacteriologista frances Didier Raoult) e que K. oxytoca deveria ser 
mantida como um taxon monofiletico. As especies incluidas no grupo I foram mantidas no genero Klebsiella , enquanto as 
especies do grupo II foram transferidas para o genero novo Raoultella . I87 Granier et al. 263 tambem demonstraram que o taxon 
del. oxytoca esta dividido em dois dados, correspondentes aos dois grupos geneticos conhecidos como oxi-1 e oxi-2. 264 Em 
1999, Calymmatobacterium granulomatis (suposto agente etiologico da donovanose) foi reclassificado como K. granulomatis 
com base em dados filogeneticos. 95,346 Por fim, tres novas especies ambientais isoladas das plantas e das amostras de solo 
foram acrescentadas ao genero: K. variicola, 566 K. singaporensis 385 el. alba. 6i0 


Tabela 6.16 Diferenciagao dos generos e das especies principais da tribo Klebsielleae. 



Klebsiella 

Enterobacter 

Pantoea 

Hafnia 


Serratia 

Teste 

K. 

K. 

E. 

E. 

P. 

H. alvei 

5. 

S. 

bioquimico 

pneumoniae 

oxytoca 

aerogenes 

cloacae 

agglomerans 


marcescens liquefaciens 

Indol 

- 

+ 

- 

- 

V (20) 

- 

- 

- 

Motilidade 

- 

- 

+ 

+ 

V (85) 

V (85) 

+ 

+ 

Lisina 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Arginina 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Ornitina 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 




DNase (25°C) 


+ 


V (85) 


Gelatinase (22°C) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Fermentagiode: 









Lactose 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (40) 

- 

- 

- 

Sacarose 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (75) 

- 

+ 

+ 

Sorbitol 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (30) 

- 

+ 

+ 

Adonitol 

+ 

+ 

+ 

V (25) 

- 

- 

V (40) 

- 

Arabinose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas oil mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas. 


As especies de Klebsiella e Raoultella estao amplamente distribuidas na natureza e no trato gastrintestinal de seres 
humanos e animais. A presenpa de uma especie de Klebsiella deve ser considerada quando colonias grandes de consistencia 
mucoide sao formadas nas placas de isolamento primario. No agar MacConkey, as colonias geralmente parecem grandes, 
mucoides e arroxeadas, indicando fermentapao de lactose e produpao de acido (ver Prancha 6.1 E). Contudo, nem todas as 
cepas sao mucoides e algumas especies de Enterobacter podem ser muito semelhantes as especies de Klebsiella nos testes de 
triagem. Todas as especies de Klebsiella e Raoultella sao imoveis e a maioria nao descarboxila ornitina ( R. ornithinolytica e 
ornitina-positiva) - caracteristicas que sao positivas na maioria das especies de Enterobacter. Algumas cepas de Klebsiella e 
Raoultella hidrolisam ureia lentamente e produzem colorapao rosa-claro na parte inclinada do agar de ureia de Christensen. A 
produpao de indol a partir do triptofano pode ser usada para diferenciar as duas especies principals. K. pneumoniae e indol- 
negativa, enquanto K. oxytoca e indol-positiva. Algumas cepas nao produzem essas reapoes classicas, o que resultou na 
nomeapao de varias especies adicionais. Veja uma relapao das caracteristicas pelas quais essas diversas especies podem ser 
diferenciadas na Tabela 6.17. 

K. pneumoniae e isolada mais comumente de amostras clinicas e pode causar uma forma classica de pneumonia primaria. 
Essa bacteria e encontrada raramente na orofaringe dos individuos normais (estado de portador: 1 a 6%); 557 contudo, a 
prevalencia pode chegar a 20% entre os pacientes hospitalizados. Essa colonizapao pode ser a fonte das infecpoes pulmonares 
que ocorrem comumente nos pacientes com clisturbios debilitantes, inclusive alcoolismo, diabetes melito e doenpa pulmonar 
obstrutiva cronica. 557 A pneumonia tende a ser destrutiva e causa necrose extensiva e hemorragia, resultando na formapao de 
escarro possivelmente espesso, mucoide e cor de tijolo, ou fino e com aspecto semelhante a “geleia de groselha”. Nos casos 
graves, podem ocorrer abscessos pulmonares, doenpa cavitaria cronica, hemorragia interna e hemoptise. Pleurite tambem e 
comum, o que explica por que cerca de 80% dos pacientes queixam-se de dor pleuritica. K. pneumoniae tambem causa varias 
inlecpoes extrapulmonares, como entente e meningite (nos lactentes), infecpSes das vias urinarias (crianpas e adultos) e 
septicemia. 

Nas ultimas duas decadas, surgiu uma variante clinica hipervirulenta de K. pneumoniae (hvKP). Os relatos iniciais 
originaram-se dos paises da costa asiatica do Pacifico (p. ex., Taiwan, Coreia, Vietna e Japao) e descreviam uma sindrome 
clinica singular de infecpSes por K. pneumoniae adquiridas na comunidade, evidenciada por abscessos hepaticos piogenicos 
com tendencia a disseminapao metastatica para areas distantes. 139,393,655 Em seguida, comeparam a aumentar os numeros de 
casos relatados em America do Norte, 235,345,377,421,454 America do Sul, 947 Caribe 155 e outros continentes do 
planeta. 175,208,272,601,637,685 Um conjunto de manifestapSes clinicas e fenotipos bacterianos define essa nova cepa hvKP: (1) sua 
capacidade de causar infecpSes em pacientes ambulatoriais saudaveis; (2) focos incomuns de infecpao (p. ex., figado, olhos, 
LCR); (3) capacidade de produzir disseminapao metastatica; e (4) formapao de colonias hipermucoviscosas quando a bacteria e 
cultivada em placas de agar. 59 ’ As colonias hipemrucoviscosas sao demonstradas por um “teste de corda” positivo. Esse teste e 
positivado quando uma alpa de inoculapao de bacteriologia ou uma agulha consegue formar um filamento viscoso com mais de 
5 mm de comprimento se tocada na colonia bacteriana e levantada acima da borda da placa de agar, formando um “cordao de 
bacterias” (ver Prancha 6.2 H). Em razao das manifestapSes clinicas graves e singulares dessas cepas hvKP, os laboratories 
devem considerar a notificapao das cepas de K. pneumoniae que apresentem teste de corda positivo como “K. pneumoniae 
hipervirulenta”. Veja mais detalhes sobre o assunto na revisao de Shon et al: "' 


Tabela 6.17 Diferenciagao das especies dos generos Klebsiella e Raoultella a 


Teste bioquimico 

K. pneumoniae, K. pneumoniae, 

K. pneumoniae, K. oxytoca 

R. R.planticola R.terrigena 


subesp. 

subesp. 

subesp. 

ornithinolytica 


pneumoniae 

ozaenae 

rhinoscieromatis 





Indol 


+ 


+ 


V (20) 


Vermelhode metila 


Voges-Proskauer + 

Urease + 

Lisina + 

Ornitina 

ONPG + 

Malonato + 

Crescimento a:“ 

S°C 

10°C 

41°C + 


+ + V (20) 

+ 

- - + 

V (40) - + 

V (80) - + 

+ + 

- - + 

Dl Dl + 


+ + V (60) 

V(70) + + 

+ + 

+ + + 

+ - V (20) 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 


“Dados da referenda 220. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; Dl = dados 
indisponiveis. 


► Carbapenemase produzida por K. pneumoniae. Na ultima decada, K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) tem 
se espalhado rapidamente pelos hospitais de todo o mundo. 61,466,677 Nos casos tipicos, as cepas de KPC sao resistentes aos 
carbapenemicos (ertapenem, doripenem, imipenem e meropenem), bem como as penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas 
e comumente tambem aos aminoglicosidios. Como a resistencia conferida pela carbapenemase pode ocorrer em outras especies 
de Enterobacteriaceae alem de K. pneumoniae, a expressao “Enterobacteriaceae resistente aos carbapenemicos (CRE; do 
ingles, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae)'' 1 foi cunhada como tcrmo preferido com referenda a essas cepas resistentes 
a varios antibioticos. A detecgao das bacterias que produzem KPC pode ser dificil com base nos testes de sensibilidade 
antimicrobiana rotineiros. Por isso, e fundamental adotar medidas eficientes de controle de infecgoes para limitar a 
disseminagao desses patogenos. 1 11 As culturas de vigilancia tem sido realizadas eficazmente como parte da estrategia de 
intervengao nacional multifacetada, que tem como objetivo reduzir a disseminagao de CRE. Para tanto, usa caldos ou placas de 
agar seletivos que contenham carbapenemicos ou discos, 9,375,396 ou meios cromogenicos seletivos como o CH ROM agar 1 ' KPC- 
Colorex KPC (CElROMagar, Paris, Franga), 9,255,574,669 Brilliance 8 CRE (Oxoid, Thermofisher Scientific, Lenexa, KS), 171,255 
chrom ID CARBA® (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) 651,669 e SUPRACARBA®. 266,467 Ver mais detalhes sobre CRE no 
Capitulo 17. 

As especies K. ozaenae e K. rhinoscleromatis nao sao isoladas comumente e, hoje em dia, sao classificadas como 
subespecies de K. pneumoniae', contudo, ambas estao associadas a um espectro singular de doenga. K. ozaenae esta associada a 
rinite atrofica (tambem conhecida como ozena) e as infecgSes purulentas das mucosas nasais. Janda et al , 326 tambem relataram 
um caso de abscesso da cornea causado por K. ozaenae. Os relatos de isolamento dessa bacteria a partir de sangue, urina e 
tecidos moles sugerem que o espectro das doengas causadas por esse microrganismo seja mais amplo do que se pensava. 258 K. 
rhinoscleromatis causa a doenga granulomatosa conhecida como rinoscleroma - uma infecgao da mucosa respiratoria, da 
orofaringe, do nariz e dos seios paranasais. E importante fazer correlagoes clinicas quando essas especies sao isoladas em 
culturas, de modo a determinar seu significado clinico em cada caso. Ainda que essas duas nao sejam mais consideradas 
especies propriamente ditas, mas sim cepas bioquimicamente inativas de K. pneumoniae, M acreditamos que seja clinicamente 
relevante relatar os nomes K. ozaenae e K. rhinoscleromatis em razao das doengas especificas associadas a essas duas cepas. 

Quase a metade das cepas de K. oxytoca isoladas e enviadas aos CDC foi recuperada das fezes e, em ordem decrescente de 
frequencia, tambem do sangue. 220 Hoje em dia, esta comprovado que K. oxytoca e o agente etiologico da colite hemorragica 
associada aos antibioticos (AAHC; do ingles, antibiotic-associated hemorragic colitis ). 294 A AAHC e um tipo bem-definido de 
diarreia associada ao uso de antibioticos, na qual C. difficile nao esta presente e o paciente apresenta diarreia sanguinolenta de 
inicio subito, geralmente com colicas abdominais graves. A AAHC esta associada mais comumente ao uso de penicilinas, 
quinolonas e cefalosporinas. 294,522 Em geral, a colonoscopia demonstra hemorragia profusa e inflamagao da lamina propria, 
sem formagao de pseudomembranas. A regressao espontanea geralmente ocoitc logo depois da interrupgao do tratamento com 
antibioticos. 522 Por motivos desconhecidos, essa colite, causada por K. oxytoca, tambem esta associada ao uso concomitante de 
anti-inflamatorios nao esteroides. 294,522 



Considerando o papel desempenhado por K. oxytoca na patogenia da AAHC, os laboratories devem relatar a presenpa 
dessa bacteria nas culturas de fezes quando as contagens forem significativas. Na maioria dos pacientes com AAHC, os testes 
fecais revelam K. oxytoca em contagens expressivas (> 10 6 unidades formadoras de colonia [UFC]/mf). 689 Com base em nossa 
experiencia, os pacientes com essa doen 9 a apresentam culturas praticamente puras de K. oxytoca a partir das fezes. Ao 
relatarem a presen 9 a de K. oxytoca nas culturas de fezes, os laboratories podem querer acrescentar um comentario ao laudo do 
exame do seguinte tipo: “Existem relatos de que as cepas toxigenicas de K. oxytoca causam AAHC. Em geral, os pacientes 
melhoram depois da interrup 9 ao dos antibioticos.” K. oxytoca nao causa colite nao hemorragica. 6S9 Por isso, os testes para essa 
bacteria estao justificados apenas para pacientes com diarreia sanguinolenta durante o tratamento antibiotico e contagens 
significativas de K. oxytoca nas suas coproculturas. 

Genero Raoultella. Em 2001, com base nas analises das sequencias dos genes do rRNA 16S e rpoB, pesquisadores criaram 
o genero novo conhecido como Raoultella para acomodar os tres membros do grupo II do genero Klebsiella, que foram entao 
renomeados: Raoultella ornithinolytica, Raoultella terrigena e Raoultellaplanticola. lsl 

R. ornithinolytica e encontrada nos ambientes aquaticos, nos peixes e nos carrapatos, 445 e e um patogeno raro dos seres 
humanos; contudo, existem descritos varios casos de bacteriemia causada por essa bacteria. 275 ’ 279 ’ 41 ,445,576 As especies 
nomeadas mais recentemente - R. terrigena'" e R. planticola 1 ' - refletem suas origens na natureza. R. terricola e muito 
semelhante a K. pneumoniae e tem sido isolada principalmente do solo e da agua. Nos seres humanos, as cepas foram isoladas 
das fezes de individuos saudaveis e das vias respiratorias; 2 contudo, sua capacidade de causar infec 9 des nos seres humanos 
esta demonstrada. R. planticola (sinonimo: K. trevisanii) 22 21 tem sido isolada principalmente dos ambientes aquaticos e 
botanicos. Os primeiros relatos de isolamento em seres humanos provinham de vias respiratorias, urina, liquido 
cefalorraquidiano e sangue 2 ’ 2,s e a maioria representava coloniza 9 ao, nao infec 9 ao. Relatos mais recentes sugeriram que R. 
planticola possa ser o agente etiologico de pancreatite grave, 1 colangite com choque septico, 65 ' bacteriemia,’ 1 infec 9 ao 
urinaria, 492 prostatite aguda’ 6 " e conjuntivite cronica, 690 e que possa ser considerado um patogeno emergente. 21 " 

Estudos realizados na Fran 9 a e na Alemanha sugeriram que, na verdade, ate 19% das especies de Klebsiella/Raoultella 
sejam R. planticola. 446 ’ 529 ’ 531 A ocorrencia dessa bacteria nos EUA, porem, parece ser menos frequente. 668 Um problema 
poderia ser a separa 9 §o entre R. planticola e R. ornithinolytica, especies estreitamente relacionadas e que podem ser 
diferenciadas por pouquissimos testes bioquimicos. R. planticola e ornitina-descarboxilase (ODC) negativa e indol-variavel, 
enquanto R. ornithinolytica e ODC-positiva e indol-negativa. Existem cepas ODC-negativas de R. ornithinolytica descritas que 
provavelmente seriam identificadas como R. planticola ou K. oxytoca com base nos metodos fenotipicos. 504,653 Em uma 
compara 9 ao de tres sistemas de identifica 9 ao fenotipica, Park et al. 504 relataram que 27/27 dos isolados clinicos de R. 
ornithinolytica foram identificados como R. ornithinolytica pelo sistema Vitek® 2; entretanto, o sistema MicroScan® 
identificou 25/27 (92,6%) como K. oxytoca e o API® 20E identificou 24/27 (88,9%) como K. oxytoca utilizando PCR de 
primer especifico da sequencia como metodo de identifica 9 ao de referenda. Do mesmo modo, Jong et al . 17/ relataram 
dificuldade em diferenciar as especies de Raoultella com base na espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF (MALDI- 
TOF-MS), porque os espectros de massas de R. planticola e de R. ornithinolytica sao extremamente semelhantes e parecidos 
com K. oxytoca. 

A incidencia mais alta de infec 9 des causadas por especies de Klebsiella durante a ultima decada provavelmente reflete um 
aumento das infec95es nosocomiais em pacientes debilitados ou imunossuprimidos, bem como uma tendencia no sentido da 
crescente multidrogarresistencia. Nos EUA, Klebsiella e responsavel por 3 a 7% de todas as infec95es bacterianas 
nosocomiais, o que coloca tal bacteria entre os oito patogenos infecciosos mais importantes nos hospitals. 2 Klebsielleae 
mostram uma tendencia a conter plasmidios de resistencia aos antibioticos; desse modo, pode-se esperar que ocorram infec 9 oes 
causadas por cepas multidrogarresistentes. Quase todas as cepas isoladas clinicamente sao resistentes a ampicilina, 
carbenicilina e ticarcilina. Uma preocupa 9 ao especial e o aparecimento recente de cepas de Klebsiella portadoras de 
plasmidios, que conferem resistencia a um espectro mais amplo de antibioticos betalactamicos. Esse tipo de resistencia e 
atribuido a produ 9 ao de enzimas betalactamases conhecidas como ESBL. 327,394 Essas enzimas tem sido encontradas 
principalmente nas cepas de K. pneumoniae e E. coli, tornando essas bacterias resistentes a maioria dos antibioticos 
betalactamicos, inclusive cefalosporinas de terceira gera 9 ao. Um aspecto singular das ESBL e sua capacidade de escapar aos 
testes de sensibilidade utilizados mais comumente, resultando na preocupa 9 ao de que os microrganismos que content tais 
enzimas sejam descritos como sensiveis aos antibioticos aos quais, na verdade, sao resistentes. ’ 1 " 4 Alem disso, a resistencia 
aos carbapenemicos entre as cepas de K. pneumoniae tornou-se difundida nos EUA e em todo o mundo como consequencia da 
dissentina 9 ao das cepas portadoras do plasmidio 6/a KPC . 61,677,466 Essa questao ja foi analisada nas se95es anteriores deste 
capitulo e esta descrita com mais detalhes no Capitulo 17. 

K. granulomatis (antes conhecida como C. granulomatis) 95 e um bacilo gram-negativo encapsulado exigente encontrado 
dentro do citoplasma dos macrofagos. Esse e o agente etiologico do granuloma inguinal (tambem conhecido como 
donovanose), uma doen 9 a sexualmente transmissivel que afeta a genitalia e as estruturas adjacentes. 561 K. granulomatis e 
encontrada em focos geograficos especificos, por exemplo, Nova Guine, noroeste da Australia, sudeste da India, Caribe, 
algumas regioes da America do Sul, partes da Africa central e regiao de Kwazulu/Natal, na Africa do Sul. 347 K. granulomatis 


nao pode ser cultivada nos meios de agar convencionais, embora tenha sido cultivada com sucesso em ovos embrionados e em 
um sistema de cocultura em monocitos. 347 Hoje em dia, o diagnostico laboratorial do granuloma inguinal esta baseado na 
observapao dos “corpusculos de Donovan” nos esfregapos ou nas biopsias de tecidos examinados depois da colorapao por 
Giemsa e Wright. Com o objetivo de aumentar a especificidade do diagnostico, tem sido utilizados os corantes de Dieterle, 
Warthin-Starry 266 e Giemsa rapido (Diff Quick®). 473 Pesquisadores descreveram uma PCR para detectar donovanose em 
amostras genitais. 94,96 A azitromicina tornou-se o farmaco preferido e deve ser usado quando esse diagnostico for suspeito ou 
confirmado. 4 4 

Genero Enterobacter. Como algumas cepas do genero Enterobacter produzem grandes quantidades de gas, durante muitos 
anos essas especies eram conhecidas como Aerobacter aerogenes. A designapao do genero foi alterada para Enterobacter por 
Hormaeche e Edwards em I960. 300 

A taxonomia do genero Enterobacter tem uma historia complicada, sendo varias especies transferidas para outros generos. 
Havia 29 especies e subespecies incluidas originalmente nesse genero. Contudo, analises taxonomicas polifasicas recentes 
determinaram que as sequencias de nucleotidios de algumas especies nao estavam alinhadas com o genero Enterobacter e, por 
isso, varias foram transferidas para oito generos novos (Tabela 6.18). Como genero, as especies de Enterobacter tem as 
caracteristicas gerais de Klebsielleae, mas podem ser diferenciadas da maioria das especies de Klebsiella por serem moveis e 
ornitino-positivas. A Tabela 6.19 relaciona as caracteristicas bioquimicas, por meio das quais as especies de importancia 
medica podem ser diferenciadas. 

Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae sao as especies encontradas mais comumente nas amostras clinicas. Essas 
bacterias estao amplamente distribuidas na agua, nos esgotos, no solo e nos vegetais. Elas fazem parte da flora enterica 
comensal e nao parecem causar diarreia, embora tenha sido isolada uma cepa que produzia toxina semelhante a de Shiga nas 
fezes de um bebe com sindrome hemolitico-uremica. 508 Essas duas especies tambem estao associadas a varias infecpSes 
oportunistas das vias urinarias, do trato respiratorio e das feridas cutaneas e, ocasionalmente, causam septicemia e 
meningite. 505 E. cloacae esta diretamente relacionado a outras cinco especies de Enterobacter, sejam elas: E. asburiae, E. 
hormaechei, E. kobei, E. ludwigii e Lelliottia [Enterobacter] nimipressuralis. Essas seis especies sao descritas coletivamente 
como complexo E. cloacae. Alem disso, a especie E. cloacae e dividida em duas subespecies: E. cloacae subesp. cloacae e E. 
cloacae subesp. dissolvens (antes conhecida como E. dissolvens). 192 A diferenciapao dessas especies e subespecies com base 
em testes fenotipicos e dificil, e a separapao por meio da tecnica MALDI-TOF-MS ainda nao e possivel. Por isso, os 
laboratories podem optar por relatar a deteepao dessas especies como “complexo E. cloacae “. O significado clinico das 
especies desse complexo foi revisado por Mezzatesta et «/. 434 


Tabela 6.18 Taxonomia das especies de Enterobacter - 29 especies, inclusive subespecies. 


Designapao antiga 

Nome atual 

Sinonimo 

Referenda 

E. aerogenes 

0 mesmo 

Klebsiella mobilis, Aerobacter aerogenes 


E. agglomerans 

Pantoea agglomerans 

Erwinia herb Icola, Erwinia milletiae 

Gaviniefo/. 248 

E. amnigenus 

Lelliottia amnigena 


Brady etal .' 52 

E. arachidis 

Kosakonia arachidis 


Brady et al .' 52 

E. asburiae 

0 mesmo 



E. cancerogenus 

0 mesmo 

Erwinia cancerogena, Enterobacter taylorae 


E. cloacae 

Essa especie foi dividida em 




subespecies (veradiante) 




E. cloacae subesp. cloacae 

Aerobacter cloacae, Bacillus cloacae 

Hoffmann etal. m 


E. cloacae subesp. dissolvens 

Enterobacter dissolvens, Erwinia dissolvens 

Hoffmann etal. m 

E. cowanii 

Kosakonia cowanii 


Brady etal .' 52 

E. dissolvens 

E. cloacae subesp. dissolvens 

Enterobacter dissolvens, Erwinia dissolvens 

Hoffmann etal. m 

E. gergoviae 

Pluralibacter gergoviae 


Brady etal .' 62 

E. helveticus 

Franconibacter helveticus 

Cronobacter helveticus 

Brady etal.,' 62 Stephan etal. 

E. hormaechei 

0 mesmo 

Grupo enterico 75 dosCDC 




E. intermedius 

Kluyvera intermedia 

Kluyvera cochleae, Enterobacter intermedium 

Pavanefo/. 511 

E. kobei 

0 mesmo 

Grupo 21 dos NIH 


E. ludwigii 

0 mesmo 



E. massiliensis 

0 mesmo 



E. mori 

0 mesmo 



E. nimipressuralis 

Lelliottia nimipressuralis 

Erwin ia nimipressuralis 

Brady etal., 62 

E. oryzae 

Kosakonia oryzae 


Brady etal .' 52 

E. pulveris 

Franconibacter pulveris 

Cronobacter pulveris 

Brady etal., 62 Stephan etal. m 

E. pyrinus 

Pluralibacter pyrinus 


Brady etal .' 52 

E. radicincitans 

Kosakonia radicincitans 


Brady etal .' 52 

E. sacchari 

Kosakonia sacchari 


Gu etal. 270 

E. siamensis 

0 mesmo 



E. sakazakii 

Cronobacter sakazakii 

‘‘Enterobacter cloacae de pigmentagio amarela" 

Iversen etal. m 

E. soli 

0 mesmo 



E. taylorae 

Enterobacter cancerogenus 

Grupo enterico 19 dos CDC 

Schonheyderefo/. 585 

E. turicensis 

Siccibacter turicensis 

Cronobacter zurichensis 

Brady etal., 62 Stephan etal. m 

E. xiangfangensis 

0 mesmo 


Go etal. 270 


Tabela 6.19 Diferenciagao das especies clinicamente importantes dos generos Cronobacter, Kluyvera, Kosakonia, 
Lelliottia e Pluralibacter a 


Teste E. 

aerogenes 

L. L. 

amnigenus, amnigenus, 

biogrupo 1 biogrupo 2 

E. 

asburiae 

E. 

cancerogenus 

E. 

cloacae 

K. 

cowanii 

P. 

gergoviae 

E. 

hormaechei 

K. 

intermedius 

E. 

kobei 

C. 

sakazakii 

Vermelhode 

- 

V (65) 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

V (57) 

+ 

- 

- 

metila 

Voges- 

+ 

+ + 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Proskauer 

Lisina 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Arginina 

- 

V (35) 

V (21) 

+ 

+ 

- 

- 

V (78) 

- 

+ 

+ 

Ornitina 

+ 

V (55) + 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V (91) 

V (89) 

+ 

+ 

Urease 

- 

- 

V (60) 

- 

V (65) 

- 

+ 

V (87) 

- 

- 

- 

Motilidade 

+ 

+ + 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (52) 

V (89) 

+ 

+ 

Fermentagiode: 

Lactose 

+ 

V(70) V(35) 

V (75) 

- 

+ 

+ 

V(55) 

- 

+ 

+ 

+ 

Sacarose 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (65) 

V(25) 

+ 

Adonitol 

+ 

- 

- 

- 

V (25) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Sorbitol 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 



Rafinose + + V (70) - + ++ - + + + 

Ramnose + + + - + ++ + + + + + 

Melibiose + + + - - + ++ - + + + 

Pigmento - - V(66) - - - - + 

amarelo 

a Esta tabela inclui apenas as especies de Enterobacter isoladas de amostras clinicas humanas. As cepas negativas para as 3 
descarboxilases podem ser Pantoeae spp., enquanto as cepas lactose-negativas e sacarose-negativas, mas lisino-positivas, podem ser 
Hafnia alvei (Tabela 6.16). 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% sao positivas; Dl = dados 
indisponiveis. 

E. asburiae (antes conhecida como grupo enterico 17 dos CDC, ou Citrobacter atipico) e bioquimicamente semelhante a E. 
cloacae ; contudo, ocupa posi 9 ao singular entre as especies de Enterobacter por ser imovel e VP-negativo. Essa bacteria foi 
isolada de varios materials humanos, como urina, sangue, secrepoes de feridas ou vias respiratorias e fezes. 69 Pesquisadores 
descreveram um caso de pneumonia por E. asburiae adquirida na comunidade. 614 Temos observado variapao consideravel 
quanto a capacidade de identificatjao correta dessas especies com base nos sistemas disponiveis no mercado. 

E. cancerogenus (antes conhecida como Erwinia cancerogena, Enterobacter taylorae e grupo enterico 19 dos CDC) 221,586 
foi descrita como causa de varias infecpoes clinicas, inclusive osteomielite depois de uma fratura exposta, 6 ' infecyao de 
feridas, 552 especialmente depois de traumatismos graves ou lesoes com esmagamento, infec?5es urinarias, 555,567 bacteriemia e 
pneumonia/' As caracteristicas bioquimicas fundamentals sao: reayoes lisino-negativas, arginino-positivas e ornitino- 
positivas, e reayoes negativas com adonitol, inositol, sorbitol, rafinose e melibiose. Essa bacteria e lactose-negativa, mas 
ONPG-positiva, e tem-se observado que as colonias cultivadas em agar MacConkey desenvolvem centros arroxeados depois 
da incubayao prolongada. 

E. hormaechei era uma especie nova de Enterobacter nomeada em 1989 em homenagem ao microbiologista uruguaio 
Estenio Hormaeche, que (junto com P. R. Edwards) propos e definiu o genero Enterobacter. 484 Antes conhecido como grupo 
enterico 75, essa bacteria esta bioquimicamente mais proxima de E. taylorae (hoje conhecida como E. cancerogenus), com 
exceyao de que e ureia-positiva, sacarose positiva e esculino-negativa. E. hormaechei foi isolada de sangue, escarro, secreyoes 
de feridas ou orelhas, vesicula biliar e fezes. Em maryo de 1993, pesquisadores dos CDC identificaram um surto hospitalar de 
septicemia por E. hormaechei em uma unidade de tratamento intensivo neonatal. Cinco lactentes tinham hemoculturas 
positivas para E. hormaechei e outro desenvolveu traqueite causada por essa bacteria. Alem desses, outros quatro foram 
identificados com colonizayao por E. hormaechei. Nenhuma dessas crianyas morreu. As culturas do ambiente demonstraram 
que o microrganismo estava presente em tres incubadoras e uma mayaneta de porta. 101,664 Um surto de infecyoes sanguineas 
causadas por E. hormaechei foi descrito em tres unidades de tratamento intensivo neonatal do Rio de Janeiro. A revisao dos 
prontuarios dos procedimentos realizados revelou nutriyao parenteral como unica intervenyao comum. 169 Um caso de 
bacteriemia recidivante causada por E. hormaechei foi descrito no Medical Center da University of Illinois em uma crian 9 a de 
2 anos com neuroblastoma envolvendo um linfonodo supraclavicular esquerdo, uma das glandulas suprarrenais e um linfonodo 
periumbilical. 

Em 1981, o grupo enterico 69 dos CDC foi definido por um grupo de cepas com pigmentayao amarela, que se 
assemelhavam bioquimicamente a E. cloacae. Em 1996, Enterobacter kobei foi descrita como uma especie nova de 
Enterobacteriaceae semelhante a Enterobacter cloacae 364 e ao grupo enterico 69, mas que tinha rea95es negativas nos testes de 
VP, fermentayao de adonitol e produyao de pigmento amarelo. Estudos de hibridizayao do DNA realizados nos CDC e nos 
National Institutes of Health (NIH) de Toquio levaram a conclusao de que as especies do grupo enterico 69 eram variantes 
bioquimicas de E. kobei com pigmentayao amarela. 364,482 A maioria das cepas de E. kobei foi isolada de especimes clinicos, 
inclusive sangue, escarro, secreyao faringea e urina.' 64,602 Pesquisadores tambem relataram um caso de sepse urinaria 
nosocomial em um paciente com historia de operayao da bexiga." 92 

Assim como alguns outros membros da familia Enterobacteriaceae (i. e., C. freundii, Serratia spp., M. morganii. 
Providence spp. e Y. enterocolitica), as especies de Enterobacter sao portadoras de um gene para betalactamase codificada 
cromossomicamente, que pode ser induzida por alguns antibioticos, aminoacidos ou liquidos corporais. 315,394 Ao contrario das 
betalactamases mediadas por plasmidios, essas enzimas normalmente nao sao expressas. Por isso, existe a preocupayao de que 
os microrganismos portadores de genes para betalactamases induziveis possam apresentar sensibilidade falsa quando testados 
em seu estado nao induzido. Recentemente, pesquisadores descreveram metodos para detectar resistencia atribuida as 
betalactamases induziveis. 304 Esse topico esta descrito com mais detalhes no Capitulo 17. 

Genero Cronobacter. Cronobacter [Enterobacter] sakazakii foi definido como uma especie nova por Farmer et a/. 218 em 
1980; contudo, a existencia de biogrupos divergentes sugeria que esse microrganismo representasse varias especies. Utilizando 
uma abordagem taxonomica polifasica, Iversen et air " demonstraram que esses microrganismos abrangiam no minimo cinco 



genomoespecies e sugeriram que tais especies deveriam ser transferidas para um genero novo ( Cronobacter ) dentro da familia 
Enterobacteriaceae, incluindo inicialmente quatro especies nomeadas. A taxonomia foi ampliada a cinco especies nomeadas 
em 2008, 310 sete em 2011, nove em 2012 333 e 10 em 2013. 62 Em 2014, C. helveticus e C. pulveris foram reclassificados no 
genero Franconibacter, enquanto C. zurichensis foi reclassificado no genero novo Siccibacter e renomeado como S. 
turicensis 612 (Boxe 6.13 e Tabela 6.18). 


Boxe 6.13 


Especies de Cronobacter nomeadas atualmente 

C. condimenti 

C. dublinensis subesp. dublinensis 
C. dublinensis subesp. lactaridi 
C. dublinensis subesp. lausannensis 
C. helveticus (sinonimo: Franconibacter helveticus) 

C. maionaticus 
C. muytjensii 

C. pulveris (sinonimo: Franconibacter pulveris) 

C. sakazakii 
C. turicensis 
C. universalis 

C. zurichensis (sinonimo: Siccibacter turicensis) 

Com exce^ao de C. condimenti, todas as espedes de Cronobacter foram associadas a casos clinicos de infeqao de lactentes ou adultos. 

C. sakazakii, tambem conhecido como E. cloacae de pigmentatjao amarela, 218 foi detectado em varios casos de meningite e 
sepse neonatais. 47,145,332,337,452 ' 638 Pesquisadores relataram taxas de mortalidade de ate 75%, 373,431 indicando que essa bacteria 
pode ser extremamente virulenta. Estudos recentes relacionaram a infecpao por C. sakazakii em recem-nascidos com formulas 
lacteas empo contaminadas. 121,126,641 O pigmento amarelo-brilhante (especialmente intenso quando as culturas sao incubadas a 
25°C) e a estrutura “dura” das colonias sao indicios iniciais de que esse microrganismo esta presente ( Pantoea agglomerans 
tambem produz um pigmento amarelo, geralmente menos intenso e apenas depois da incubapao prolongada a temperatura 
ambiente). O padrao de descarboxilase de C. sakazakii (lisino-negativo, arginino-positivo e ornitino-positivo) ajuda a 
diferencia-lo de E. aerogenes (lisino-positivo, arginino-negativo e ornitino-positivo) e de P. agglomerans (lisino-negativo, 
arginino-negativo e ornitino-negativo); alem disso, Enterobacter [Cronobacter] sakazakii nao fermenta sorbitol, em contraste 
com E. cloacae. C. sakazakii e naturalmente resistente a todos os macrolidios, lincomicina, clindamicina, estreptograminas, 
rifampicina, acido fusidico e fosfomicina, mas e sensivel a tetraciclinas, aminoglicosidios, varios betalactamicos, cloranfenicol, 
agentes antifolato e quinolonas. 618 

Genero Hafnia. Os membros do genero Hafnia sao isolados comumente do trato gastrintestinal de seres humanos e 
animais, alem de alimentos como carnes e laticinios. 321 No passado, acreditava-se que Hafnia alvei, antes conhecida como 
Enterobacter hafnia, fosse a unica especie do genero Hafnia. Contudo, estudos de hibridizapao do DNA realizados nos CDC 
na decada de 1970 revelaram que H. alvei era geneticamente heterogenea e consistia no minimo em dois GH do DNA, 
designados como GH 1 e GH 2. Utilizando tecnicas moleculares e dados fenotipicos, Huys eta/. 305 confirmaram que H. alvei 
abrangia no minimo dois taxons no nivel das especies, das quais o GH 1 correspondia a H. alvei e o GH 2 constituia uma 
especie nova, para a qual foi sugerido o nome Hafnia paralvei. 

As caracteristicas bioquimicas das especies de Hafnia sao semelhantes as das especies de Enterobacter, com excepao de 
que as primeiras nao formam acidos a partir dos seguintes carboidratos: lactose, sacarose, melibiose, rafinose, adonitol, 
sorbitol, dulcitol e inositol (ver Tabela 6.16). As especies de Hafnia podem ser diferenciadas das especies de Serratia pelo fato 
de nao produzirem lipase, gelatinase ou desoxirribonuclease. Tambem observamos que, ao contrario das outras especies da 
familia Enterobacteriaceae, as especies de Hafnia exalam um odor forte de fezes humanas. Abbott et al. relataram que as duas 
especies de Hafnia podiam ser separadas inequivocamente com base em uma bateria de quatro testes. Nos casos tipicos, as 
cepas de H. alvei sao positivas para malonato, salicina e P-glicosidase, e negativas para D-arabinose, enquanto H. paralvei 
produz rea95es contrarias. 4 

A importancia clinica das especies de Hafnia nao esta bem-definida. As duas especies conhecidas foram recuperadas de 
amostras clinicas com distributes praticamente iguais, 323 mas pouco sabemos acerca de sua frequencia relativa ou da 
distribuipao das doenpas que elas causam. As especies de Hafnia foram isoladas das fezes humanas de individuos 
assintomaticos, embora tambem tenham sido descritos casos isolados de infec95es de feridas, abscessos, escarro, urina, sangue 



e de outros locais. As especies de Hafnia foram associadas a casos de sindrome hemolitico-uremica, 154 em casos de in (echoes 
de tecidos transplantados 578 e sepse depois de transplantes de celulas-tronco e tecidos. 42,84 Tambem ha evidencias sugestivas de 
que as especies de Hafnia possam ser uma causa emergente de gastrenterite bacteriana aguda. 15,549,550,554,563,667 Entretanto, mais 
tarde, Janda et al. demonstraram que as cepas diarreiogenicas tipicas de II. alvei que, segundo alguns relatos, continham o gene 
eae de E. coli enteropatogenica, na verdade estavam em um grupo de bacterias diarreiogenicas pertencentes ao genero 
Escherichia, confundidas com II. alvei com base no sistema API® 20E. 306,322 Essas cepas foram designadas como a especie 
nova Escherichia albertii, anteriormente descrita. 306 

Pesquisadores relataram que as cepas de Hafnia sao uniformemente sensiveis a amicacina, gentamicina, ciprofloxacino, 
gatifloxacino, ofloxacino, sulfametoxazol-trimetoprima, imipenem, meropenem e cefepima. Em geral, ha resistencia a 
betalactamicos, combinagSes de betalactamicos com inibidores e cefalosporinas, em razao da existencia de betalactamases 
cromossomicas AmpC. 4 

Genero Kosakonia. Cinco especies antes classificadas como Enterobacter estao incluidas no genero Kosakonia : K. 
arachidis, K. cowanii, K. oiyzae, K. radicincitans e K. sacchari. 210 

Originalmente, K. [Enterobacter] cowanii foi sugerida como um grupo de microrganismos conhecidos como Grupo 42 dos 
NIH. 308 As cepas de K. cowanii sao negativas para as descarboxilases de lisina e ornitina, bem como di-hidrolase de arginina; 
por isso, quanto ao fenotipo, elas sao mais semelhantes a Pantoea agglomerans. Os testes uteis para diferenciar entre K. 
cowanii e P. agglomerans sao a utilizagao do malonato e de fermentagao de dulcitol e sorbitol (ambos negativos em P. 
agglomerans). Das nove cepas estudadas, oito foram isoladas de amostras clinicas: urina (quatro), escarro (duas), sangue (uma) 
e pus (uma) - mas sua importancia clinica e desconhecida. 308 

Genero Lelliottia. O genero Lelliottia abrange duas especies: Lelliottia [Enterobacter] amnigena e Lelliottia 
[Enterobacter] nimipressuralis. 62 

L. amnigena e basicamente uma bacteria aquatica, embora tambem tenha sido isolada de amostras humanas. 313 Existe um 
caso relatado na Franga de septicemia pos-transfusional causada por essa bacteria. 317 

Pesquisadores relataram que L. amnigena causou sepse depois de transfusao de sangue 17 e transplante de coragao. 56 Outros 
focos infecciosos (colecistite, cistite, linfadenite, osteomielite) tambem foram associados a essa bacteria. 85 

L. nimipressuralis foi descrita como agente etiologico de pseudobacteriemias secundarias ao uso de algodao salinizado 
contaminado utilizado antes de se aplicar a solugao de iodo para a coleta de sangue para hemoculturas. 

Genero Pantoea. O genero Pantoea foi criado em 1989 e sua especie tipica e Pantoea agglomerans , 248 Esse taxon inclui as 
cepas tipicas conhecidas antigamente como Enterobacter agglomerans, Erwinia herbicola e Erwinia milletiae. O termo 
Pantoea deriva de uma palavra grega que significa “de todos os tipos e fontes”, descrevendo entao tais bacterias que provem 
de diversas regides geograficas e nichos ecologicos. Hoje em dia, existem 22 especies nomeadas do genero Pantoea, a maioria 
consistindo em patogenos das plantas e raramente associada a doengas humanas. Apenas sete especies foram relatadas como 
causas de infeegao humana e, dessas, a mais comum e P. agglomerans. No inicio da decada de 1970, essa bacteria (entao 
conhecida como Enterobacter agglomerans) foi responsavel por um surto de septicemia causada por liquidos intravenosos 
contaminados nos EUA. 405,410 Mais tarde, foram relatados varios casos de sepse associada a P. agglomerans, geralmente em 
recem-nascidos com prematuridade significativa, comorbidade ou cateteres de longa permanencia, 15,158, : mas tambem em 
pacientes adultos com comorbidades associadas a imunossupressao. 138,386 p agglomerans tambem foi associada a casos de 
artrite ou sinovite septica, 368 osteite, 376 colelitiase, 2 ’ - infecgSes respiratorias ocupacionais e alergia cutanea, 4 ’ 7 peritonite’ 6 e 
um surto secundario ao uso de nutrigao parenteral contaminada. 274 P. ananatis (antes conhecida como P. ananas) foi isolada de 
um infiltrado da cornea depois de um acidente com palha de arroz 41- e do sangue de um homem idoso submetido a 
colonoscopia para tratar hemorragia anal. P. dispersa foi isolada das superficies de plantas, sementes, seres humanos e 
ambiente. Existem descritos dois casos de sepse neonatal causada por essa bacteria. 42 Quatro especies de Pantoea recem- 
nomeadas tambem foram isoladas de amostras clinicas humanas: P. septica do sangue e da pele; P. eucrina de traqueia, cisto, 
urina e LCR; P. brenneri da uretra e do escarro; e P. conspicua do sangue. Contudo, nao ha referencias quanto ao significado 
clinico dessas bacterias isoladas. 6 ’ P. gaviniae e P. calida foram isoladas de formulas infantis para lactentes e do ambiente em 
que eram produzidas, mas nao existem relatos de infeegoes humanas. 536 As especies de Pantoea sao negativas para as 3 
descarboxilases (lisino-negativas, arginino-negativas e ornitino-negativas) e, em geral, tem pigmentagao amarela. 248 Veja 
outras caracteristicas fenotipicas nas Tabelas 6.7 e 6.16. 

Genero Pluralibacter. O genero Pluralibacter content duas especies: Pluralibacter [Enterobacter] gergoviae e 
Pluralibacter [Enterobacter] pyrinus . 62 

P. gergoviae causa infecgSes urinarias, e outras cepas foram isoladas do trato respiratorio e do sangue. 72 Bioquimicamente, 
essas especies estao mais proximas de E. aerogenes (lisino-positivas, arginino-negativas e ornitino-positivas), mas tem reagao 
intensa a urease. Essas bacterias tambem podem ser diferenciadas por suas reagSes negativas a adonitol, inositol e sorbitol, 
enquanto E. aerogenes e positivo para as tres. 

Genero Serratia. As especies de Serratia sao singulares entre Enterobacteriaceae porque produzem tres enzimas 
hidroliticas: lipase, gelatinase e DNase. Outra caracteristica que as diferencia e a resistencia a colistina e a cefalotina. Hoje em 


dia, existem 10 especies conhecidas, das quais sete foram isoladas de amostras clinicas humanas. A Tabela 6.20 descreve a 
diferenciapao bioquimica das especies de Serratia clinicamente importantes. 

S. marcescens e o representante mais importante do genero Serratia e esta associada frequentemente a varias infecpdes 
humanas, principalmente pneumonia e septicemia dos pacientes com neoplasias reticuloendoteliais em uso de quimioterapicos. 
Durante algum tempo, essa bacteria era usada como comensal inofensivo para detectar contain inapao ambiental, 
principalmente porque a pigmentapao vermelha tipica de algumas cepas era facil de detectar no meio de cultura (ver Prancha 
6.2 G). Entretanto, hoje se sabe que esse microrganismo e um patogeno importante com propriedades invasivas e tendencia a 
apresentar resistencia a muitos antibioticos utilizados comumente. .S’, marcescens pode ser uma bacteria oportunista nosocomial 
importante, como demonstrado em um caso recente de meningite infantil depois do uso de uma solupao contaminada do 
desinfetante cloreto de benzalconio. 577 Hoje sabemos que a especie antes conhecida como .S’, liquefaciens nao representa uma 
unica especie, mas um conjunto de varios GH-DNA, inclusive as especies nomeadas como S. proteamaculans e S. grimesii. 
Essas bacterias sao encontradas nas superficies das plantas e fazem parte do complexo “ Serratia liquefaciens-proteamaculans- 
grimesii.” As cepas dessas especies produzem compostos quimicos que promovem o crescimento das plantas, tem 
propriedades antifungicas, estimulam o estabelecimento de simbiontes fixadores de nitrogenio e atuam como patogenos dos 
insetos. 24 Como essas especies que constituem esse GH nao podem ser diferenciadas pelos testes bioquimicos disponiveis hoje 
em dia, recomenda-se que os membros dessas especies sejam relatados como “grupo de Serratia liquefaciens ”. Esse grupo 
pode ser diferenciado de S. marcescens por sua capacidade de fermentar L-arabinose. 

Como seu nome indica, S. rubidaea forma colonias pigmentadas de vermelho, mas raramente e isolada de amostras clinicas 
humanas. Ursua et al. 640 publicaram um caso de S. rubidaea isolada da bile e do sangue de um paciente com carcinoma das 
vias biliares, que fora submetido a procedimentos invasivos. Tambem existe relato de bacteriemia por .S', rubidaea em um 
paciente com cateter arterial. 588 .S’, odorifera produz odor de mofo estragado, semelhante ao odor de batatas com casca. Existem 
descritos dois biogrupos. O biogrupo 1 tem reapdes positivas a ornitina, sacarose e rafmose e e isolado predominantemente do 
escarro; contudo, ha relatos de que essa bacteria causou sepse grave em pacientes idosos imunossuprimidos 141,429 e sepse em 
um adolescente com talassemia major esplenectcmizadc. 256 O biogrupo 2 tem rea 9 des negativas a esses tres testes e foi isolada 
do sangue e do liquido cefalorraquidiano. 11 As cepas de .S’, plymuthica tambem podem produzir pigmento vermelho e foram 
isoladas do soro, da agua e de amostras de escarro humano. Embora geralmente S. plymuthica nao seja considerada uma causa 
de infec95es humanas graves, relatos recentes demonstraram que ela pode ser um patogeno significativo e causar osteomielite 
cronica, 68 infecpdes de feridas 92,146 e bacteriemias adquiridas na cornu nidadc e nos hospitais. 92,184,301 Essa bacteria tambem 
foi isolada do liquido peritoneal de um paciente com colecistite. 92 S.ficaria tem como habitats naturais figos e suas vespas. 253 
O isolamento dessa especie de amostras humanas e extremamente raro e, em geral, esta associado a relatos de ingestao de 
figos. 18,29,168 Existe um unico relato de isolamento de S.ficaria do sangue e de secrepoes de uma ferida causada por mordida de 
cao. 166 S. entomophila e um patogeno dos insetos e nao existem relatos de seu isolamento nos seres humanos. .S’, fonticola nao e 
propriamente uma especie de Serratia e e provavel que seja reclassificada. Essa bacteria e aquatica e foi isolada raramente de 
amostras clinicas humanas, principalmente feridas. 57,220,521 S. fonticola tambem foi isolada do sangue de um paciente com 
cancer digestivo no Medical Center da University of Illinois. A sensibilidade natural a antimicrobianos de cepas de Serratia 
isoladas raramente ( S. ficaria, S. fonticola, S. odorifera, S. plymuthica e S. rubidaea) foi relatada por Stock et al. 615 


Tabela 6.20 Diferenciagao das especies clinicamente importantes do genero Serratia, a 


Teste bioquimico 

5. 

marcescens 

5. 

liquefaciens 

S. rubidaea 

5. 

plymuthica 

S. ficaria 

S. fonticola 

5. odorifera, biogrupo 

1 2 

DNase (25°C) 

+ 

V (85) 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Lipase (oleo demilho) 

+ 

V (85) 

+ 

V (70) 

V (77) 

- 

V (35) 

V (65) 

Gelatinase (22°C) 

+ 

+ 

+ 

V (60) 

+ 

- 

+ 

+ 

Lisina (de Moeller) 

+ 

+ 

V (55) 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Ornitina (de Moeller) 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Odor de batatas 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

Pigmento vermelho, rosa ou 

laranja 

V 


V V 

Fermentagao de: 







L-arabinose 

D-arabitol 

D-sorbitol 

Sacarose 

Rafinose 

Utiliza^ao de malonato 


+ 

+ 


+ 

+ 

V (85) 


+ 

V (85) 

+ 

+ 

+ 


V (65) 
+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

V (70) 


+ 

+ 

+ 

V (21) 
+ 

+ 


+ 

+ 

+ 


+ 

+ 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas. A tabela 
inclui apenas as especies de Serratia que foram isoladas de amostras clinicas humanas. 

“Dados da referenda 253 e da Tabela 6.7. 


Tribo Proteeae. Proteeae abrangem tres generos: Proteus, Morganella e Providencia. A Tabela 6.6 descreve as 
caracteristicas sugestivas de que um microrganismo pertenpa a essa tribo. O’Hara et al. 4 revisaram a classificapao, a 
identificapao e o significado clinico de Proteeae. 

Genero Proteus. Estudos de semelhanpa do DNA esclareceram a classi ficapao dos microrganismos incluidos em Proteeae. 
Hoje em dia, o genero Proteus inclui cinco especies nomeadas: P. vulgaris, P. mirabilis, P. myxofaciens, P penneri e P. hauseri, 
alem de tres genomoespecies inominadas, que antes eram identificadas como membros do biogrupo 3 de P vulgaris . 6S 
Tradicionalmente, as cepas de P. vulgaris sao classificadas em tres biogrupos: 

Proteus do biogrupo 1: indol-negativo, salicino-negativo e esculino-negativo; resistente ao cloranfenicol. 

Proteus do biogrupo 2: reapoes positivas ao indol, a salicina e a esculina. 

Proteus do biogrupo 3: indol-positivo, salicino-negativo e esculino-negativo. 

Proteus do biogrupo 1 e representado por uma tinica especie genetica e, hoje em dia, e conhecido como P. penneri. 2 * 4 
Proteus do biogrupo 2 tambem e uma especie linica e conserva o nome P. vulgaris. Proteus do biogrupo 3 consiste em quatro 
especies geneticas diferentes, designadas como grupos DNA (genomoespecies) 3, 4, 5 e 6. O grupo DNA 3 pode ser 
diferenciado de Proteus dos grupos DNA 4, 5 e 6 por suas reapoes negativas ao tartarato de Jordan, a lipase e a DNase (Tabela 
6.21). Como o grupo DNA 3 pode ser diferenciado fenotipicamente das outras genomoespecies de Proteus, foi oficialmente 
denominado Proteus hauseri em homenagem a Gustav Hauser, microbiologista alemao que propos o genero Proteus em 
1885. 4 78 Proteus das genomoespecies 4, 5 e 6 continuarao sem nomes, ate que seja realizada sua diferenciapao fenotipica mais 
precisa. A Tabela 6.21 descreve a diferenciapao bioquimica das especies de Proteus e dos grupos DNA. 

O genero Proteus e encontrado no solo, na agua e nos materials contaminados por fezes. As especies de Proteus 
demonstram motilidade exuberante, observada no agar sem inibidores (p. ex., placa de agar-sangue) na forma de disseminapao 
ondulante dos microrganismos por toda a superficie do agar (ver Prancha 6.1 D). Sempre que for observado esse padrao de 
motilidade, deve-se suspeitar de especies de Proteus. P. mirabilis e a especie isolada mais comumente dos seres humanos, 
principalmente como agente etiologico de infecpdes das vias urinarias e de feridas. P vulgaris e isolada mais comumente de 
focos infectados dos pacientes imunossuprimidos, especialmente dos que utilizam antibioticos por periodos longos. Como se 
pode observar na Tabela 6.21, P. vulgaris e indol-positivo, enquanto P. mirabilis e indol-negativo. Desse modo, com a 
realizapao de um teste rapido da mancha de indol em uma colonia com padrao tipico de motilidade exuberante, pode-se 
estabelecer a identificapao preliminar de P. mirabilis ou P. vulgaris. As especies P. penneri 286 e P. myxofaciens tambem sao 
indol-negativas, mas raramente sao encontradas nos laboratories clinicos (essa ultima e um patogeno das larvas da mariposa- 
cigana, mas nao foi isolada das amostras humanas). Portanto, por motivos praticos, o isolamento de uma especie de Proteus 
indol-negativa pode ser identificado presuntivamente como P. mirabilis. Quase todas as cepas de P. mirabilis sao sensiveis a 
ampicilina e as cefalosporinas, enquanto P. vulgaris e resistente; desse modo, a maioria dos pacientes com infecpao clinica e 
isolamento de Proteus indol-negativos pode ser tratada com uma das penicilinas ou cefalosporinas de espectro amplo. 


Tabela 6.21 Diferenciagao das especies que fazem parte do genero Proteus, 3 



P. 


Proteus vulgaris, biogrupo 3 

Teste 

P. mirabilis myxofaciens P. penneri 

P. vulgaris 

P. hauseri DNA grupo 4 DNA grupo 5 DNA grupo 6 

Ornitina 

+ 

- 

- 

Indol 

- 

+ 

+ + + + 

Esculina 

- - - 

+ 

V (9) 





Salicina 

- 

- 

- 

+ 

- 

*- 

- 

V (9) 

Lipase 

+ 

+ 

V (35) 

V (14) 

- 

+ 

+ 

V (90) 

Tartarato 

V (87) 

+ 

V (89) 

V (14) 

- 

+ 

+ 

+ 

Ramnose 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

V (17) 

- 

DNase, 2S°C 

V (50) 

V (50) 

V (12) 

+ 

- 

+ 

+ 

V (55) 

Acetato 

V (20) 

- 

V (12) 

V (14) 

- 

- 

V (12) 

V (18) 


“Dados da referenda 478. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; os numeros 
entre parenteses sao as porcentagens das cepas que reagem positivamente. 

P. penneri e muito semelhante a P. vulgaris, mas difere desse ultimo por ter reapSes negativas ao indol, a salicina e a 
esculina, e por nao produzir sulfeto de hidrogenio no meio de TSI. Quando se suspeita de P. penneri, deve-se realizar um teste 
de sensibilidade ao cloranfenicol para confirmar sua identidade. P. penneri e resistente ao cloranfenicol, enquanto as outras 
especies de Proteus indol-negativas sao sensiveis a esse antibiotico (ver Tabela 6.21). 286 As infecpSes humanas comprovadas 
por P. penneri tem sido limitadas basicamente as vias urinarias e as feridas de abdome, virilha, pescopo e tornozelo.' 1 ■ Em 
um relato, os autores descreveram um paciente com leucemia que desenvolveu bacteriemia por P. penneri com abscesso 
subcutaneo coexistente na coxa, demonstrando o potencial invasivo dessa bacteria. 209 Os microbiologistas sao instruidos a 
suspeitar de quaisquer cepas isoladas de P vulgaris que sejam indol-negativas e sulfeto-negativas, pois podem ser isolados de 
P. penneri. 

Genero Morganella. Com base nos estudos geneticos realizados por Brenner et al. em 1978, a bacteria antes conhecida 
como Proteus morganii foi reclassificada no novo genero Morganella com o nome de M. morganii. 64 Estudos realizados por 
Jensen et al. demonstraram que M. morganii pode ainda ser separada em tres grupos de semelhanpa do DNA e sete 
biogrupos. 328 O grupo 1 por semelhanpa de DNA abrange os biogrupos A a D. O grupo 2 por semelhanpa de DNA contem os 
biogrupos E e F e dois terpos do biogrupo G (conhecidos como G-2). O grupo 3 por semelhanpa de DNA inclui o terpo restante 
do biogrupo G (conhecido como biogrupo G-l). Como G-l e G-2 sao fenotipicamente indistinguiveis, Jensen et a/. 328 
sugeriram dividirM morganii em apenas duas subespecies com base na fermentapao de trealose. As cepas de M. morganii que 
nao fermentam trealose sao designadas como M. morganii subesp. morganii, enquanto as que conseguem utilizar esse apucar 
sao referidas como M. morganii subesp. sibonii. 

M. morganii causa infecpSes das vias urinarias e de feridas, e tambem foi implicada como causa de diarreia. As infecpSes 
graves comprovadamente causadas porM morganii incluem um caso de meningite em um paciente com AIDS 416 e um caso de 
meningite e abscesso cerebral em um bebe com 8 dias de vida. 1 ’ 4 ' 1 M. psychrotolerans e uma cepa psicrotolerante de 
Morganella, que consegue crescer a temperaturas entre 2- e 35°C. Essa bacteria foi isolada do atum defumado congelado 
envolvido em um surto de intoxicapao histaminica na Dinamarca; contudo, ate hoje nao existem relatos de infecpSes humanas 
causadas por esse microrganismo. 207 Como se pode observar na Tabela 6.6, esse genero caracteriza-se por um padrao de reapao 
negativa para citrato de Simmon e sulfeto de hidrogenio e positiva para descarboxilase de ornitina. A Tabela 6.22 descreve a 
diferenciapao bioquimica das subespecies e dos biogrupos. 

Genero Providencia. As especies de Providencia clinicamente significativas sao: Providencia alcalifaciens, Providencia 
stuartii, Providencia rettgeri e as recem-descritas Providencia rustigianii 287 e Providencia heimbachae. 450 Todas as especies 
desse genero desaminam fenilalanina, mas apenas P. rettgeri hidrolisa ureia consistentemente. A Tabela 6.23 descreve as 
diferenpas bioquimicas entre as especies. 

Com excepao das infecpSes urinarias, das quais Penner citou varios surtos nosocomiais, ’ as infecpSes causadas por 
especies de Providencia sao raras e limitadas a relatos de casos isolados. Todas as especies podem ser isoladas das fezes; 
contudo, apenas P. alcalifaciens pode causar doenpa diarreica, geralmente nas crianpas. 32 Hickman-Brenner et al. 2 * 1 
designaram P. rustigianii ao que antes era conhecido como biogrupo 3 de P. alcalifaciens. Essa bacteria tambem foi isolada das 
fezes, mas sua funpao na patogenia das doenpas diarreicas ainda e questionavel. Uma especie nova - P. heimbachae - foi 
descrita nas fezes de pinguins e em um feto de vaca aborlado. 14 Existe apenas um relato de infecpao humana por P. 
heimbachae isolada das fezes de uma mulher de 23 anos com diarreia idiopatica. 483 Chamberland et al. relataram um caso de 
infecpao por Providencia stuartii em um abscesso renal, identificada erroneamente por meio do cartao da Vitek 8 2 GN ID 
(bioMerieux) como Pasteurella canis (probabilidade de 99%). A mesma cepa foi identificada pelo sistema API 8 20 E 
(bioMerieux) no nivel de genero como Pasteurella multocida (86,1%) versus Pasteurella pneumotropica/Manheimia 
haemolytica (13,5%). Essa bacteria foi identificada pela tecnica MALDI-TOF como Providencia stuartii quando se utilizaram 
o sistema Biotyper® (versao do software 3.0; Bruker-Daltonics, Billerica, MA, EUA) e o Vitek 8 MS (versao do banco de dados 



2.0; bioMerieux). Depois disso, o sequenciamento do gene do rRNA 16S forneceu o resultado definitivo de Providencia 

• • 132 

stuartn. 


Tabela 6.22 Diferenciagao das especies do genera Morganella. a 



M. morganii subesp. morganii - Biogrupos 

M. morganii subesp. sibonii - 

Biogrupos 

Teste bioquimico 

A 

B 

c 

D 

E 

F 

G 

lisina 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

d+ 

- 

Ornitina 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Trealose 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Tetracidina (% de sensibilidade) 

100* 

100 

14 

100 

0 

0 

21 

Mobilidade 

+ 

- 

d+ 

- 

+ 

+ 

+ 


“Dados da referenda 328. 

6 As cepas com uma zona > 28 mm ao redor da tetraciclina foram consideradas sensiveis (concentragao inibitoria minima [CIM] 
correspondente: < 2 mg/mf). enquanto as que apresentam uma zona com diametro < 15 mm foram consideradas resistentes as 
tetraciclinas (CIM correspondente: > 32 mg/mf). 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; d+ = reagao 
retardada, 50 a 89% sao positivas dentro de 48 horas. 


Tabela 6.23 Diferenciagao das especies do genera Providencia, a 


Teste bioquimico 

P. alcalifaciens 

P. rustigianii 

P. heinbachae 

P. stuartii 

P. rettgeri 

Hidrolise deureia 

- 

- 

- 

V (30) 

+ 

Utilizagao de citrato 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Fermentagiode: 






Inositol 

n 

- 

V (46) 

+ 

+ 

Adonitol 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

Arabitol 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Trealose 

- 

- 

- 

+ 

- 

Galactose 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas. 
“Dados da referenda 450 e de outras fontes. 


Tribo Yersinieae. Tres especies de Pasteurella, inclusive o agente etiologico da peste humana ( Pasteurella pestis), foram 
designadas formalmente a um genero novo - Yersinia - na 8 a edigao do Sergey’s Manual e classificadas na familia 
Enterobacteriaceae. O nome do genero, Yersinia, originou-se do nome do bacteriologista frances Alexander Yersin que, em 
1894, identificou pela primeira vez um microrganismo hoje conhecido como Yersinia pestis. A Tabela 6.6 descreve as 
caracteristicas principais de Yersinieae. 

Embora as especies qualifiquem-se bioquimicamente para sua inclusao entre Enterobacteriaceae, essas bacterias aparecem 
como cocobacilos pequenos na coloragao pelo Gram e podem ser pequenas e puntiformes no agar MacConkey, principalmente 
certas cepas de Y. pestis e Y. pseudotuberculosis. O crescimento ideal ocorre entre 25° e 32°C. As colonias tendem a ter 
dimensdes puntiformes depois de 24 horas de incubagao em agar-sangue de carneiro. Quando a incubagao e mantida a 
temperatura ambiente, depois de 40 horas podem aparecer colonias convexas branco-acinzentadas, que medem entre 1 e 2 mm 
de diametro. 

Genero Yersinia. Yersinia e o unico genero da tribo Yersinieae. Tres especies - Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. 
enterocolitica - foram incluidas quando o genero foi transferido para Enterobacteriaceae. Em 1980, tres especies novas foram 
propostas para as cepas que, no passado, constituiam subgrupos de Y. enterocolitica: 44 ’ 65 ' 13 ’ 639 Y. frederiksenii foi o nome 
atribuido ao biogrupo ramnose-positivo; 639 Y. intermedia e a designagao das cepas atipicas que fennentam ramnose, rafmose e 
melibiose; 65 e Y. kristensenii e o nome conferido ao biogrupo sacarose-negativo e trealose-positivo, que antes fazia parte de Y. 





enterocolitica , 44 Hoje em dia, 17 especies estao incluidas no genero Yersinia; contudo, apenas tres (Y. pestis, Y. 
pseudotuberculosis e Y. enterocolitica) sao patogenos humanos inquestionaveis. Uma especie {Y. ruckeri ) e um patogeno dos 
peixes, nao causa infecgao humana conhecida e provavelmente sera transferida para outro genero. 214 A Tabela 6.24 descreve as 
caracteristicas diferenciadoras dessas varias especies clinicamente importantes. 

Tabela 6.24 Diferenciagao das especies do genero Yersinia, a 


Teste K pestis 

bioquimico 

K Y. 

pseudotuberculosis enterocolitica 

Y. 

frederiksenii 

K 

intermedia 

K 

kristensenii 

K 

aldovae 

K 

bercovieri 

K 

mollaretii 

K rohdei 

Indol 

V (50) 

+ 

+ 

V (30) 

- 

- 

- 

- 

Ornitina 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (40) 

V (80) 

V (80) 

V (25) 

Motilidadea 

25 a 28°C 

Fermentagaode: 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Sacarose 

+ 

+ 

+ 

- 

V (20) 

+ 

+ 

+ 

Ramnose 

V (70) 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

Celobiose 

V (75) 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

V (25) 

Sorbitol V (50) 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (60) 

+ 

+ 

+ 

Melibiose V (50) 

V (70) 

- 

V (80) 

- 

- 

- 

- 

V (50) 


a Dados das referencias 43, 660 e de outras fontes. Todos os testes foram realizados entre 25 e 28°C. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; Dl = dados 
indisponiveis. 


► Peste | Y. pestis. Peste e uma doenga infecciosa da Antiguidade que persiste nos tempos atuais. Y. pestis, que passa 
obrigatoriamente por um ciclo de vida em pulgas-roedores-pulgas, causa peste bubonica - doenga zoonotica rapida e 
extremamente fatal responsavel por no minimo tres pandemias durante os seculos V, VIII a XIV e XIX a XXI (Boxe 6.14). 519 

► Epidemiologia. Y. pestis e endemica em varios roedores, inclusive ratos, esquilos do solo, marmotas, camundongos e 
coelhos. Existem duas formas epidemicas da doenga: peste urbana, mantida na populagao de ratos urbanos; e peste silvestre, 
endemica em 17 estados do oeste dos EUA (Figura 6.7) e mantida por marmotas, camundongos, coelhos e ratos. A bacteria e 
transferida entre os roedores, ou deles para os seres humanos por meio das pulgas. Os casos humanos tem sido concentrados 
em duas rcgioes principais dos EUA: (1) uma area no sudoeste dos EUA, que inclui Novo Mexico, nordeste do Arizona, sul do 
Colorado e sul de Utah; e (2) uma regiao na Costa do Pacifico, que abrange California, Oregon e oeste de Nevada (Figura 
6.7).Durante o intervalo de 1988 a 2002, 112 casos de peste humana foram notificados por 11 estados do Oeste. A maioria 
(97) dos pacientes foi exposta em quatro estados (Novo Mexico, Colorado, Arizona e California). 12- Cerca de 80% dessas 
exposigSes ocorreram nos ambientes peridomiciliares, principalmente nos que ofereciam alimento abundante e abrigos para 
roedores suscetiveis a peste e infestados por pulgas. As infecgSes domesticas ocorrem quando seres humanos, animais 
domesticos (especialmente gatos) e roedores peridomiciliares trazem pulgas para dentro da residencia e expoem mais pessoas. 
Os gatos domesticos que podem vaguear livremente nas areas em que a peste afeta roedores estao mais sujeitos a infecgao e, 
por isso, acarretam risco mais alto de transmissao peridomiciliar aos seres humanos. Os gatos infectados desenvolvem 
abscessos orais, por meio dos quais eles transmitem a peste diretamente as pessoas por meio de lambidas, arranhoes ou 
mordidasf Entre 1977 e 1998, foram notificados 23 casos humanos de peste transmitida por gatos nos estados do Oeste e 
cinco desses pacientes morreram. 243 


Boxe 6.14 


Historia da peste 

Houve tres grandes pandemias de peste com intervalos de 600 anos, cada uma come^ando no final de um periodo historico importante: Peste Justiniana no final da 
Antiguidade, Peste Negra no final da Idade Media e Pandemia Moderna no final da era atual. 

A primeira pandemia. A Peste Justiniana (541-544), assim denominada em referenda ao imperador romano do seculo VI, espalhou-se pelos paises do 
Mediterraneo entre 532 e 595 e causou mais de 100 milhoes de mortes. Essa pandemia comegiu no Egito e se espalhou pelos paises do Oriente Medio e da Europa 
mediterranea. Depois disso, as 2 a a 1 Y epidemias (558-654) ocorreram a intervalos de 8 a 12 anos e, porfim, afetaram todo o "mundo conhecido" 




A segunda pandemia. A Peste Negra (1347-1351) comeqru na area do mar Negro, espalhou-se para a Sicilia e, porfim, afetou toda a regiao da Europa ate Gra- 
Bretanha, Escandinavia e oeste da Russia. Cerca de 17 a 28 milhoes de europeus morreram da doen^a, o que representava 30 a 40% da populagao da Europa. As 
epidemias continuaram a intervalos de 2 a 5 anos entre 1361 a 1480 e em ciclos menos frequentes ao longo do seculo XVII. A segunda pandemia tambem se 
espalhou por todo o "mundo conhecido". 

A terceira pandemia. A Pandemia da Era Moderna comeqru em 1855 em Yunnan, uma provincia do sudoeste da China. Hong Kongfoi afetada em maiode 1894; 
Bombaim em 1896; Madagascar em 1898; Egito, Portugal, Japao, Paraguai e Africa oriental em 1899; e Manila, Glasgow, Sidnei e San Francisco em 1900.0s surtos 
que ocorreram na India causaram mais de 10 milhoes de vitimas entre 1896 e 1918, representando a maioria das mortes que ocorrem durante essa pandemia. Em 
seguida, epidemias localizadas irromperam em todo o planeta ate a decada de 1950, quando a pandemia terminou. 

Peste nos EUA. Depois que a peste apareceu em Hong Kong em 1894, espalhou-se rapidamente e chegou ao porto de San Francisco em 1900 por meio das 
embarca^oes. Quase na mesma epoca, a doemja tambem apareceu no Brasil, em Nova Orleans e em Nova York. A relutancia dos oficiais do departamento de saude 
da California em admitir que a peste ocorria em Chinatown resultou na inicia^ao da infeqao silvestre. Atraves da infeqao silvestre (principalmente do esquilo do 
prado), a infec^ao fmalmente cobriu grande parte do oeste dos EUA (17 estados); a maioria dos casos ocorreu nos estados de Arizona, California, Colorado, Novo 
Mexico e Oregon. Entre 1947 e 1996, ocorreram 390 casos de peste nos EUA, resultando em 60 mortes (15,4%). A forma mais comum da doen^a foi a peste 
bubonica - 327 (84%) casos resultando em 44 (14%) mortes -, seguida da peste septicemica primaria - 49 (13%) casos e 11 (22%) mortes - e da peste 
pneumonica primaria - 7 (2%) casos e 4 (57%) mortes. Sete casos e urn obito nao foram classificados. 1 ,s v 



■ FIGURA 6.7 Numeros de casos de peste por local - oeste dos EUA, 1970 a 2002. (Centers for Disease Control and Prevention. 
Imported plague - New York City, 2002, MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2003:52:725-728.) 

Os viajantes podem adquirir peste em uma area e adoecer em outra, na qual a doenga nao e endemica (i. e., peste 
peripatetica). Embora seja rara, a peste peripatetica tem mais chances de levar ao obito pela demora em buscar atendimento 
medico ou pelos erros de diagnostico nas regibes nas quais os profissionais de saude podem estar menos familiarizados com a 
doenga. 122 No estado atual de conscientizagao ampla acerca da possibilidade de terrorismo, os casos peripateticos tambem 
poderiam ser confundidos com os que seriam causados pela dispersao intencional da bacteria causadora da peste (Boxe 6.15). 

► Sindromes clinicas. Existem tres formas clinicas conhecidas de peste: bubonica, septicemica e pneumonica. Em geral, as 
formas septicemica e pneumonica sao secundarias a forma bubonica, enquanto essa ultima e a apresentagao mais comum nos 
EUA (ver Boxe 6.14). A peste bubonica caracteriza-se por edema dos linfonodos cervicais, axilares e inguinais, dependendo da 
localizagao da porta de entrada da bacteria. A disseminagao hematogenica das bacterias aos outros orgaos e tecidos pode 
causar coagulagao intravascular e choque endotoxico, responsaveis pela coloragao escura dos membros (Prancha 6.5 A e 
Quadro de correlagbes clinicas 6.5). 


Boxe 6.15 


Epidemiologia, diagnostico, tratamento e profilaxia e notificagao da peste (Yersiniapestis) 

Epidemiologia 














1. Em geral, a peste e transmitida aos seres humanos por picadas de pulgas de um roedor infectado. 

2. Os periodos de incubagao sao de 1 a 7 dias para a peste bubonica e 1 a 4 dias para a peste pneumonica. 

3. A taxa de mortalidade dos casos nao tratados de peste bubonica e > 50%. 

4. Animais domesticos (/'. e., gatos e caes) podem ser portadores de pulgas infectadas pela bacteria causadora da peste. 

5. Os riscos induem caga, uso de armadilhas, gatos domesticos e residencia rural em areas endemicas para a peste. 

6. A transmissao interpessoal pode ocorrer depois do contato com uma lesao supurativa (peste bubonica) ou por meio das goticulas respiratorias (peste 
pneumonica). 

7. Nos casos tipicos, a peste adquirida naturalmente comega como peste bubonica; a dispersao intencional (/. e., terrorismo) poderia ser evidenciada 
principalmente por peste pneumonica. 

Manifestagdes clinicas 

1. Os sinais e sintomas induem febre, calafrios, mal-estar, odinofagia e cefaleia. 

2. 0 paciente comumente tern linfadenite (bubao) e os linfonodos inguinais sao afetados em 90% dos casos. 

3. A infecgao pode progredir para choque (peste septicemica) e para pneumonia (peste pneumonica). 

Exames laboratoriais 

1. Colorado bipolar, ovoide com formato de "alfinete de fralda" e bacterias gram-negativas sugerem infecgao por Y. pestis. 

2. 0 teste de anticorpo fluorescente direto (AFD) ou o ensaio imunossorvente de captura de antigeno ligado a enzima sao especificos. 

3. Os exames confirmatorios induem cultura ou aumento de 4 vezes ou mais no titulo de anticorpo. 

Tratamento recomendado 

1. Tratamento primario: estreptomicina; alternativas: gentamicina, tetracidinasou doranfenicol. 

2. A mortalidade associada a peste bubonica diminui acentuadamente com o tratamento apropriado. 

3. Os pacientes com peste pneumonica primaria nao tendem a sobreviver quando nao recebem tratamento apropriado nas primeiras 18 h depois do inicio dos 
sintomas respiratorios. 

Profilaxia e notificagao 

1. Instruir o publico quanto aos sintomas da peste, ao mecanismo de transmissao e aos metodos de prevengao. 

2. Usarrepelentesdeinsetos. 

3. Assegurar construgoes a prova de roedores. 

4. Evitar o manuseio de roedores ou acampar perto de covas de roedores. 

5. Tratar com inseticidas caes e gatos das areas rurais em que a peste e endemica. 

6. Notificar os casos de peste e os animais doentes ou mortos as autoridades de saude. 

Ver Prancha 6.5 A a D. 

Baseado na referencia 122. 


► Diagnostico laboratorial. A confirmagao laboratorial de todas as formas de peste esta baseada em metodos microbiologicos 
ou na demonstragao sorologica do antigeno ou dos titulos de anticorpo. Nossos colegas do Colorado Department of Health 
observaram que as hemoculturas sao positivas em cerca de 80% dos pacientes com peste bubonica e 100% dos casos de peste 
septicemica. A coloragao pelo Gram (Prancha 6.5 B) do material aspirado dos buboes demonstra bacilos gram-negativos em 
cerca de dois tergos dos casos, enquanto a coloragao pelo Giemsa (Prancha 6.5 C) do esfregago de sangue periferico 
comumente mostra a coloragao bipolar tipica de Yersinia. As colonias tem crescimento lento nos meios comuns e aspecto de 
cobre batido quando examinadas sob o estereoscopio (Prancha 6.5 D). A reagao observada no agar de TSI em 24 horas e 
semelhante a que se observa com as especies de Pasteurella (i. e., produgao fraca de acidos na parte inclinada e pouca ou 
nenhuma alteragao no fundo). Pesquisadores desenvolveram um teste diagnostico rapido, que utiliza uma fita de teste com 
anticorpos monoclonais para detectar o antigeno FI (proteina especifica de Y. pestis). Esse teste produz resultados confiaveis 
dentro de 15 minutos, poderia ajudar a controlar a doenga nos paises em desenvolvimento e, talvez, acelerar a detecgao e o 
tratamento da infecgao durante um ataque de bioterrorismo. 1 4 

► Infecgoes causadas por Y. pseudotuberculosis. Y. pseudotuberculosis tambem e endemica em diversos animais (inclusive 
galinaceos) e causa linfadenite mesenterica, principalmente nas criangas com um quadro clinico semelhante ao da apendicite 
aguda. 1 ” 1 Em casos raros, ocorre uma forma septicemica de infecgao por Y. pseudotuberculosis, descrita principalmente em 
pacientes com alguma doenga subjacente (p. ex., cirrose hepatica, hemocromatose ou diabetes) e acarreta taxa de mortalidade 
alta (75%), apesar do tratamento com antibioticos. 395 Tambem existem relatos de casos raros de infecgao urinaria e prostatite 
cronica. 155,456 Os veiculos de transmissao e as fontes da infecgao por Y. pseudotuberculosis sao desconhecidos. Em razao de sua 
semelhanga com Y. enterocolitica, alguns autores presumem que seja um patogeno transmitido por alimentos, mas as 
evidencias nesse sentido limitam-se aos poucos surtos sugestivos e a dois surtos maiores: um no Canada, relacionado com leite 



pasteurizado, 469 e outro na Finlandia, atribuido a alface-americana contaminada e originado de uma fazenda que utilizava agua 
nao tratada para irrigar os campos por aspersao. 4 1 Os testes bioquimicos principals utilizados para diferenciar Y. 
pseudotuberculosis de Y. enterocolitica sao ornitina-descarboxilase, sacarose e sorbitol. A primeira bacteria e negativa para 
todos esses tres testes, enquanto a segunda e positiva (Tabela 6.24). 

► InfecQoes causadas por Y. enterocolitica. Y. enterocolitica esta amplamente distribuida nos reservatorios aquaticos e nos 
animais, mas os suinos atuam como reservatorio principal das cepas patogenicas ao ser humano. 59 Essa e a especie de Yersinia 
isolada mais comumente das amostras clinicas. Nos seres humanos, a porta de entrada e a via orodigestiva, e a infecgao ocorre 
no ileo terminal que, anatomicamente, esta localizado perto do apendice. Os microrganismos aderem e penetram no ileo, 
causando ileite terminal, linfadenite e enterocolite aguda com manifestagoes secundarias como eritema nodoso, poliartrite 643 e, 
menos comumente, septicemia 153,233 e endocardite. 251 A septicemia causada por Y. enterocolitica esta associada quase 
exclusivamente aos pacientes com sobrecarga de ferro, ou que fazem tratamento com desferrioxamina (um agente quelante do 
ferro). 59 Os pacientes com P-talassemia e excesso de ferro estao mais sujeitos a ter yersinose grave, mesmo quando sua 
sobrecarga de ferro (avaliada pelo nivel serico de ferritina) esta apenas moderadamente elevada e nao estao em tratamento com 
agentes quelantes do ferro. s Existem seis biovariantes (1A, IB, 2, 3, 4 e 5) e mais de 50 sorogrupos de Y. enterocolitica; 
contudo, geralmente apenas cinco (designados como 0:1,2a,3; 0:3; 0:5,27; 0:8; e 0:9) sao considerados patogenicos aos 
seres humanos. 48 O biogrupo 1A nao tem determinantes de virulencia das cepas invasivas e nao e considerado patogenico. 59 Os 
biogrupos restantes sao de origern humana e podem ser divididos em biogrupo IB (encontrado principalmente nos EUA) e 
biogrupos 2 a 5 (Europa e outros paises). Neubauer et a/. 463 sugeriram a divisao de Y enterocolitica em duas subespecies; Y. 
enterocolitica subesp. enterocolitica para o biogrupo IB e Y. enterocolitica subesp. palaearctica para as biovariantes europeias. 


Quadro de correlates clinicas 


6.5 


Peste humana 


Quando os badlos da peste (Y. pestis) sao introduzidos em um hospedeiro humano, os microrganismos replicam na area inicial de infecgao, que pode ser o local da 
picada de pulga, a corrente sanguinea ou o pulmao; por isso, podem ocorrer tres formas clinicas da doenga: 


1 . Bubonica. 0 periodo de incubagao da peste bubonica e de 7 dias ou menos a contar da picada de uma pulga infectada. As bacterias patogenicas espalham-se 
para os linfonodos regionais, geralmente nas virilhas (mais comum), nas axilas ou no pescogo. Um sinal precoce da infecgao linfonodal e o aparecimento de 
inflamagbes grandes e dolorosas conhecidas como buboes. Em geral, o paciente tem febre de inicio subito, calafrios, fraqueza e cefaleia. Depois de algumas 
horas, os pacientes podem sentir dor intensa nas regioes anatomicas dos buboes. Os pacientes tornam-se prostrados e letargicos, e podem ficar agitados, 
especialmente quando os buboes sao tocados. A peste bubonica e a forma mais branda da doenga, mas a taxa de mortalidade dos casos nao tratados e de cerca 
de 75%. 

2. Pneumonica. Em geral, essa forma e secundaria a peste bubonica, embora tambem possa resultar da exposi^ao direta as goticulas respiratorias de outro 
paciente com peste pneumonica ou de um gato infectado. 202,665 0 periodo de incubagao da peste pneumonica e mais curto (2 a 3 dias). Inicialmente, os 
pacientes tem febre e mal-estar e, depois de 1 dia, apresentam sinais pulmonares. Nesses casos, as manifestagoes clinicas sao tosse, dor toracica e hemoptise, 
geralmente com escarro purulento contendo bacilos da peste (Prancha 6.5 B e C). A peste pneumonica e seguida rapidamente de sepse e morte a menos que o 
tratamento antibiotico seja iniciado no primeiro dia. A taxa de mortalidade passa de 90% se o paciente nao for tratado. Os casos suspeitos de peste 
pneumonica devem ser colocados em isolamento respiratorio e notificados imediatamente as autoridades de saude publica, de modo que possam ser iniciados 
procedimentos rapidos de diagnostico, avaliagao ambiental e medidas de controle. 

3. Septicemica. A infecgao direta da corrente sanguinea depois de uma picada de pulga, ou a disseminagao dos bacilos da peste dos linfonodos para a 
circulagao, pode causar peste septicemica. Todos esses pacientes tem hemoculturas positivas. A doenga caracteriza-se por febre alta, delirium, convulsoes 
(criangas), choque septico e coagulagao intravascular disseminada (CID). Os pacientes desenvolvem manchas hemorragicas pretas (Prancha 6.5 A) que 
originaram o nome da peste: "Peste Negra". 


Diagnostico. A peste deve ser considerada nos pacientes febris expostos a roedores ou outros mamiferos em areas endemicas conhecidas (Figura 6.7). 0 
diagnostico diferencial da peste inclui sindrome de Reye, tularemia, pneumonia bacteriana e abdome agudo cirurgico. A evolugao febril de um paciente prostrado 
com bubao deve sugerir peste ou tularemia: nesse caso, o diagnostico bacteriologico pode ser estabelecido facilmente por meio de um esfregago e da cultura do 
material aspirado do bubao. 

Tratamento. Tratamento primario: estreptomicina; alternativas: gentamicina, tetracidinas ou doranfenicol. 122 


Modificado da referenda 619. 


► Associagao entre Y. enterocolitica e reagoes transfusionais. Y. enterocolitica foi isolada de uma unidade de sangue doado, 
enviada ao Microbiology Laboratory do University of Illinois Hospital para cultura depois de uma reagao transfusional. O 
paciente que recebeu a bolsa de sangue contaminado desenvolveu calafrios com tremores e uma sindrome semelhante ao 
choque depois da transfusao de cerca de 50 in {. Casos semelhantes tambem foram descritos em outros paises, ilustrando a 
capacidade que essa bacteria tem de crescer em temperaturas baixas. 50,106 ’ 114,314 ’ 611 ’ 620 ’ 635 Entre novembro de 1985 e novembro 
de 1996, os CDC relataram 21 casos de sepse associada as transfusoes de hemacias contaminadas por Y. enterocolitica . 114 A 
investigagao desses casos levou a conclusao de que a contaminagao do sangue resultou da bacteriemia assintomatica por Y. 



enterocolitica entre os doadores de sangue por ocasiao da doagao. Arduino et al. 2 ' demonstraram que Y. enterocolitica , quando 
foi inoculada em bolsas de concentrado de hemacias e armazenada a 4°C, podia proliferar e produzir endotoxina depois de um 
periodo de latencia de 2 a 3 semanas. Com base nesses relatos, esta claro que Y enterocolitica deve ser considerada sempre que 
houver suspeita de bacteriemia ou endotoxemia associada as transfusoes. Se desejar mais informagoes, o leitor pode consultar 
o artigo de revisao de Wagner et al. 652 

► Associagao entre Y. enterocolitica e preparagao de linguigas caseiras. Nos parses nos quais Y. enterocolitica tomou-se uma 
causa importante de diarreia, o sorotipo predominante e 0:3, e os suinos parecem ser os reservatorios principais da infecgao. 626 
Uma revisao das cepas clinicas de Y. enterocolitica enviadas ao Yersinia Reference Laboratory dos CDC, entre 1970 e 1980 e 
de 1986 a 1988, demonstrou mudanga do sorotipo predominante de Y. enterocolitica 0:8 para 0:3 nos EUA. Essa mudanga 
coincidiu com um surto de gastrenterite causada pelo sorotipo 0:3 de Y. enterocolitica em Atlanta entre novembro de 1988 e 
janeiro de 1989. Esse surto acometeu 15 pacientes (todos afro-americanos), dos quais 14 eram lactentes (com idade media de 3 
meses). Todas essas criangas tiveram doenga diarreica febril, diretamente associada a preparagao domestica de linguigas 
(intestino grosso de porcos). Embora nenhum desses lactentes tivesse contato direto com as linguigas cruas, em quase todos os 
casos as pessoas que cuidavam deles referiam historia de limpar linguigas. 378 Y. enterocolitica foi cultivada dos recipientes 
fechados com linguigas, dos contatos domesticos dos casos e tambem dos recipientes com linguigas compradas nos 
supermercados da localidade. Em 10 dos 12 contatos domiciliares expostos, as linguigas foram preparadas para uma refeigao 
de Dia de Agao de Gragas, Natal ou Ano-Novo. Uma investigagao da cadeia de armazenamento dos mercados de Atlanta 
revelou que a venda das linguigas se limitava em grande parte ao periodo entre outubro e janeiro, com pico em novembro. Os 
dados obtidos de outras investigagoes reforgaram a associagao entre a preparagao das linguigas durante o periodo de feriado 
entre o Dia de Agao de Gragas e o Natal e os casos de infecgao por Y. enterocolitica', isso sugere que a triagem rotineira para Y. 
enterocolitica esteja justificada em alguns hospitais, principalmente nas comunidades negras e especialmente para criangas 
com menos de 1 ano de vida. 6,123,379,431 Veja informagSes sobre preparagao segura de linguigas no site 
http://www.ph.dhr.state.ga.us/epi/news/oct02/103102.shtml. 123 

► Isolamento de Y. enterocolitica de amostras clinicas. A maioria das cepas de Y. enterocolitica cresce nos agares entericos 
seletivos e forma pequenas colonias lactose-negativas no agar MacConkey e no agar SS em 48 horas. Em alguns laboratories, 
as placas com agar MacConkey inoculadas com amostras de fezes de casos suspeitos de especies de Yersinia sao incubadas 
rotineiramente a temperatura ambiente. Y enterocolitica em particular pode ser isolada mais facilmente das amostras clinicas 
incubadas a 25°C. O enriquecimento a frio das amostras altamente contaminadas (p. ex., fezes) por incubagao das culturas a 
4°C por 1 a 3 semanas em solugao salina tamponada com fosfato, antes da realizagao de subcultures em meios entericos, 
tambem facilita o isolamento de Y. enterocolitica , 501 Weissfeld e Sonnenwirth " relataram que o tratamento das fezes com 
hidroxido de potassio a 0,5% em uma proporgao de 1:2 por 2 minutos, seguido da inoculagao no agar enterico, resultou no 
isolamento de quantidades maiores de Yersinia. Head et al. 1 descreveram a superioridade do agar de cefsulodina-irgasana- 
novobiocina (CIN) para isolar Y. enterocolitica das suspensoes de fezes contendo 102 UFC ou menos. O uso dos metodos de 
enriquecimento a frio e dos meios de culture especializados (p. ex., agar de CIN) para isolar Yersinia geralmente nao e 
necessario, porque, nos casos de enterocolite, as bacterias sao encontradas comumente em concentragoes relativamente altas. O 
uso do agar de EMB nao e recomendado, pois Y. enterocolitica e sacarose-positiva e, nesse meio, fica parecida com os 
coliformes. Um problema semclhante pode ocorrer com o uso do agar de TSI, que tambem contem sacarose. 

► Identificagao de Y. enterocolitica. Y. enterocolitica e bioquimicamente mais reativa a temperatura ambiente que a 37°C. Em 
nossa experiencia, as cepas de Y enterocolitica isoladas geralmente nao permitem uma identificagao aceitavel quando 
analisadas pelos sistemas Vitek® ou API® 20E a uma temperatura de incubagao de 37°C. Entretanto, as tiras de API® 20E 
incubadas a temperatura ambiente permitem uma identificagao aceitavel. Essa observagao foi confirmada por estudos 
recentemente publicados. 20,592 Neubauer et al. compararam os sistemas API® 20E, API® Rapid 32 IDE e testes baseados em 
PCR, e demonstraram que esse primeiro sistema fomeceu sensibilidade mais alta, tanto no nivel de genera quanto no de 
especies. 464 Um estudo subsequente realizado pelo mesmo grupo observou que o cartao da Vitek® GNI identificou Yersinia 
com precisao de 96,3% no nivel de genera e precisao de 57,4% no nivel de especies. 388 Embora os antissoros que realmente 
possam ser usados para sorotipar as cepas de Y. enterocolitica nao estejam prontamente disponiveis, Farmer et al. descreveram 
quatro testes simples, que podem ser utilizados na triagem dos sorotipos patogenicos. Esses testes sao os seguintes: teste da 
pirazinamidase; fermentagao de salicina-hidrolise de esculina; fermentagao de D-xilose; agar de oxalato de magnesio e 
vermelho Congo (CR-MOX; do ingles, Congo red-magnesium oxalate) usado para detectar captagao desse corante; e 
crescimento calcio-dependente a 36°C. 219 

► Sensibilidade antimicrobiana de Y. enterocolitica. Y. enterocolitica dos sorogrupos 0:3 e 0:9 podem produzir duas 
betalactamases mediadas cromossomicamente, resultando em resistencia a ampicilina, cefalotina e carbenicilina. As cepas do 
sorotipo 0:8 sao sensiveis a ampicilina e tem sensibilidade variavel a carbenicilina e as cefalosporinas. Os testes in vitro nao 
sao confiaveis e o uso de cefalosporinas de espectro amplo em combinagao com um aminoglicosidio parece eficaz para a 
maioria das infecgoes extraintestinais, inclusive septicemia. 249 Fluoroquinolonas, isoladamente ou junto a aminoglicosideos ou 


cefalosporinas de amplo espectro, tambem parecem efetivas. 249,580 A sulfametoxazol-trimetoprima mostra eficacia in vitro, mas 
tem pouco efeito na evo I upao clinica (durapao) da gastrenterite causada por Y. enterocolitica. 6 ’' 00 

► Outras especies de Yersinia. Y. frederiksenii e isolada mais comumente de agua doce, alimentos e solo nao irrigado, e 
apenas raramente foi isolada de amostras humanas. Essa bacteria pode ser recuperada de amostras do solo utilizando agar 
MacConkey ou SS incubado a 25°C por 48 horas; as tecnicas de enriquecimento a frio raramente sao necessarias. Y. 
frederiksenii parece fazer parte da flora comensal e nao causa diarreia. Farmer et air 2 " descreveram algumas cepas isoladas de 
seres humanos e encaminhadas aos CDC, obtidas de amostras de feridas e secrepoes respiratorias. 

Y. intermedia tambem pode ser isolada das amostras fecais humanas por enriquecimento a frio, mas provavelmente nao esta 
relacionada com doenpa intestinal. Bottone 58 revisou a literatura medica ate 1976 e encontrou 21 relatos de casos de infecpSes 
extraintestinais causadas por essas especies ramnose-positivas atipicas. Desses casos, oito eram de conjuntivite e tres de 
infecpoes urinarias. Bottone acrescentou mais tres casos representativos de infecpSes das vias urinarias, de conjuntiva e de 
abscesso axilar. 

Farmer et al. 220 citaram seis amostras recebidas pelos CDC, das quais foi isolada Y. kristensenii: quatro de fezes, uma de 
sangue e uma de urina. A patogenia dessa bacteria ainda nao esta definida. Y aleksiciae e fenotipicamente semelhante a Y. 
kristensenii, com excepao de que ela e positiva para lisina-descarboxilase. As cepas foram isoladas das fezes de seres humanos, 
ratos, toupeiras, renas e porcos, assim como de laticinios. O significado clinico dessa bacteria e desconhecido. 604 Pesquisadores 
descreveram quatro especies de Yersinia, todas bioquimicamente semelhantes a Y. enterocolitica. Todas elas foram isoladas 
muito raramente de seres humanos. Y. rohdei foi isolada das fezes de caes, agua e fezes humanas. 16 Y. aldovae (antes conhecida 
como grupo X2 semelhante a Y enterocolitica) foi encontrada na superficie da agua, na agua potavel e nos peixes. 43 Y. 
mollaretii (antes descrita como biogrupo 3A de Y. enterocolitica) foi isolada das fezes de seres humanos, da agua potavel, das 
cames e de vegetais crus. 660 Y. bercovieri (antes classificada como biogrupo 3B da Y. enterocolitica) foi descrita em fezes 
humanas, agua, solo e vegetais. 660 Tambem existem mais cinco especies de Yersinia {Y. entomophaga, Y. massiliensis, Y. 
nurmii, Y. pekkanenii e Y. similis), isoladas de reservatorios nao humanos e nao associadas a infecpSes humanas. 

Tribo Erwinieae. Erwinieae sao patogenos principalmente das plantas e sao apenas saprofitos nos seres humanos. As 
especies do genero Erwinia podem ser divididas em tres grupos filogeneticos. O grupo I abrange as erwinias verdadeiras e 
inclui E. amylovora, E. mallotivora, E. persicinus, E. psidii, E. rhapontici e R. tracheiphila. As especies do grupo 11 foram 
transferidas para o genero Pectobacterium e incluem P. carotovorum subesp. atrosepticum, P. carotovorum subesp. 
betavasculorum, P. carotovorum subesp. carotovorum, P. carotovorum subesp. odoriferum, P. carotovorum subesp. wasabiae, 
P. cacticidum, P. chrysanthemi e P. cypripedii. Os membros do grupo III foram classificados no genero novo Brenneria como 
B. alni, B. nigrifluens, B. paradisiaca, B. quercina, B. rubrifaciens e B. salicisr " As especies de Erwinia, Pectobacterium e 
Brenneria causam doenpas de murcha e apodrecimento das plantas, plantapSes de alimentos e arvores, ou fazem parte da flora 
epifitica. Existe um relato de infecpao urinaria causada por Erwinia persicinus em uma mulher de 88 anos; ate entao, tal 
bacteria havia sido isolada apenas de frutas e vegetais. 485 Recentemente, uma especie patogenica nova isolada de arvores 
eritrina doentes foi considerada suficientemente diferente das especies de Erwinia, Brenneria e Pectobacterium para justificar 
sua classificapao em um genero novo designado Samsonia erythrinae , 621 

Diversos generos novos de Enterobacteriaceae 

A Tabela 6.25 apresenta uma relapao das especies de Enterobacteriaceae descritas mais recentemente e menos comumente. As 
designapSes dos generos e das especies mais recentes originaram-se de estudos de hibridizapao do DNA e das caracterizapoes 
bioquimicas realizadas com cepas atipicas encaminhadas aos CDC e outros laboratories de referenda para identificapao e 
classificapao. Alguns dos nomes desses generos novos foram aplicados as cepas bacterianas que, no passado, eram conhecidas 
como grupos entericos atipicos com base na classificapao dos CDC. Varios grupos entericos ainda nao foram nomeados, mas 
provavelmente alcanparao status de genero no futuro, depois de reunida quantidade suficiente de cepas. 

Caracteristicas de identificagao de especies novas de Enterobacteriaceae. A Tabela 6.26 descreve as 
caracteristicas principais de identificapao dos varios generos novos. O processo de aprendizagem dos generos novos nao 
precisa ser muito dificil, lembrando que a maioria dessas bacterias representa cepas atipicas diretamente relacionadas com 
grupos bem-estudados. Por exemplo, os generos muito semelhantes Buttiauxella 228 e Kluyvera 122 evidenciam-se 
fenotipicamente como “E. coli citrato-positiva”; a Tabela 6.26 descreve as caracteristicas especificas pelas quais elas podem 
ser diferenciadas. As bacterias pertencentes a Cedecea 225,26S sao semelhantes a Serratia, mas nao hidrolisam gelatina ou DNA. 
Inicialmente, os membros das especies de Ewingella 261 Rahnella 5,2 e Tatumella 295 estavam agrupados como Pantoea 
agglomerans porque apresentam reapSes negativas para descarboxilases da lisina, ornitina e arginina. Os generos Yokenella e 
Obesumbacterium 541542 sao semelhantes a Ekafnia alvei', Moellerella 2W pode ser considerada Providencia fenilalanino-negativa 
e lactose-positiva; e Leminorella 290 pode ser entendida como uma especie de Proteus fenilalanina-negativo e urease-negativa. 
Utilizando esse tipo de orientapao, a identificapao torna-se um pouco mais facil. 


Tabela 6.25 Generos e especies novos da familia Enterobacteriaceae. 


Designacao nova Designacao antiga Comentarios 

Arsenophonusnasoniae Especie nova 


Averyella dalhousiensis Grupo enterico 58 


Budvicia aquatica 

"GH" 

Buttiauxella agrestis 

"Grupo F" 

Buttiauxella brennerae 

Especie nova 

Buttiauxella ferragutiae 

"Grupo F" grupo enterico 63 

Buttiauxella gaviniae 

"Grupo F" grupo enterico 64 

Buttiauxella izardii 

Especie nova 

Buttiauxella noackiae 

Grupo enterico 59 

Buttiauxella warmboldiae 

Especie nova 

Cedecea davisae 

"Subgrupo Davis do grupo enterico 15' 


Cedecea lapagei 

"Cedecea especie 4" 

Cedecea neteri 

“Cedecea sp., cepa 002' 


“Cedecea sp., cepa 001' 

Cedecea sp. 3 

“Cedecea sp., cepa 12" 

Cedecea sp. 5 


Cedecea sp. 6 


Ewingella americana 

Grupo enterico 40 

Kluyvera ascorbata 

Grupo enterico 8 


Kluyvera cochleae 

Especie nova 

Kluyvera cryocrescens 

Grupo enterico 8 

Kluyvera georgiana 

Grupo enterico 8, 


Kluyvera sp. grupo 3 

Kluyvera intermedia 

Enterobacter intermedium 

Leclercia adecarboxylata 

Grupo enterico 41, 


Nao foi isolada dos seres humanos. Causa o tra^o destruidor de machos da vespa 
parasitaria Nasonia vitripennis 

Isolada dinicamente de feridas e fezes 

H 2 S (+). Encontrada comumente na agua potavel e nas superficies da agua. Foi 
isolada das fezes humanas, mas nao esta associada a doen^as humanas 

Bioquimicamente semelhante a Kluyvera. As reaves principals sao IMViC (-, +, 
+), LAO (-, +) e sacarose (-). Isolada da agua. Nao existem relatos de 

cepas isoladas de seres humanos 

Isolada de moluscos, agua, solo e seres humanos 

Isolada da agua e do solo 

Isolada de moluscos 

Isolada de moluscos 

Semelhante a Pantoea agglomerans, exceto por ser arginino-positiva. Isolada de 
moluscos, feridas e escarro humanos, alem de alimentos 

Isolada dos caracois 

Cedecea e semelhante a Serratia, porque e lipase (+) e resistente a colistina e a 
cefalotina, mas, ao contrario dessa ultima, a primeira tern reaves (-) para a 
gelatina e DNase. C. davisaeea especie mais comum. Escarro e o material no 
qual e encontrada mais comumente 

Isolada de amostras das vias respiratorias humanas 

Isolada de hemoculturas de paciente com cardiopatia valvar 

Isolada do escarro e do sangue represado no corapio durante a necropsia 

Ferida do pododactilo 

IMViC (-, +, +, +) e LAO (-, -, -). No passado, as cepas eram classificadas como 
Enterobacter agglomerans, mas diferem dela porque sao arabinose (-). 
Isolada de escarro, feridas e hemoculturas 

Semelhante a E. coli, exceto por ser positiva para malonato, esculina e citrato. 
Pigmento roxo-escuro nos meios que nao content sangue. A amostra mais 
comum de onde e isolada e o escarro, depois urina, fezes e sangue 

Isolada de moluscos 

Semelhante a K. ascorbata, exceto por crescer e fermentar glicose a 5°C 
Isolada defaringe e escarro humanos 

Isolada de ferida do pe, sangue, fezes e bile 

IMViC (+, +, -, -) e LAO (-, -, -). Pigmento amarelo. Semelhante a E. coli nos 


Leminorella grimontii 

Leminorella richardii 
Leminorella especie 3 
Moellerella wisconsensis 

Photorhabdus luminescens subesp. 
luminescens 

Photorhabdus luminescens subesp. 
akhurstii 

Photorhabdus luminescens subesp. 
laumondii 

Photorhabdus temperata, subesp. 
temperata 

Photorhabdus asymbiotica 
Pragiafontium 

Rahnellaaquatilis 

Rahnella especie 2 
Rahnella especie 3 
Shinwellia pseudoproteus 

Tatumellaptyseos 


Trabulsiella guamensis 

Xenorhabdus beddingii 

Xenorhabdus bovienii 


Escherichia adecarboxylata, agares MacConkey e EMB. Isolada de varias amostras clinicas, alimentos, 

Enterobacter agglomerans GH XI a 9 ua e ambiente 


Grupo enterico 57 

Grupo enterico 57 
Grupo enterico 57 
Grupo enterico 46 

Xenorhabdus luminescens 

Especie nova 


Especie nova 


H 2 S (+), TDA (-), LAO (-, -) e IMViC (-, +, +). Isolada das fezes e urina 

humanas 

Igual a L. grimontii, com exce^ao de ser IMViC (-, -) 


Semelhante a £. coli nos meios entericos. IMViC (-, +, +), LAO (-, -), 

lactose e sacarose (+). Isolada originalmente de coproculturas em Wisconsin 

Bioluminescente e bioguimicamente inativa. Crescimento ideal a 25°C. Todas as 
cepas isoladas de seres humanos fazem parte de P. asymbiotica. As colonias 
tern pigmentagao amarela, produzem uma rea^ao hemolitica incomum e sao 
negativas para redu^ao de nitrato. As cepas foram isoladas de feridas e 
sangue humanos 


Especie esubespecie novas 


Especie nova 


Grupo H2 


H 2 S (+), bioguimicamente semelhante a Budvicia. Isolada mais comumente da 
agua potavel da Tchecoslovaguia 

LAO (-, -), imovel a 36°C, mas movel a 25°C, PAD (+ fraca), sem pigmento 
amarelo. Pode ter sido confundida com E. agglomerans no passado. Isolada da 
agua, dos alimentos e de varias amostras humanas 


Flavobacterium proteus, 
Obesumbacterium proteus, 
biogrupo 2 

Grupo EF-9 


Grupo enterico 90 


Nao ha relatos de isolamento dos seres humanos. Contaminante comum em 
cervejaria. Cresce lentamente guando incubada a 36°C, o gue dificulta sua 
identificagao 541 - 542 

Colonias puntiformes de crescimento lento, relativamente inerte. Movel a 25°C, 
mas imovel a 35°C. Os flagelos sao polares, laterals ou subpolares, em vez de 
peritriquios. Zonas amplas de inibigao formam-se ao redor dos discos 
contendo penicilina (10 U). Reagao muito lenta (+fraca) ao PAD. Isolada de 
amostras clinicas humanas, principalmente escarro 

H 2 S (+) e bioguimicamente semelhante a Salmonella. IMViC (-, +, -, +), lisina 
(+), arginina (50% +) e ornitina (+). Isolada do solo e das fezes humanas. 
Nao ha indicios de gue cause doen^a 


Xenorhabdus nematophilus subesp. 
beddingii 


Xenorhabdus nematophilus subesp. 
bovienii 


Xenorhabdus japonicus 


Xenorhabdus nematophilus 
Xenorhabdus poinarii 


Yokenella regensburgei 


Grupo enterico 60 


Achromobacter nematophilus Isolada apenas de nematodeos 

Xenorhabdus nematophilus subesp. 
poinarii 

Koserella trabulsii, Grupo enterico 45, Bioquimicamente semelhante a Hafniaalvei. Difere por ser resistente a colistina e 
biogrupo NIH japones 9, Hafnia VP (-). Isolada de sangue, feridas, secregoes farlngeas, escarro, fezes e agua 

atlpica, Hafnia especie 3 

Bioquimicamente inativo. Isolado da urina e do escarro 


Grupo enterico 68 


DNase (+), mas sob outros aspectos e bioquimicamente diferente de Serratia. 
Isolado clinicamente da urina 


Grupo enterico 137 


Muito semelhante a CitrobacterfarmerieCitrobacteramalonaticus. Isolado de 
escarro, urina e feridas 656 


IMViC = indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer, citrato; LAO = lisina, arginina, ornitina; MIO = motilidade, indol, ornitina; PAD = 
fenilalanina-desaminase; GH = grupo de hibridizagao; + = > 90% das cepas sao positivas; - = > 90% das cepas sao negativas; v = 
variavel. 


Os padrdes reativos desses generos e especies novos foram incorporados aos arquivos de codigos numericos da maioria dos 
sistemas de identificagao computadorizada. Desse modo, os nomes desses generos e dessas especies podem aparecer nos 
laudos gerados pelo computador em muitos sistemas disponiveis no mercado. Nesses casos, pode ser necessario checar 
visualmente cada reagao quanto a precisao e avaliar outras caracteristicas utilizando a Tabela 6.26 ou a Tabela 6.7 ampliada. A 
correlagao cuidadosa da atividade bioquimica com os pad roes de crescimento e o aspecto das colonias nos meios de agar 
geralmente e suficiente para assegurar uma identificagao precisa. Nunca e demais enfatizar que os estudantes e os 
microbiologistas precisam conservar as orientagdes fundamentais quanto a morfologia, fisiologia e bioquimica das bacterias, 
de modo que possam realizar identificagdes precisas. 


Tabela 6.26 Caracteristicas diferenciadoras de Enterobacteriaceae novas. 



Caracteristicas 







Genero 

do genero 

Especies e caracteristicas diferenciadoras 







B. agrestis 

Kluyvera 

Kluyvera 







ascorbata 

cryocrescens 



Buttiauxella 

Indol — 

Indol 

- 

+ 

+ 



Ferragut 228 ( grupo F, 

VM/VP +/- 

Lisina 

- 

+ 

V (23) 



Gavini, 1976) 

Citrato + 

Ascorbato 

- 

+ 

- 




Lisina — 

Glicose (5°C) 

+ 

- 

+ 




Arginina— 

Sacarose 

- 

+ 

+ 




Ornitina+ 








Sacarose - 


C. davisae 

C. lapagei 

C. neteri 

SPEC 3 

SPEC5 

Cedecea, Grimonti 268 

0NPG + 

Ornitina 

+ 

- 

- 

- 

+ 

(grupo enterico 15) 

VM/VP + V (50 a 

Sacarose 

+ 

- 

+ 

V (50) 

+ 


80) 








Citrato + 

Sorbitol 

- 

- 

+ 

- 

+ 


Esculina + 

Rafinose 

- 

- 

- 

+ 

+ 


Lipase (oleode 

Xilose 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 



milho) + 



DNase - 

Melibiose 

- 

- 

- 

+ 


Gelatina - 

Malonato 

+ 

+ 

+ 

- 


Colistina R 







Cefalotina R 


E. americana 

P. agglomerans 



Ewingella, Grimonto 267 

Indol — 

Arabinose 

- 

+ 



(grupo enterico 40) 

VM/VP +/+ 

Xilose 

V (15) 

+ 




Citrato + 

Pigmento 

- 

V (75) 





amarelo 






Lisina — 







Arginina — 







Ornitina — 


K. ascorbata 

K. cryocrescens 



Kluyvera, Farmer 222 

Indol + 

Ascorbato 

+ 

- 



(grupo enterico 8) 

VM/VP +/- 

Glicose (5°C) 

- 

+ 




Citrato + 

Lisina 

+ 

V (23) 




Malonato + 







Esculina + 


L. adecarboxylata 

E. coli 

P. agglomerans 


Leclercia, Tamura et 

Indol + 

Lisina 

- 

+ 

- 


al m (Escherichia 

VM/VP +/- 

Adonitol 

+ 




adecarboxylata, 

grupo enterico 41) 

Citrato - 

Malonato 

+ 

- 

V 



Lisina — 

Arginina — 

Pigmento 

+ 

- 

+ 



Ornitina — 

amarelo 

L. grimontii 

L. richardii 

Especiesde 







Proteus 


Leminorella, 

H 2 S + 

Vermelhode 

+ 

- 

+ 


Hickman- 


metila 




Fenilalanina — 

Brenner 290 

Citrato 

+ 


-/V (15 a 65) 



(grupo 






Manose- 

enterico 57) 

Dulcitol 

V (83) 

- 

- 


Arabinose + 


Fenilalanina 

i 

- 

+ 


Xilose + 


Urease 

- 

- 

+ 


L/A/0 


Arabinose 

+ 

+ 

- 





M. wisconsensis 

Especiesde 







Providencia 



Moellerella, Hickman- 

Indol- 

Fenilalanina 

— 

+ 




Brenner 290 (grupo 

VM/VP +/- 

Lactose 

+ 

— 


enterico 57) 

Citrato + 

Sacarose 

+ 

V (15 a 50) 



Lisina — 

ONPG 

+ 

- 



Arginina — 

Tirosina 

- 

+ 



Ornitina — 






Fenilalanina - 






Colistina R 


R. aquaticus 

P. agglomerans 


Rahnella, Izard etal. m 

Indol — 

Motilidade (36°C) 

- 

+ 


("grupo H2") 

VM/VP +/- 

Fenilalanina 

+ 

V (20) 



Citrato + 

Pigmento 

- 

V (75) 




amarelo 





Ureia — 






Fenilalanina + 






fraca 






L/A/0 — 






Motilidade — 






(36°C)/+ 






(25°C) 


S. pseudoproteus 

Hafnia alvei 

H. alvei 7 

Shinwellia 

Indol — 

Manitol 

- 

+ 

V (55) 

(Obesumbacterium), 

Priest 541,542 

VM/VP V (15)/- 

Salicina 

- 

V (13) 

V (55) 


Citrato - 

Arabinose 

- 

+ 

- 


Lisina + 






Ornitina + 






Motilidade — 


1 ptyseos 

P. agglomerans 


Tatumella, Hollis 

Indol — 

Manitol 

- 

+ 


(biogrupo EF-9) 

VM/VP-/-/(+ 

Fenilalanina 

+ 

V (20) 



Coblenz) 






L/A/0 -/-/- 

Motilidade (36°C) 

- 

+ 



Fenilalanina + 

Penicilina 

S 

R 



fraca 






Sacarose + 






Gelatina - 


T. guamensis 

Salmonella 

Salmonella 





subgrupo 4 

subgrupo 5 


Trabulsiella, McWhorter 

H 2 S + 

Dulcitol 

- 

- 

+ 

eta/. 425 (grupo 

Indol V (40) 

Lactose 




enterico 90) 

VM/VP +/- 

ONPG 

+ 

- 

+ 


Citrato + 

Malonato 

- 

- 

- 


Lisina + 

Crescimento em 

+ 

+ 

+ 



KCN 





Arginina V (50) 

Ferm. mucato 

+ 

- 

V (85) 


Ornitina + 

d-sorbitol 

+ 

+ 

+ 


KCN + 


Y. regensburgei 

H. alvei 


Yokenella, Kosako et 

Indol — 

VP 

- 

+ 


al. 362 ( Koserella 

VM/VP +/- 

Citrato 

+ 



trabulsii, grupo 

enterico 45) 

Citrato + 

Melibiose 

+ 

- 



Lisina + 

Colistina R 

+ 

- 



Ornitina+ 






Celobiose + 






Melibiose + 






Importancia clinica das especies novas de Enterobacteriaceae. A reclassificarjao e as altera?5es aparentemente 
interminaveis da taxonomia bacteriana e o acrescimo frequente de generos e especies novos poderiam ser desencorajadores 
para estudantes e professores. Entretanto, Fanner et al. conduziram um estudo de pontuagSes dos biogrupos nao classificados 
submetidos a icicnti fica?ao nos CDC e, em seu trabalho classico, que resume todos os generos antigos e novos de 
Enterobacteriaceae conhecidos ate janeiro de 1985, colocaram em ordem o que nao estava. 220 Como foi assinalado por esses 
pesquisadores, ate 95% de todos os especimes de Enterobacteriaceae isolados nos laboratories clinicos sao E. coli, K. 
pneumoniae e Proteus mirabilis; mais de 99% das bacterias isoladas fazem parte de apenas 23 especies, resultando na 
incidencia menor que 1% no isolamento de varias especies recem-designadas. Desse modo, as bacterias citadas na Tabela 6.25 
raramente sao encontradas na maioria dos laboratories clinicos; contudo, como o Dr. Farmer ressaltou, existem ao menos tres 
razoes pelas quais essas especies novas de Enterobacteriaceae sao importantes para os microbiologistas clinicos: (1) algumas 
especies causam infec?5es humanas graves; (2) outras aparecem em amostras clinicas, mas sua fun?ao etiologica na doenrja e 
desconhecida; e (3) algumas sao bioquimicamente semelhantes as especies mais conhecidas e, por isso, podem dificultar a 
ideniificagao. A importancia clinica dessas especies mais novas isoladas das amostras clinicas humanas pode ser resumida da 
seguinte forma: 

Avery’ella dalhousiensis e o nome proposto para o grupo enterico 58 dos CDC. 330 A. dalhousiensis foi isolada mais 
comumente de lesoes traumaticas, fraturas e feridas e, raramente, fezes. 220 Existe um caso publicado de septicemia associada a 
infeerjao de um cateter venoso central. 330 ^, dalhousiensis nao esta incluida nos bancos de dados dos sistemas de idcntificagao 
disponiveis no mercado e e confundida mais comumente com especies de Enterobacter, Salmonella, Serratia, Kluyvera ou 
Escherichia , 330 Existem poucas informa95es sobre a epidemiologia, a patogenia ou a importancia clinica desse microrganismo. 
As reagdes fenotipicas estao relacionadas na Tabela 6.7. 

Floje em dia, o genero Buttiauxella inclui sete especies (ver Tabela 6.25), que ocorrem frequentemente em grandes 
quantidades nos intestinos de caracois, lesmas e outros moluscos. 44 ' Algumas cepas foram isoladas de solos e agua potavel nao 
poluidos, aguas de superficie, esgoto, solo e amostras fecais, mas nao foram isoladas de especies clinicos estereis primarios. 449 
Duas cepas de bacterias semelhantes a B. gaviniae foram isoladas clinicamente de amostras de urina e ferida da perna na 
Belgica. Essas cepas eram bioquimicamente indistinguiveis de B. gaviniae, mas o sequenciamento do gene do rRNA16S nao 
foi conclusivo. 174 

Cedecea davisae foi isolada de amostras respiratorias, 31 sangue, 1,13,165,411,516 abscesso escrotal, 30 ulcera cutanea, 27 e ulcera 
oral. 418 C. neteri foi relatada como causa de bacteriemia. 11,225 C. lapagei foi referida como causa de infeegoes pulmonares, 151 
peritonite, 170 pneumonia 681 e bacteriemia. 162 



Ewingella americana foi descrita em 1983 e assim denominada em homenagem ao bacteriologista dos EUA William 
Ewing. -1,7 As cepas originais foram isoladas de amostras clinicas humanas, inclusive escarro, sangue, secregoes faringeas, 
feridas de pododactilo e primeiro quirodactilo, urina e fezes. 220 ' 267 E. americana foi implicada em bacterimia, 182 524 bacteriemia 
associada aos cateteres, 408 um surto de bacteriemia nosocomial' 2 ’ e um surto de pseudobacteriemia associada aos tubos de 
coleta de sangue nao estereis. 422,423,424 Essa bacteria tambem foi associada a colonizagao de feridas, 40 conjuntivite 283 e peritonite 
de um paciente em dialise peritoneal. 

Hoje em dia, o genero Kluyvera abrange quatro especies (ver Tabela 6.25). 449,511 Originalmente, as cepas de Kluyvera 
foram isoladas de amostras clinicas humanas e do ambiente. As amostras humanas mais comuns eram de escarro, seguidas de 
urina, fezes, secregdes faringeas e sangue. 222 As fontes ambientais descritas foram esgoto, solo, ragao de galinaceos, agua, leite 
e um ralo de hospital. 222 Existem poucos relatos de infecgoes graves causadas por especies Kluyvera , os quais incluiram vias 
urinarias, 636 vesicula biliar, 632 sistema digestivo 10,215 e tecidos moles da fronte depois de um corte com lata de repolho. 402 Alem 
disso, existem descritos casos de bacteriemia associada a cateteres, 676 e mediastinite e bacteriemia depois de cirurgias cardiacas 
abertas. 595 Ate 1987, nao se conhecia a ocorrencia de K. intermedia (antes conhecida como E. intermedins e grupo HI) 650 nos 
seres humanos, mas Prats et al. 539 descreveram quatro cepas de K. intermedia {E. intermedins ) isoladas de uma ferida do pe, 
sangue, fezes e bile. Mais recentemente, O’Hara eta/. 486 relataram o isolamento de K. intermedia na vesicula de um paciente 
com colecistite, cuja cultura tambem cresceu estreptococos do grupo D e Staphylococcus coagulase-negativo. 

A importancia clinica de L. adecarboxylata e desconhecida, mas existem relatos de cepas isoladas de amostras humanas 
como sangue, escarro, urina, fezes e fendas, 164 - 167 - 173 ’ 178 " 234 ’ 397 - 420 - 435 - 498 - 560 - 591 - 622 ’ 629 Existem no minimo dois relatos de 
bacteriemia por L. adecarboxylata em lactentes prematuros. 453,461 No hospital da University of Illinois, L. adecarboxylata foi 
encontrada como colonizadora do tubo endotraqueal de um recem-nascido e na urina obtida por cistoscopia de um paciente 
com insuficiencia renal. Nos dois casos, a bacteria foi isolada junto com outras especies patogenicas; por isso, nao foi possivel 
definir seu papel etiologico. Em um terceiro caso, L. adecarboxylata foi isolada em cultura pura do sangue de um paciente com 
insuficiencia renal cronica em hemodialise. Stock et al. estudaram os padroes de sensibilidade antimicrobiana natural e os 
perfis bioquimicos de L. adecarboxylata, e relataram que as cepas eram naturalmente sensiveis a tetraciclinas, 
aminoglicosidios, quase todos os betalactamicos (exceto dois), quinolonas, inibidores da via do folato, cloranfenicol, 
nitrofurantoina e azitromicina. Essa bacteria era naturalmente resistente a penicilina G, oxacilina, eritromicina, claritromicina, 
cetolidios, lincosamidios, estreptograminas, linezolida, glicopeptidios, rifampicina e fosfomicina. 616 

Leminorella foi isolada principalmente das fezes e da urina. 290 Existe um caso relatado de peritonite espontanea causada 
por L. grimontii , 163 Blekher et al. 51 revisaram os prontuarios medicos de 14 pacientes dos quais foram isoladas especies de 
Leminorella e classificaram 43% dos casos como patogenos confirmados, 29% como patogenos provaveis e 21% como 
patogenos potenciais. As sindromes clinicas incluiam infecgdes urinarias (6 casos), infecgao de ferida ciriirgica (3) e 
bacteriemia primaria, peritonite, infecgoes respiratorias e infecgao dos tecidos moles (1 de cada). Em um caso de bacteriuria 
assintomatica, a cepa isolada nao era clinicamente importante. 51 As especies de Leminorella aparecem em colonias lactose- 
negativas nos meios de semeadura primaria e produzem reagao alcalina no inclinado e reagao acida fraca com produgao de H 2 S 
no fundo do tubo de TSI depois de 48 horas. Semelhante a Proteus, as especies de Leminorella sao H 2 S-positivas, D-manose- 
negativas e tirosino-positivas, mas, ao contrario dessa ultima, tem reagdes negativas para ureia e fenilalanina e reagao positiva 
para L-arabinose. 

Moellerella wisconsensis foi encontrada originalmente em amostras de fezes humanas, principalmente no estado de 
Wisconsin. 89 Tambem foi isolada de agua, animais e outras amostras clinicas alem de fezes, como vesicula biliar 1 6,674 e 
aspirado bronquico. 654 Entretanto, a maioria das cepas foi isolada de fezes humanas, e existem evidencias de que M. 
wisconsensis esteja associada a diarreia humana. 320 No agar MacConkey, as colonias tem coloragao vermelho-vivo com bile 
precipitada ao seu redor; desse modo, elas sao indistinguiveis das colonias de E. coli . 28 ‘’ Stock et al. relataram que M. 
wisconsensis e naturalmente sensivel a doxiciclina, minociclina, todos os aminoglicosidios, varios betalactamicos, todas as 
fluoroquinolonas, inibidores da via do folato, cloranfenicol e nitrofurantoina. 

As especies de Photorhabdus sao as unicas bacterias bioluminescentes terrestres (a bioluminescencia bacteriana e 
encontrada principalmente nas especies marinhas). A classificagao no genero e complexa e, hoje em dia, existem tres especies 
conhecidas: P. luminescens (antes conhecida como Xenorhabdus luminescens), P. temperata e P. asymbiotica. 54,231 Ha varias 
subespecies reconhecidas (Tabela 6.25). As especies de Photorhabdus vivem no intestino de alguns nematodeos patogenicos 
para os insetos, no qual estabelecem uma relagao simbiotica. Os nematodeos dessas especies conseguem invadir as larvas de 
insetos suscetiveis e liberam Photorhabdus spp. As bacterias proliferam e matam as larvas do inseto. 250 Os nematodeos 
patogenicos para insetos que abrigam especies de Photorhabdus sao usados como biopesticidas em alguns paises, inclusive 
EUA e Australia. Nesses dois paises, foi descrito um total 12 infecgoes humanas por Photorhabdus spp., a maioria consistindo 
em infecgdes de pele e tecidos moles, raramente bacteriemia. 223,250,512 As colonias desenvolvem-se nas placas de agar-sangue 
depois de 24 a 48 horas de incubagao a 35°C e a temperatura ambiente, com uma tendencia a “enxamear”. 250 A caracteristica 
que define sua presenga e a luminescencia fraca, que pode ser detectada a olho nu em ambientes totalmente escuros. Gerrard et 
al. observaram que e fundamental que os olhos do examinador sejam adaptados a escuridao por 10 minutos. 250 Hoje em dia, as 



especies Photorhabdus nao constam dos bancos de dados do MicroScan® Rapid ou dos paineis de identificapao durante a noite, 
ou dos cartdes Vitek ® GNI+, resultando em erros de identificapao quando se utilizam esses sistemas. 270 

O genero Rahnella consiste em tres especies muito semelhantes: R. aquatilis e duas genomoespecies, que nao podem ser 
diferenciadas fenotipicamente de R. aquatilis, pelo que receberam os nomes comuns Rahnella genomoespecie 2 e 
genomoespecie 3. 71 Como seu nome indica, o habitat natural de Rahnella aquatilis e a agua, e a maioria das cepas originais da 
colepao dos CDC foi isolada da agua, exceto duas isoladas de seres humanos (uma de ferida por queimadura e outra dos 
lavados bronquicos de um paciente infectado pelo HIV). 278 Dos poucos casos publicados na literatura sobre R. aquatilis, a 
maioria descreve infecpoes em pacientes imunossuprimidos. Alem das cepas isoladas pelos CDC, outros autores descreveram o 
isolamento dessa bacteria de escarro (um paciente com leucemia linfocitica cronica e enfisema), 143 vias urinarias (um paciente 
com rim transplantado), 14 ferida cirurgica possivelmente causada por uma fonte nosocomial 413 e sangue de pacientes 
imunossuprimidos 88,90 ’ 242 ’ 260 ’ 298 e imunocompetentes. 133 R. aquatilis tambem foi isolada de vegetais (principalmente cenouras) 
comprados em supermercados 276 e foi identificada como agente etiologico de um odor fenolico/fumarento (devido a produpao 
de guaiacol) no leite achocolatado fervido e refrigerado. 329 

Das cepas originais de Tatumella ptyseos estudadas pelos CDC, 30 originaram-se do escarro, seis de culturas de secrepao 
faringea, tres do sangue e um para cada uma das seguintes amostras: aspirado traqueal, tubo de alimentapao, faringe, fezes e 
urina. 295 Pesquisadores relataram o isolamento de T. ptyseos na hemocultura de um recem-nascido com suposta sepse. 624 
Existem tres diferenpas marcantes entre T. ptyseos e os outros membros da familia Enterobacteriaceae: (1) as cepas formam 
uma zona ampla de inibipao ao redor da penicilina; (2) tendem a morrer em determinados meios utilizados no laboratorio (p. 
ex., agar-sangue) dentro de 7 dias; e (3) geralmente tem apenas um flagelo (polar, subpolar ou lateral) em cada celula. 

Trabulsiella guamensis, antes conlrecida como grupo enterico 90, e H 2 S-positiva e bioquimicamente se assemelha a 
Salmonella dos subgrupos 4 e 5. 425 Cepas dessa bacteria foram isoladas da poeira de aspirador de po, solo e fezes humanas; 
contudo, nao ha evidencia de que ela cause diarreia. O interesse principal do microbiologista clinico por essa bacteria pode ser 
a possibilidade de que seja confundida com uma cepa de Salmonella (ver Tabela 6.26). 

Yokenella regensburgei foi identificada originalmente como biogrupo 9 dos NIH pelo departamento dos NIH no Japao 363 e, 
mais tarde, ficou evidente que era identica a “ Koserella trabulsii ” (grupo enterico 45) nomeada pelos pesquisadores dos 
CDC. 288 ’ 362 Como o nome Y. regensburgei tem prioridade sobre “AT. trabulsii ” porque foi publicado antes, o uso desse ultimo 
termo descritivo foi abandonado. De acordo com os relatos originais, Y. regensburgei foi isolada dos tratos intestinais dos 
insetos e dos popos de agua, assim como de amostras clinicas humanas como feridas dos membros, vias respiratorias 
superiores, urina, fezes e liquido articular do joelho. 288,363 Mais recentemente, Abbott e Janda descreveram o isolamento de Y 
regensburgei do sangue de um paciente com bacteriemia transitoria e de uma ferida do joelho de um paciente com diagnostico 
de artrite septica. 3 Esse microrganismo e mais semelhante a //. alvei, da qual precisa ser diferenciado (ver Tabela 6.26). 

Tecnicas de triagem rapida para identificagao imediata 

E. coli - bacteria isolada mais comumente nos laboratories clinicos - geralmente e identificada presuntivamente quando 
colonias secas oxidase-negativas e fermentativas de lactose no agar MacConkey produzem reapao positiva no teste rapido de 
indol (quando e testado em uma colonia que cresce nos meios nao inibitorios, como e o caso do agar-sangue), principalmente 
quando a bacteria e isolada em cultura pura. 34 O teste de indol tambem e usado em muitos laboratorios para a definipao rapida 
das especies de Proteus com padrao de motilidade “exuberante” nas placas de isolamento primario. 35 Qadri et al. descreveram 
um teste rapido (2 minutos) para urease. 544 Esse teste pode ser usado para diferenciar possiveis patogenos fecais que requeiram 
testes bioquimicos do grupo Proteus-Providencia-Morganella nao patogenico. Taylor e Achanzar descreveram o uso do teste 
de catalase (com H 2 0 2 a 3%) como recurso auxiliar a identificapao de Enterobacteriaceae. 628 Esses autores observaram reapdes 
intensas para catalase entre Serratia, Proteus e Providencia; reapdes moderadas entre Salmonella, Enterobacter, Klebsiella e 
raramente Escherichia', e reapdes fracas entre Shigella e a maior parte de Escherichia. Os mesmos autores relataram o uso do 
teste rapido para catalase na triagem das colonias suspeitas em meios entericos, que podem simular patogenos fecais. As 
colonias de Serratia, Proteus, Providencia ou Pseudomonas sao descartadas rapidamente por reapdes de catalase intensas, ao 
contrario das salmonelas, que sao negativas e, por isso, sao separadas para avaliapao mais detalhada. Chester e Moskowitz 140 
descreveram atividade de catalase entre alguns dos membros mais novos da familia Enterobacteriaceae e tambem 
recomendaram o uso da atividade de catalase como teste complementar rapido. Mulczyk e Szewczuk 448 sugeriram que o teste 
para PYR seja muito util a diferenciapao entre Salmonella e complexo C. freundii. Outros autores tambem observaram a 
utilidade de usar o teste de PYR para diferenciar Salmonella de cepas de E. coli (ambas negativas) e Citrobacter spp. (PYR 
+). 131,307 York et a/. 683 recomendaram um algoritmo para identificapao rapida de E. coli com base nos testes rapido para 
oxidase, indol e PYR, observapao de fermentapao da lactose no agar MacConkey ou EMB e existencia ou nao de P-hemolise 
no meio de BAP (Figura 6.8). Esse algoritmo permitiu a identificapao da maioria das cepas suspeitas de E. coli com precisao 
acima de 99% e redupao de 75% no custo dos reagentes e no tempo gasto pelos tecnologos, alem de diminuir o tempo 
necessario ate a emissao do resultado. Evidentemente, todas essas abordagens sao validas na era atual de contenpao de custos e 
expectativa de receber resultados imediatamente. 


Kits de triagem disponiveis no mercado 

Varias empresas comerciais vendem kits para detecgao e idcnti ficagao rapidas de E. coli: E.COLI SCREEN®, MUG Disk 8 e 
BactiCard® E. coli (Remel, Lenexa, KS); LyfoKwik OMI (MicroBioLogics, St. Clound, MN); e ColiScreen® (Hardy 
Diagnostics, Santa Maria, CA). Esses sistemas de teste estao baseados na observagao de que a maioria das cepas de E. coli 
produz reagdes rapidas ao indol, ao ONPG e ao MUG (4-metilumbeliferil-P-D-glicuronidase). 198,349 A hidrolise do MUG libera 
4-MEU, que emite fluorescencia intensa quando examinado sob luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda longo. Uma 
aplicagao interessante do teste do MUG e na triagem dos isolados de E. coli para detectar as cepas do sorotipo 0157:H7, que 
produzem toxina semelhante a toxina de Shiga e estao associadas a colite hemorragica. Esse sorotipo especifico tem reagao 
negativa ao sorbitol e ao MUG. 

Tambem esta disponivel o RapID® SS/u System (Remel), que consiste em um conjunto de 12 testes cromogenicos com 
substratos separados e selecionados para identificar rapidamente as bacterias encontradas mais comumente nas infecgdes 
urinarias (E. coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., estafilococos coagulase- 
negativos, enterococos e outras). Os resultados ficam prontos de 30 minutos a 2 horas, dependendo do sistema utilizado e da 
atividade bioquimica da cepa testada. Outro sistema conhecido como OMP e NGP Wee-Tabs® (KEY Scientific Products, 
Round Rock, TX) consiste em dois comprimidos de substrato que juntos fornecem oito testes enzimaticos e, quando 
combinados com urease, identificam cerca de 95% de Enterobacteriaceae. Os comprimidos sao reidratados em uma suspensao 
de bacterias, e os resultados ficam prontos de 2 a 4 horas. A Hardy Diagnostics (Santa Maria, CA) oferece o EnteroScreen4®, 
sistema em tubo unico para usar na triagem das fezes para especies de Salmonella e Shigella. Esse sistema detecta lisina- 
desaminase, lisina-descarboxilase, H 2 S e ureia na configuragao de um unico tubo de inoculagao. VI 



■ FIGURA 6.8 Esquema para identificagao e separagao de E. coli de outros bacilos oxidase-negativos e indol-positivos. PAS = placa de 
agar-sangue; EMB = eosina-azul de metileno; MAC = agar MacConkey; MUG = 4-metilumbeliferil-|3-D-glicuronidase; PYR = L-pirrolidonil- 
P-naftilamida; ID = identificagao. (Modificada de York MK, Baron EJ, Clarridge JE et al. Multilaboratory validation of rapid spot tests for 
identification of Escherichia coli. J Clin Microbiol 2000;38:3394-3398.) 

Meios de agar cromogenicos 

O agar cromogenico contem substratos artificiais (cromogenos) que, quando hidrolisados por enzimas microbianas especificas, 
formam compostos coloridos (Figura 6.6). A Pracha 6.5 E a H ilustra os aspectos de varios tipos de colonias no agar 
cromogenico. Kilian e Biilow foram os primeiros a usar meio cromogenico seletivo na identificagao de E. coli em cultura 
primaria de urina. 350 Hoje em dia, existem no mercado varios meios cromogenicos que permitem a identificagao direta de E. 
coli , P. mirabilis e especies de Enterococcus : CPS® ID2 (bioMerieux, Hazelwood, MO), 25 ' 93 - 137 ’ 284 ’ 419 ' 470 ’ 556 ' 579 ’ 670 CHROMagar® 
Orientation (BD Diagnostics, Sparks, MD; Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA), 25,93,189,284,302,428,489, 

575,579 R a i n b ow ® (JTI (Biolog, Hayward, CA) 53,93,582 e Chromogenic® UTI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). 25,93,137 De 
acordo com as avaliagoes das diversas formulagdes desses testes, os indices de detecgao e identificagao foram muito 
semelhantes. 25,93,137 Em um estudo, o uso do agar cromogenico permitiu redugao de mais de 50% no tempo de inoculagao e 





































rediujao de mais de 20% no tempo de trabalho. 189 De forma a ampliar a identifica 9 ao a outras especies, as caracteristicas das 
colonias no agar cromogenico podem ser combinadas com testes de mancha confirmatorios faceis de realizar, que podem ser 
efetuados em alguns segundos, seja em tiras de papel ou diretamente no meio de agar. 489 Entretanto, e importante ressaltar que 
os inoculos retirados das placas de agar cromogenico podem nao ser apropriados para os testes de sensibilidade realizados em 
alguns sistemas de testes automatizados. Reisner e Austin demonstraram que os testes de sensibilidade realizados diretamente 
no meio CPS B ID2 resultaram em indices baixos de erro com todos os microrganismos testados utilizando o sistema Vitek B 
Legacy (bioMerieux, Hazelwood, MO). 556 Os laboratories que utilizam meios cromogenicos devem checar com o fabricante do 
equipamento, de forma a determinar a compatibilidade do uso dos inoculos retirados do agar cromogenico para realizar 
antibiograma no sistema utilizado em seu laboratorio. 

Sistemas de identificagao classicos 

Os sistemas disponiveis para identilicagao e nomea 9 ao dos microrganismos sao manuais ou computadorizados. Antes de 
descrever as origens e as aplica95es dos sistemas de codifica 9 ao numerica, revisaremos dois esquemas de identifica 9 ao 
bacteriana manuais ainda utilizados: (1) matriz checkerboard ; e (2) diagramas de fluxo ramificado ou dicotomicos. 

Matriz checkerboard 

A Tabela 6.7 e um quadro de identifica 9 ao abrangente, elaborado originalmente por Farmer et al. para ser usado nos CDC na 
identifica 9 ao de todas as especies nomeadas, os biogrupos conhecidos e os grupos entericos anonimos da familia 
Enterobacteriaceae. Essa tabela e um exemplo classico da matriz checkerboard e tem suas vantagens e desvantagens. A matriz 
e grande: 48 caracteristicas bioquimicas para 37 generos, 148 especies, biogrupos e grupos entericos inominados. Os numeros 
dos quadros intercruzados representam as porcentagens das cepas, que apresentam rea 9 ao positiva ou sao reativas nos varios 
testes bioquimicos (listados nas colunas verticais). Em geral, uma rea 9 ao e considerada positiva quando 90% das cepas ou mais 
sao reativos; negativa quando 10% das cepas ou menos nao reagem; e variavel quando 11a 89% das rea95es sao positivos. A 
capacidade de determinar as rea95es positivas e negativas para diversas caracteristicas analisadas por esse tipo de sistema de 
identifica 9 ao assegura um grau elevado de precisao diagnostica. A desvantagem principal da matriz checkerboard e o tedio 
envolvido em equiparar ponto a ponto as diversas rea95es em compara 9 ao com as que sao derivadas do meio de teste e 
construir os padroes que mais se adaptem a um genero, especie ou biogrupo especifico. 

Diagramas de fluxo ramificado 

Os fluxogramas foram elaborados para reduzir o tedio de ler as matrizes checkerboard e facilitar a identifica 9 ao das bacterias 
provaveis seguindo uma serie de pontos de ramifica 9 ao positivos e negativos de um algoritmo dicotomico (Figuras 6.8 e 6.9). 
Com a disponibilidade dos equipamentos automatizados e dos sistemas de identifica 9 ao acoplados, que se baseiam em analises 
computadorizadas de varias rea 9 des das caracteristicas estudadas, os fluxogramas agora sao utilizados menos frequentemente 
nos laboratorios clinicos. Um problema associado ao uso dos fluxogramas e a possibilidade de ocorrer imprecisao se a rea 9 ao 
em determinado ponto de ramifica 9 ao for anormal (/. e., atipica para a especie), mal-interpretada ou resultado de rea95es de 
uma cultura mista. Alguns fluxogramas sao construidos de modo a repetir os nomes de algumas especies em varias 
bifurca 9 oes, acomodando as rea95es que podem ser menores que 100% ou situadas na categoria variavel (Figura 6.9). 
Contudo, essa prote 9 ao incorporada nem sempre se aplica as rea 9 des mal-interpretadas, seja por um sistema de detec 9 ao 
automatizada ou pelo olho humano. 

Uma modifica 9 ao dessa abordagem tem sido utilizada em muitos laboratorios de microbiologia na triagem primaria das 
bacterias encontradas comumente que estejam associadas a sindromes de doen 9 a infecciosa especificas. York et a/. 683 
descreveram um esquema simples para a identifica 9 ao rapida de E. coli em agar de EMB ou MacConkey (Figura 6.8). De 
modo a validar esse esquema, cinco laboratorios reuniram sequencialmente 1.064 cepas clinicamente significativas recem- 
isoladas, utilizando como criterio central os microrganismos indol-positivos, oxidase-negativos e sem motilidade dispersiva na 
PAS. Das 1.064 cepas testadas, 1.000 eram E. coli e 64 eram outras bacterias. Com a utiliza 9 ao desse esquema, tres cepas que 
nao eram E. coli foram identificadas como E. coli, resultando em uma taxa de erro de 0,3%. No total, foram necessarios 13 kits 
de identifica 9 ao, 657 testes de PYR e 113 testes de MUG para identificar 1.000 cepas de E. coli com esse algoritmo. 683 Os 
autores demonstraram que o uso desse sistema rapido poupa recursos do laboratorio, assegura identifica95es oportunas e 
raramente acarreta erros de identifica 9 ao. O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicou uma diretriz (M35- 
A2, ou Abbreviated Identification of Bacteria and Yeast: Approved Guideline - Second Editon ) descrevendo os testes que 
podem ser usados para identificar alguns bacilos gram-negativos e cocos gram-positivos aerobios, alguns anaerobios isolados 
comumente e tres especies de leveduras. 149 Como todos os metodos descritos nessa diretriz forneceram resultados altamente 
precisos - alcan 9 ando um nivel de confiabilidade igual ou melhor que o dos testes bioquimicos convencionais atuais, sistemas 
de multiteste e automatizados -, a identifica 9 ao resultante nao exige o uso do adjetivo “presuntivo” para qualifica-la. O genero 
e a especie (ou apenas o genero, conforme designado pelo algoritmo) podem ser relatados sem termo qualificador. 36 Os 


laboratoristas devem ler o documento do CLSI de maneira a estudar os detalhes metodologicos dos testes escolhidos e obter 
mais informa 9 des que as citadas aqui. 
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■ FIGURA 6.9 Esquema para triagem dos patogenos entericos nas fezes utilizando KIA e LIA modificado. 

Em um dos nossos laboratories, utilizamos ha muitos anos um algoritmo baseado em um tubo de LIA e outro de KIA 
(suplementados com triptofano para detectar indol) na triagem dos patogenos entericos nas fezes (Figura 6.9). Os 
procedimentos bioquimicos e sorologicos definitivos sao realizados apenas nas cepas com rea 9 des supostamente positivas, 
economizando recursos necessarios a realiza 9 ao de identifica95es com kits mais dispendiosos. 

Alem de economizar os recursos necessarios a instala 9 ao dos paineis disponiveis no mercado, esses esquemas dicotomicos 
combinados com alguns testes bioquimicos e observa95es pouco dispendiosas oferecem outra vantagem sobre os sistemas 
automatizados, porque exigem que o estudante ou o microbiologista pense, raciocine e adquira conhecimentos, em vez de 
limitar-se simplesmente a ser um observador passivo. 


Esquemas computadorizados 

WIP (Web ID Program) e um programa gratuito disponivel online (desenvolvido por Adam Schreckenberger © 2014), que 
pode ser usado para identificar bacterias utilizando um software sem que haja necessidade de downloads. O aplicativo WIP 
funciona em qualquer PC, Apple ou sistema de smartphone com uma conexao ativa a internet. Como o programa funciona 
dentro do navegador da internet, ele nao requer downloads adicionais. E preciso simplesmente colocar as caracteristicas 
fenotipicas obtidas no formulario disponivel online para calcular a probabilidade e o escore modal. Quando o escore de 
probabilidade e menor que 95%, o programa exibe uma lista com os testes fenotipicos que diferenciam os dois candidatos 
principais; do mesmo modo, quando o escore modal e baixo, o sistema oferece uma lista de resultados fomecidos que nao se 
adaptam bem aos dois candidatos preferidos. O programa possibilita a sele 9 ao estatistica de bacterias desconhecidas isoladas 
por meio de compara95es com as matrizes de caracteristicas fenotipicas das cepas conhecidas. O programa tem tres fun95es 
principais: (1) identificar uma bacteria isolada desconhecida; (2) selecionar outros testes para diferenciar entre as possiveis 
cepas quando a identifica 9 ao nao for possivel; e (3) armazenar e recuperar resultados. Uma variedade de WIP, cada qual 
direcionado para um conjunto especifico de bacterias gram-negativas, esta disponivel na pagina www.pschreck.com, 
simplesmente clicando na tecla da barra de op95es apropriada do WIP. Essa cole 9 ao e conhecida como AID (App 
Identification) Cloud. Cada WIP esta referenciado a uma matriz de caracteristicas especificas, elaborada a partir de uma tabela 
publicada na literatura ou dos dados do proprio autor. As references de cada uma das quatro tabelas sao as seguintes: 























ASHEX WIP - Bacilos Gram-Negativos Nao Fermentativos © 2004-2014 A.P. Schreckenberger, utilizando os resultados 
dos testes realizados pelo autor. 

Enterics WIP - Enterobacteriaceae. Cortesia de Brent Barrett, utilizando as tabelas de Enterobacteriaceae dos CDC, 
desenvolvidas originalmente por J. J. Farmer, PhD (aposentado dos CDC), com revisao de Caroline O’Hara e atualizadas 
com os resultados publicados no International Journal of Systemic Bacteriology, & A. P. Schreckenberger. 

Vibrio WIP - Especies de Vibro. Cortesia de Brent Barrett utilizando as tabelas desenvolvidas por J. J. Farmer, PhD 
(aposentado dos CDC) © 2005 & A. P. Schreckenberger. 

Salmonella WIP - Especies de Salmonella. Tabelas Bioquimicas dos CDC 4-6-2009 Rev 1 © 2009, cortesia de Brent Barrett 
& aplicativo WIP, cortesia de A. P. Schreckenberger. 

A tabela associada ao ASHEX Non-Fermenter WIP esta disponivel na forma de uma planilha de Excel® transferivel. Esse 
arquivo inclui a matriz de caracteristicas, assim como os resultados gerais das rea95es fenotipicas usadas para computar cada 
probabilidade. A tabela completa esta reproduzida no Capitulo 7 deste livro. Para acessar o WIP, va a pagina 
www.pschreck.com, clique no icone do WIP de sua preferencia na barra de op^Ses e entre com suas rea?5es na planilha. 

O BioBASE 8.0 (BioBASE, Boston, 1994 a 2014, por Peter Alachi) e um pacote de programas para idenlilicagao numerica 
computadorizada, disponivel para computadores pessoais, que permite ao usuario criar, atualizar e manipular numeros 
ilimitados de bancos de dados microbiologicos. A versao atual do BioBASE funciona apenas nos computadores com 
Windows®, inclusive Windows 8 ’ 7/Vista e 8.0. O sistema esta equipado com varios arquivos de frequencia dos bancos de 
dados, usados para identificar bacterias desconhecidas, inclusive Enterobacteriaceae. As rea?5es bioquimicas convencionais de 
uma bacteria desconhecida isolada sao acrescentadas ao banco de dados apropriado, por meio do qual o programa compara o 
perfd desconhecido com o de qualquer taxon do banco de dados. Para chegar a um veredito de idcnti ficagao, o BioBASE 
calcula os escores de identificac^ao, os escores modais e os indices de semelhanija de cada taxon e os compara com os dados 
inseridos da bacteria desconhecida. Em seguida, os microrganismos com escores mais altos sao analisados e ponderados para 
chegar a identidcagao, que varia de inaceitavel a excelente. Miller e Alachi avaliaram esse programa, concluiram ser facil de 
usar, rapido e preciso e disseram que poderia ser util em qualquer laboratorio que utilize rea95es bioquimicas convencionais. 438 

Sistemas de codificagao numerica 

A identifica 9 ao de Enterobacteriaceae e muitas outras familias e grupos de bacterias tem sido facilitada pelo uso dos sistemas 
de kits automatizados combinados, por meio dos quais os microrganismos sao identificados por codigos numericos 
computadorizados. Um codigo numerico e um sistema pelo qual as diversas caracteristicas identificadoras das bacterias sao 
transformadas em uma sequencia de numeros que representa uma ou mais especies bacterianas. O fato de que a identifica 9 ao 
dos microrganismos esta baseada em uma serie de rea 9 des bioquimicas positivas e negativas facilita a elabora 9 ao de um 
programa de computador, porque sua logica tambem e construida sobre uma sequencia de dados positivos e negativos 
utilizando um sistema numerico binario. Na logica binaria, existem apenas dois numeros: “0” (ou fora) e “1” (ou dentro). 
Como se pode depreender facilmente, as caracteristicas identificadoras dos microrganismos podem ser facilmente traduzidas 
em numeros binarios, atribuindo-se “1” a todas as rea95es positivas e “0” a todas as rea95es negativas. Essa abordagem pode 
ser ilustrada utilizando a sequencia de caracteristicas da fita do API® 20E (bioMerieux) como ponto de referenda e 
convertendo-se as rea95es positivas e negativas em numeros binarios (Tabela 6.27). Quando os numeros binarios demonstrados 
na Tabela 6.27 sao lidos de cima para baixo e recolocados horizontalmente, obtem-se o seguinte miinero binario com 21 
digitos: 

101010000111111011100 

Enquanto os computadores sao construidos para receber bits de dados 1/0, a partir dos quais calculam resultados 
significativos, a mente humana nao consegue manipular eficientemente a logica binaria; por isso, os codigos binarios precisam 
ser convertidos em sistemas matematicos mais simples e utilizaveis. A conversao do sistema de dois digitos (binario) a um 
sistema de oito digitos (octal) atende a esse proposito. Para entender a conversao dos numeros binarios em octais, imagine uma 
serie de tres lampadas. Ligando e desligando diferentes lampadas, pode-se conseguir o total de oito combina 9 des, cada qual 

representada por um dos oito numeros de 0 a 7. Quando todas as lampadas estao desligadas (-), a combina 9 ao-e 

equivalente ao octal 0. Se apenas a lampada da esquerda esta ligada (+), a combina 9 ao e + — e equivale ao octal 1. O octal 2 e 
representado pelo padrao binario - + -, enquanto o octal 3 pelo padrao + + -. Os equivalentes octais das oito combina 9 oes de 
um numero binario com tres digitos estao ilustrados na Tabela 6.28. 


Tabela 6.27 Conversao binaria das reagoes de uma bacteria desconhecida na fita do API 20E. 


Caracteristica 

Reagao 

Conversao binaria 

0NPG 

+ 

1 



Arginina 

- 

0 

Lisina 

+ 

1 

Ornitina 

- 

0 

Citrato 

+ 

1 

Sulfeto de hidrogenio 

- 

0 

Urease 

- 

0 

Triptofano-desaminase 

- 

0 

Indol 

- 

0 

Voges-Proskauer 

+ 

1 

Gelatina 

+ 

1 

Glicose 

+ 

1 

Manitol 

+ 

1 

Inositol 

+ 

1 

Sorbitol 

+ 

1 

Ramnose 

- 

0 

Sacarose 

+ 

1 

Melibiose 

+ 

1 

Amigdalina 

+ 

1 

Arabinose 

- 

0 

Oxidase 

- 

0 

Tabela 6.28 Conversao octal do codigo binario. 

Binario 

Formula de conversao 

Octal 

— 

0 + 0 + 0 

0 

+ -- 

1+0 + 0 

1 

- + - 

0 + 2 + 0 

2 

+ + - 

1+2 + 0 

3 

-- + 

0 + 0 + 4 

4 

+ - + 

1+0 + 4 

5 

- + + 

0 + 2 + 4 

6 

+ + + 

1+2 + 4 

7 


Para ilustrar como os numeros binarios mais longos que tres digitos podem ser convertidos em seus equivalentes octais, 
utilize o numero binario derivado das rea?5es na fita do API® 20E: 

101010000111111011100 

Iniciando a direita, porque os numeros binarios sao lidos da direita para a esquerda, divida os numeros binarios em 
subgrupos de tres: 


101 010 000 111 111 011 100 




Agora, converta cada subgrupo de tres digitos em seu equivalente octal utilizando as formulas mostradas na Tabela 6.28. 

101 010 000 111 111 011 100 

5207761 

O numero 5.207.761 e muito mais facil de lembrar e de inserir no computador que o binario 101010000111111011100. 

Uma forma mais simples de lembrar como converter cada trinca binaria em seu equivalente octal correspondente e atribuir 
os seguintes valores (tambem lidos da direita para a esquerda): o valor 4 para uma rea?ao positiva para o primeiro teste de cada 
trinca, o valor 2 para uma reafao positiva para o segundo teste de cada trinca e o valor 0 para quaisquer rea95es negativas (ver 
Tabela 6.28). 

Esses derivados octais sao conhecidos como numeros de biotipos, ou seja, um numero representative de uma serie de 
caracteristicas fenotipicas expressas por determinada especie bacteriana e singulares a tal especie. E importante que todos que 
utilizam os numeros de biotipos, principalmente os que estao lecionando a estudantes, compreendam que cada numero do 
sistema octal representa tres caracteristicas bioquimicas e que o proprio numero representa um padrao de rea95es positivas e 
negativas. Ha um grande risco de que o microbiologista atual considere os numeros de biotipos numeros magicos, que podem 
ser lidos a partir de quadros ou inseridos nos computadores para derivar identifica95es automaticas dos microrganismos, desse 
modo perdendo de vista nao apenas as rea 9 oes bioquimicas que eles representam, mas tambem os principios bioquimicos sobre 
os quais se baseia a disciplina da microbiologia. 

Leitura dos codigos octais nos registros de codigos numericos 

Todos os fabricantes que lan 9 aram kits de identifica 9 ao no mercado publicam registros de codigos numericos, nos quais 
centenas de numeros de biotipos sao equiparados a uma ou mais especies bacterianas singulares para tal numero. Por exemplo, 
o numero de biotipo 5.207.761 - originado do conjunto de rea95es do API® 20E utilizado no exemplo anterior - representa as 
seguintes especies relacionadas no API® 20E Profile Index: Serratia marcescens, identifica 9 ao aceitavel; S. marcescens, 1/243; 
e S. rubidaea, 1/2.859. 

No API® Profile Index, a mensagem acrescentada ao numero de biotipo 5.207.761 para S. marcescens (“identifica 9 ao 
aceitavel”) significa que o resultado emitido pode incluir .S’, marcescens. Essa avalia 9 ao esta baseada em um calculo 
informatizado da probabilidade percentual de que S. marcescens seja a identidade certa, em compara 9 ao com todos os outros 
microrganismos incluidos no banco de dados. 

Frequencia estimada de ocorrencia 

Os dados de frequencia listados com nome de especie (no exemplo anterior, 1/243 para S. marcescens ) indicam o numero de 
cepas selecionadas aleatoriamente, que teriam um numero de biotipo semelhante a cepa estudada. Em outras palavras, se 243 
S. marcescens fossem testadas aleatoriamente, haveria uma chance de 1 em 243 de encontrarmos esse padrao bioquimico 
exato, enquanto para 2.859 S. rubidaea selecionadas, teriamos uma chance de 1 em 2.859 de encontrarmos uma cepa desse 
biotipo exato. Esse numero nao indica diretamente a probabilidade percentual de que uma dessas especies seja a certa, de modo 
que o usuario nao pode determinar, com base nesse dado estatistico, qual seria a viabilidade de uma das op95es. 

Calculo de probabilidade 

A identifica 9 ao de um microrganismo desconhecido com determinado numero de biotipo esta baseada no calculo da 
probabilidade percentual entre o numero de biotipo desconhecido e cada um dos taxons armazenados na memoria do 
computador. Os codigos de registro que listam os valores de probabilidade percentual sao mais uteis ao processo de decisao no 
cotidiano do laboratorio. Qualquer identifica 9 ao que tenha probabilidade igual ou maior que 90% pode ser relatada; as 
identifica95es situadas perto de 90% podem ser facilmente confirmadas por um ou dois testes adicionais; e as identifica95es 
com probabilidades percentuais muito baixas provavelmente podem ser descartadas. O uso de mensagens como “identifica 9 ao 
excelente”, “identifka 9 ao aceitavel” e “identifica 9 ao muito boa” no sistema API® significa que a probabilidade percentual seja 
igual a 90% ou maior. Entretanto, quando a mensagem descreve uma identifica 9 ao como “questionavel” ou “duvidosa” e a 
probabilidade percentual nao e referida, o usuario nao pode fazer quaisquer avalia95es acerca da probabilidade de que um 
microrganismo desconhecido represente determinada especie. Para os estudantes e os microbiologistas que possam estar 
tentando entender esse conceito pela primeira vez, apresentamos na Tabela 6.29 um exemplo de calculo da probabilidade 
percentual e da frequencia de ocorrencia. 

Como resolver discrepancies 

E importante ressaltar que todas as respostas derivadas dos sistemas de identifica 9 ao computadorizada, independentemente de 
terem confiabilidade de 90% ou mais, devem ser interpretadas em combina 9 ao com outras informa95es disponiveis sobre o 
microrganismo conhecido - morfologia das colonias, rea 9 des em diversos meios de isolamento, morfologia celular na 


Colorado pelo Gram, resultados de reagoes bioquimicas presuntivas, padroes de sensibilidade aos antibioticos e contexto 
clinico. 

Quando ocorrem discrepancias, pode ser necessario examinar visualmente os tubos, as camaras de reagao ou as 
microcamaras nas quais as reagoes ocorreram. Em alguns casos, a interpretagao visual de determinadas reagoes pode diferir da 
que foi detectada pelos equipamentos. Quando recalculados, os niimeros de biotipos novos podem indicar outra identidade 
bacteriana, muito mais compativel com as observagoes preliminares e suplementares. 

Alem disso, quaisquer especies determinadas podem ter varios numeros de biotipos, porque uma ou mais reagoes 
especificas podem ser variaveis. Por isso, a designagao das especies bacterianas por numeros de biotipo pode ter utilidade 
epidemiologica quando reconhece o surgimento de grupos de isolados semelhantes em determinado contexto de pratica. Por 
exemplo, o isolamento de muitos especimes de E. coli a partir de um ambiente ou uma serie de culturas pode ter pouco 
significado; contudo, saber que todos os microrganismos tem o mesmo numero de biotipo pode ter valor inestimavel. Desse 
modo, pode-se atribuir os microrganismos que causam surtos nosocomiais ou epidemias na comunidade em geral a uma fonte 
em comum. A analise dos biotipos tambem pode facilitar o entendimento da relagao entre a virulencia das variantes bacterianas 
e a existencia ou nao de determinadas caracteristicas bioquimicas. 

Sistemas de identificagao por kits combinados 

O conceito de combinar uma serie de meios diferenciais ou substratos em um unico pacote selecionado para ajudar a identificar 
os membros de um grupo de bacterias e uma consequencia logica. Na verdade, a disponibilidade dos sistemas de identificagao 
combinada evoluiu naturalmente, quase como uma necessidade pratica. Os microrganismos hoje reconhecidos como 
causadores de doengas infecciosas nao sao apenas incontaveis, mas tambem frequentemente exigentes, e requerem um 
conjunto numeroso de testes bioquimicos para sua identificagao. Muitos laboratories nao poderiam manter a diversidade de 
meios convencionais necessarios. A construgao compacta (que requer pouco espago de armazenamento), as reagoes quimicas 
facilmente visiveis, o prazo de validade longo e o controle de qualidade padronizado fornecido pelos fabricantes desses kits os 
tornam muito convenientes para utilizagao nos laboratories de microbiologia. Esses kits sao especialmente uteis nos 
laboratories de pouco volume, nos quais pode nao haver tempo ou experiencia tecnica para realizar algumas dessas 
identificagSes e nos quais o controle de qualidade e mais dificil de manter. 

Visao geral dos sistemas combinados 

Hoje em dia, utilizar um ou mais sistemas combinados disponiveis para identificar determinados grupos de microrganismos 
tornou-se quase uma pratica-padrao em muitos laboratories clinicos. Testes extensivos realizados em laboratories de pesquisa e 
diagnostico demonstraram concordancia superior a 95% entre a maioria dos sistemas de identificagao combinados e os 
metodos convencionais usados para identificar microrganismos. Desse modo, os sistemas combinados conquistaram aceitagao 
ampla nos laboratories clinicos pelas seguintes razbes: 

• Estudos demonstraram que sua precisao e comparavel a dos sistemas de identificagao convencionais. Smith et al., dos 
CDC, realizaram avaliagoes de varios sistemas/ 99 Em todas elas, dois criterios foram usados para avaliar o desempenho de 
um produto: (1) uma comparagao de cada teste do produto com seu correspondente convencional; e (2) a precisao da 
identificagao obtida por esse produto 

• Varios sistemas tem validade longa - 6 meses a 1 ano -, de modo que o vencimento da validade de um meio (problema 
especialmente importante para os sistemas convencionais) e atenuado 

• Os sistemas requerem apenas espago minimo para armazenamento e incubagao 

• Alguns sistemas sao tao faceis de usar quanto os metodos convencionais, ou ate mais faceis. A inoculagao e simples, as 
reagoes geralmente sao nitidas em 24 horas e a disponibilidade dos registros de arquivos computadorizados toma a 
identificagao final facil e precisa. 

A opgao de utilizar um dos sistemas de identificagao combinados e qual deles escolher sao questdes basicamente de 
preferencia pessoal. A facilidade de inoculagao, a possibilidade de escolher apenas as caracteristicas a serem avaliadas, a 
manipulagao necessaria ao acrescimo de reagentes para incubagao e a disponibilidade de tabelas interpretativas ou bancos de 
dados computadorizados sao os componentes principals que os potenciais usuarios deveriam considerar antes de escolher um 
sistema. Se for dada atengao estrita as instrugoes fornecidas pelo fabricante, pode-se conseguir praticamente o mesmo grau de 
precisao e confiabilidade de desempenho, com diferengas apenas minimas de sensibilidade dos testes especificos. 


Tabela 6.29 Calculo da frequencia de ocorrencia e da probabilidade percentual. 


A identificagao de um perfil desconhecido estb baseada no cblculo da probabilidade entre o perfil desconhecido e cada espbcie de microrganismo 
armazenada na membria do computador. Para testar seu entendimento sobre frequbncia de ocorrbncia e probabilidade percentual, acompanhe e 
trabalhe com o seguinte exemplo. Para facilitar a explicagao dos cblculos, esse exemplo estb baseado apenas em quatro testes bioqufmicos e trbs 
espbcies. 


Etapa 1 . Um microrganismo desconhecido tem o seguinte perfil: 



IND 

VM 

VP 

CIT 

Desconhecido 

+ 

- 

+ 

- 

Etapa 2. Conhega as reagoes bioqufmicas conhecidas das trbs espbcies de Enterobacteriaceae a esses quatro testes (citadas como porcentagens 
de reagoes positivas). 


IND 

VM 

VP 

CIT 

Serratia marcescens 

1 

20 

98 

98 

Enterobacter agglomerans 

20 

50 

70 

50 

Klebsiella oxytoca 

99 

20 

95 

95 

Etapa 3. Frequbncias de ocorrbncia das reagoes observadas (+- + -' 

I para cada espbeie. 




Observacao Quando o resultado de um teste (IND e VP, neste exemplo) do microrganismo desconhecido b positivo, a probabilidade de reagao po- 
sitiva do teste listado no banco de dados b usada no cblculo. Quando o resultado do teste (VM e CIT) do microrganismo desconhecido b negativo, 
a probabilidade de reagao negativa b 1 menos a probabilidade das reagoes positivas. 


IND 

VM 

VP 

CIT 

Serratia marcescens 

0,01 

0,80 

0,98 

0,02 

Entembacter agglomerans 

0,20 

0,50 

0,70 

0,50 

Klebsiella oxytoca 

0,99 

0,80 

0,95 

0,05 


Etapa 4. Calculo das frequbncias de ocorrbncia do perfil observado {+- + -) para cada espbcie. A frequbncia de ocorrbncia e calculada multipli- 
cando-se simultaneamente todas as frequbncias de ocorrbncia das reagoes. 

Serratia marcescens = 0,01 x 0,80 x 0,98 x 0,02 = 0,0001568 

Enterobacter agglomerans = 0,20 x 0,50 x 0,70 x 0,50 = 0,0350000 

Klebsiella oxytoca = 0,99 x 0,80 x 0,95 x 0,05 = 0,0376200 

0,0727768 

Etapa 5. Porcentagens de identificagao. Cada frequbncia 6 dividida pela soma de todas as frequbncias e depois multiplicada por 100 para obter a 
%ID. A soma das porcentagens de identificagao e igual a 100. 

Serratia marcescens %ID =(0,001568/0,0727768)x 100 = 0,21% 

Enterobacter agglomerans %ID = (0,0350000/0,0727768) x 100 = 48,1% 

Klebsiella oxytoca %ID = (0,0376200/0,0727768) x 100 = 51,7% 

Etapa 6. Ordene as probabilidades. 

1. Klebsiella oxytoca %ID = 51,7 

2. Enterobacter agglomerans %ID = 48,1 

3. Serratia marcescens %ID = 0,21 

Qual e a probabilidade de que Klebsiella oxytoca seja a resposta certa entre as tres especies do banco de dados? 

Resposta. Com base na etapa 5, a resposta 6 51,7%; entretanto, existe uma chance de 48,1 % de que o microrganismo desconhecido seja Entero¬ 
bacter agglomerans: portanto, testes adicionais precisariam ser realizados para identificar definitivamente esse microrganismo desconhecido. 

Com que frequencia Klebsiella oxytoca produz esse perfil de reagao especifico? 

Flesposta. Com base na etapa 4, em 3,8% das vezes; em outras palavras, com frequbncia muito baixa. 

IND = indol; VM =vermelho de metila; VP = Voges-Proskauer; CIT = crescimento em citrato. 

Alguns sistemas de identificagao especificos 

API® 20E. O sistema de identificagao API® 20E (bioMerieux) tornou-se o metodo de referenda, com o qual a precisao dos 
outros sistemas e comparada. As 21 caracteristicas que podem ser determinadas pelo sistema API® 20E fazem dele um dos 
conjuntos mais amplos de testes em kits combinados. O sistema identifica uma porcentagem alta de especies bacterianas em 24 
horas, sem necessidade de determinar caracteristicas fisiologicas adicionais (Prancha 6.6 A). Esse sistema esta entre os que sao 
utilizados mais comumente nos laboratories clinicos e contem um amplo banco de dados, que inclui cepas comuns e atipicas. 
O API® Profile Index, que pode ser utilizado manualmente ou com a ajuda do computador, fornece a probabilidade de 




frequencia de varias cepas que precisam ser consideradas para cada numero de biotipo. Desse modo, a precisao da 
identificapao dos membros da familia Enterobacteriaceae e aumentada. Castillo e Bruckner demonstraram que o sistema API® 
20E identificou corretamente 97,7% das 339 cepas clinicas e do estoque do laboratories A inoculapao nesse sistema e um 
pouco mais trabalhosa - mas esse problema e rapidamente superado com a pratica. Depois da inoculapao, as tiras precisam ser 
manuseadas com cuidado, de modo que as suspensdes bacterianas nao derramem e contaminem o ambiente. E necessario ter 
pratica para interpretar algumas reapoes limitrofes ocasionais que possam alterar o numero do biotipo e a identificapao final. 
Em alguns casos, os numeros dos biotipos podem nao aparecer no registro de perfis; contudo, o fabricante mantem um numero 
de telefone para consulta. A Tabela 6.30 resume o desenho do sistema, os procedimentos operacionais, os substratos incluidos 
e os estudos de avaliapao (Prancha 6.6 A). 

BBL Crystal® Enteric/Nonfermenter ID System. O sistema de identificapao BBL Crystal® E/NF (Becton Dickinson 
Microbiology Systems, Sparks, MD, EUA) e um metodo de identificapao miniaturizado que utiliza substratos cromogenicos e 
convencionais modificados. Esse sistema foi desenvolvido para identificar bacterias gram-negativas aerobias clinicamente 
significativas da familia Enterobacteriaceae, bem como alguns bacilos gram-negativos que fermentam ou nao glicose e sao 
isolados comumente nas amostras humanas. O kit E/NF inclui: (1) tampas do BBL Crystal® E/NF, (2) bases do BBL Crystal® e 
(3) tubos com liquido para inoculos da BBL Crystal® Enteric/Stool ID (ver Prancha 6.6 B). A tampa contem 30 substratos 
desidratados nas pontas das hastes de plastico. A base da BBL Crystal® tem 30 camaras de reapao. O inoculo a ser testado e 
preparado com o liquido para inoculos da BBL Crystal® Enteric/Stool ID e e utilizado para encher todas as 30 camaras da base 
do sistema. Quando a tampa e alinhada com a base e encaixada no local, o inoculo a ser testado reidrata os substratos 
desidratados e inicia as reapSes de teste. Os testes utilizados no sistema Crystal® incluem reapdes para fermentapao, oxidapao, 
decomposipao e hidrolise de varios substratos, inclusive alguns ligados a cromogenos. 


Tabela 6.30 Desenho, uso e avaliapao do sistema de identificapao API® 20E. 


Desenho funcional 

Procedimento operacional 

Substratos incluidos 

Estudos de avaliapao 

0 sistema consiste em uma tira plastica 

Acrescente 5 mi de agua da torneira em uma 

0NPG 

Aldridge e Hodges, International 

com 20 capsulas miniaturizadas 

contendo substratos desidratados e 

bandeja de incubapao para assegurar uma 

atmosfera umida durante a incubapao. 

Arginina-di-hidrolase 

Clinical Laboratories, Nashville, Tn: 

90,5% das culturas em estoque e 

uma camara plastica de incubapao 

Coloque a tira do API" 20E dentro da 

Lisina-descarboxilase 

96,6% dos isolados cllnicos foram 

com uma tampa acoplada 

bandeja de incubapao. Prepare a suspensao 

Ornitina-descarboxilase 

identificados. Precisao geral: 92%“ 

frouxamente (ver Prancha 6.6 A). 

Cada capsula tem um pequeno 

oriflcio na parte superior, por meio 

do qual a suspensao bacteriana 

bacteriana do microrganismo a ser testado 

produzindo uma suspensao de celulas 

retiradas de uma colonia bem-isolada com 

5 mi de solupao salina esteril a 0,85%. A 

Citrato 

Sulfeto de hidrogenio 

Urease 

Gooch e Hill, University of Utah, 415 

culturas, identificapao no mesmo 
dia: 90,2%* 

pode ser inoculada com uma 

pipeta. A agio das bacterias nos 

substratos produz alterapoes de cor, 

turbidez da suspensao e comparada com 

um padrao de McFarland 0.5, exceto para as 

identificapoes de Enterobacteriaceae no 

Triptofano-desaminase 

(acrescente FeCI 3 a 10%) 


que sao interpretadas visualmente 

mesmo dia, quando a suspensao e 

Indol 



equiparada a um padrao 1. Utilizando uma 

pipeta de Pasteur, encha cada cupula com a 

suspensao bacteriana atraves do oriflcio de 

Voges-Proskauer (acrescente 

K0H e a-naftol) 



inoculapao. Cubra as tres capsulas para 

Gelatina 



descarboxilases e urease com oleo mineral 

Glicose 



esteril. 0 conjunto e incubado a 35°C por 5 

min (identificapao no mesmo dia) ou por 24 

Manitol 



a 48 h antes de interpretar os resultados 

Inositol 




Sorbitol 




Ramnose 




Sacarose 




Melibiose 




Amigdalina 




Arabinose 


a Aldridge KE, Hodges RL. Correlation studies of Entero-Set 20, API 20E, and conventional media systems for Enterobacteriaceae 
identification. J Ciin Microbiol 1981;13:120-125. 

6 Gooch WM III, Hill GA. Comparison of Micro-ID and API 20E in rapid identification of Enterobacteriaceae. J Clin Microbiol 1982; 15:885- 
890. 

Depois da inoculatjao, os paineis sao incubados por 18 a 20 horas com a parte superior voltada para baixo dentro de uma 
incubadora de 35 a 37°C, sem C0 2 e com umidade entre 40 e 60%. Depois da incubatjao, os paineis sao lidos com a parte 
superior voltada para cima, utilizando a caixa de luz do BBL Crystal®. As camaras sao examinadas quanto as altera?5es de cor 
e o sistema gera um perftl numerico de 10 digitos. O perfil numerico e os resultados dos testes off-line para indol e oxidase sao 
inseridos em um PC, no qual foi instalado o BBL Crystal 8 ID System Electronic Codebook para obter a identificatjao. 

Em um estudo externo envolvendo tres laboratories clinicos, a reprodutibilidade dos 30 substratos separados do sistema 
E/NF variou de 96,3 a 100%. Esse desempenho do sistema foi avaliado com cepas clinicas recem-isoladas e cepas de teste 
confirmatorio. Das 299 cepas clinicas recem-isoladas testadas pelos metodos de idcnlificacjao vigentes nos laboratories, o 
sistema BBL Crystal® ID identificou corretamente 96,7%, inclusive 16 casos nos quais dois ou tres microrganismos foram 
relatados e exigiram testes complementares para resolver a questao. Das 291 cepas confirmatorias previamente identificadas e 
confirmadas pelos metodos de identiflcatjao vigentes nos laboratories, o sistema BBL Crystal® ID System identificou 
corretamente 96,9%, inclusive oito casos nos quais dois ou tres microrganismos foram relatados e exigiram exames 
complementares para resolver a questao (BBL Crystal® Package Insert, maio de 1994). Em duas avalia95es independentes do 
sistema Crystal® com bacterias fermentadoras incluidas predominantemente na familia Enterobacteriaceae, os autores 
relataram ideniii'icapao correta sem testes complementares em 91,6% 565 e 92,9%, 659 respectivamente. Em um estudo realizado 
nos CDC utilizando 626 cepas confirmatorias em estoque, o sistema Crystal® identificou corretamente 71,1% do total de 
bacterias testadas, mas tal indice aumentou para 87,9% (88,8% para bacterias entericas; 84,3% para outros microrganismos) 
depois que foram incluidos testes adicionais recomendados pelo programa. 488 

RapID® onE System. O sistema RapID® onE (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) e um micrometodo 
qualitative que utiliza substratos cromogenicos e convencionais para identificar Enterobacteriaceae e algumas outras bacterias 
gram-negativas oxidase-negativas clinicamente significativas isoladas de amostras clinicas humanas. O sistema inclui: (1) 
paineis do RapID 8 onE e (2) reagente RapID® onE. Cada painel do sistema tem 18 camaras de reapao moldadas na periferia de 
uma bandeja de plastico descartavel. As cavidades de rea?ao contem reagentes desidratados e a bandeja permite a inoculapao 
simultanea de cada cavidade com um volume predeterminado do inoculo (ver Prancha 6.6 C). Uma suspensao do 
microrganismo a ser testado no liquido de inoculapao RapID 8 ’ (2 m /) e usada para testar o inoculo, que reidrata e inicia as 
rea?5es dos testes. Os paineis inoculados sao colocados dentro das bandejas de incubapao acopladas fornecidas com a 
embalagem e sao incubadas de 35 a 37°C por 4 horas em uma incubadora sem C0 2 . 

Os paineis da RapID® onE contem 18 camaras de reafao, que fornecem 19 escores de testes. Os testes rotulados como 
PRO, GGT e PYR (camaras 15, 16 e 17) requerem o Reagente do RapID® onE e estao assinalados por uma quadricula 
desenhada ao redor dos testes. O teste 18 e bifuncional e contem dois testes diferentes na mesma cavidade. Esse teste e 
graduado antes do acrescimo do reagente e fornece o primeiro resultado, referente ao adonitol; em seguida, duas gotas do 
reagente INOVA Spot Indole sao acrescentadas a camara 18 e a mesma cavidade de teste e graduada novamente depois do 
acrescimo do reagente para obter o resultado do segundo teste, que e o de indol. O sistema gera o formulario dos resultados dos 
19 testes e um codigo de perfil com sete digitos. A identifkaijao do microrganismo e finalizada encontrando-se o codigo de 
perfil no RapID® onE Code Compendium. 

Em um estudo realizado por Schreckenberger et al., 302 dos 344 (87,8%) bacilos gram-negativos e oxidase-negativos 
testados foram identificados corretamente no nivel de especie, com outros 24 (7%) microrganismos identificados corretamente 
no nivel de genero ou grupo. Seis microrganismos nao permitiram ID ou esta era inaceitavel, oito forneceram ID questionavel 
e quatro (1,1%) tiveram ID equivocada. 587 Kitch et al. relataram resultados semelhantes, com indice de ideniilicapao global no 
nivel de especie ou genero de 95,8% e indice de identificatjao incorreta de 1,3%. 356 

Biolog® GN2 MicroPlate. O sistema Biolog® GN2 MicroPlate (Biolog, Hayward, CA, EUA) consiste em uma placa de 
microtitulapao com 96 camaras que testa a capacidade de um microrganismo utilizar (oxidar) uma ou mais das 95 fontes de 
carboidratos diferentes em presenpa de um indicador de redox (azul de tetrazolio). Uma camara nao contem carbono e serve 
como controle negativo ou cavidade de referenda. Todos os nutrientes e compostos bioquimicos necessarios sao pre- 
acondicionados e desidratados dentro das 96 camaras da placa. O violeta de tetrazolio e usado para detectar colorimetricamente 
aumentos da atividade respirataria, que ocorrem na celula quando ela oxida uma fonte de carbono (ver Prancha 6.6 D). 
Independentemente de sua estrutura, praticamente qualquer substrata quimico oxidado pela celula resulta na fonnapao de 
NADH, que gera um fluxo de eletrons ao tango de uma via de transporte de eletrons. Os corantes redox (como o tetrazolio) 
retem os eletrons gerados por esse fluxo e convertem o tetrazolio em formazan intensamente colorido. Desse modo, quando a 



celula e colocada em contato com um composto quimico que ela e capaz de oxidar, sua atividade respiratoria aumenta e o 
corante incolor e reduzido irreversivelmente a formazan, produzindo uma Colorado violeta. Quando a celula e colocada em 
p re sen 9 a de um composto quimico que nao consegue oxidar, nao ha explosao respiratoria, e a cor nao aparece. O teste fornece 
um padrao de camaras violeta que constituem uma “impressao digital metabolica” das funpdes metabolicas do microrganismo 
inoculado. Bochner publicou uma descripao e revisao desse sistema. 2 Miller e Rhoden dos CDC publicaram uma avaliapao 
preliminar do Biolog 8 , na qual relataram que o sistema teve bom desempenlio com alguns generos, mas que encontraram 
problemas com algumas cepas de Klebsiella, Enterobacter e Serratia , 439 Holmes et al. 296 estudaram 789 cepas, inclusive 55 
taxons gram-negativos encontrados no laboratorio clinico. Esses autores relataram resultados significativamente melhores 
quando as placas foram lidas manualmente, nao quando foram interpretadas por um leitor automatizado. As placas lidas 
manualmente tiveram os seguintes desempenhos: fermentadores oxidase-positivos (5 taxons e 64 cepas): 92% certos, 3% nao 
identificados e 5% incorretos; nao fermentadores bioquimicamente ativos (8 taxons e 122 cepas): 88 % certos, 6 % nao 
identificados e 6 % incorretos; Enterobacteriaceae (35 taxons e 511 cepas): 77% certos, 8 % nao identificados e 15% incorretos; 
nao fermentadores inativos (7 taxons e 92 cepas): 38% certos, 24% nao identificados e 38% incorretos. Os dados obtidos 
mostraram problemas com a identi ficapao das cepas encapsuladas de alguns taxons de Enterobacter e Klebsiella, assim como 
com as cepas bioquimicamente menos ativas de Moraxella e Neisseria . 21,11 Atualmente, o sistema da Biolog 8 esta disponivel em 
uma plataforma totalmente automatizada, descrita na sepao subsequente sobre equipamentos automatizados. 

MicroScan® System. O MicroScan® System (Beckman Coulter, West Sacramento, CA, EUA) consiste em bandejas 
plasticas de microtitulapao com 96 camaras de tamanho-padrao, nas quais ate 32 substratos reagentes estao incluidos para 
permitir a identificapao de Enterobacteriaceae e outras especies bacterianas (existem disponiveis paineis para gram-positivos, 
gram-negativos e patogenos das vias urinarias). Algumas bandejas (conhecidas como Combo) tambem incluem microdiluipdes 
de caldo de varios antibioticos em certos microtubos para realizar testes de sensibilidade . 176 Os paineis da MicroScan® sao 
fornecidos em estado congelado ou contem substratos desidratados que tornam o envio mais conveniente e permitem o 
armazenamento a temperatura ambiente e validade mais longa. Schieven et al™ 1 ’ demonstraram que as bandejas de 
microdiluipao congeladas e desidratadas possibilitaram identi licapoes e resultados de sensibilidade antimicrobiana 
comparaveis dos microrganismos testados (indices de discrepancia de apenas 1,3% e 4,2%, respectivamente). 

Os microtubos sao inoculados com uma suspensao carregada dos microrganismos a serem identificados e sao incubados a 
35°C por 15 a 18 horas. Os paineis podem ser interpretados visualmente (ver Prancha 6.6 E) e, em seguida, os resultados 
bioquimicos sao convertidos em um mimero de biotipo com 7 ou 8 digitos, que pode ser traduzido em uma identificapao com 
base em um livro de codigos fornecido pelo fabricante. Como alternativa, pode-se utilizar um leitor de bandeja automatizado 
para detectar crescimento bacteriano ou alterapSes de cor com base nas diferenpas de transmissao da luz. As diferenpas nos 
pulsos eletronicos sao analisadas automaticamente por um microcomputador, que compara os padroes de reapao com um 
programa interno para determinar a probabilidade das identificapoes. Rhoden et air 9 observaram que o AutoScan-4 (um leitor 
automatizado do sistema MicroScan®) identificou corretamente 95,4% dos membros da familia Enterobacteriaceae (algumas 
leituras falso-negativas das reapoes de sulfeto de hidrogenio e arginina-di-hidrolase foram os unicos problemas, que levaram a 
erros de identificapao). Uma desvantagem citada pelos autores foi que, em alguns casos, o aparelho relata “biotipo muito raro”, 
deixando o usuario em duvida quanto ao que e um biotipo raro. 

Sensititre® System. O Sensititre® System (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) pode ser adquirido na forma 
de um sistema de identificapao enterica manual, ou de um sistema de autoidentificapao. A placa manual contem meios para 
realizar 23 testes bioquimicos-padrao, mais um controle, que sao desidratados em camaras de uma bandeja de microtitulapao 
com 96 cavidades de tamanho-padrao. Cada bandeja contem quatro conjuntos duplicados de camaras para testes bioquimicos, 
permitindo a identificapao simultanea de quatro microrganismos por bandeja. O sistema contem testes bioquimicos 
convencionais e e inoculado e interpretado manualmente. Staneck et al. 606 relataram que a concordancia entre o Sensititre® e o 
API® 20e com 1.415 isolados de Enterobacteriaceae foi de 94,6% no nivel de especie. 

Sistemas de identifica5ao semiautomatizados e automatizados 

MicroScan® Walkaway 

O Walkaway (Beckman Coulter, West Sacramento, CA) e um equipamento totalmente automatizado que incuba 
simultaneamente qualquer combinapao de ate 96 paineis convencionais ou da Rapid MicroScan®, acrescenta automaticamente 
os reagentes aos paineis convencionais (quando necessario), le e interpreta os resultados dos testes e imprime os resultados - 
tudo sem intervenpao do operador (Prancha 6.6 F), 343,479,487,520,558,684 Alem dos paineis convencionais da MicroScan®, tambem 
existem paineis de fluorescencia rapida disponiveis para uso com o equipamento Walkaway. Os paineis rapidos usam 
compostos com marcadores fluorescentes e requerem intubapao por apenas 2 horas para realizar a identificapao das bacterias. 
Cada substrata fluorescente consiste em um fluoroforo (seja MEU ou 7AMC) ligado a uma molecula de fosfato, apucar ou 
aminoacido. Podem ocorrer dois tipos de reapao: fluorogenica e fluorometrica. Nas reapoes fluorogenicas, uma enzima 


especifica (se estiver presente na suspensao bacteriana) decompde o composto fluorescente, resultando na liberapao do 
fluoroforo que, em seguida, emite fluorescencia. Por exemplo: 


L-alanina-AMC Alanina- ^ Alanina + AMC 
(nao fluorescente) aminopeptidase (fluorescente) 

As reapoes fluorometricas detectam alterapoes do pH, como as que ocorrem quando ha fermentapao de carboidratos. A 
produpao resultante de acidos provoca redupao do pH e diminui a fluorescencia. Alem disso, o sistema utiliza oito reapoes de 
taxa fluorogenicas. Essas reapSes medem a taxa de liberapao do fluoroforo e sao usadas para diferenciar especies 
fenotipicamente semelhantes. Os resultados das reapoes de ID sao convertidas em biocodigos de 15 digitos, que entao sao 
interpretados por um computador. O sistema optico colorimetrico Walkaway tem 97 fotometros iluminados por uma unica 
lampada halogenica de tungstenio, cuja luz e transmitida por 97 fibras opticas. A luz originada da fonte passa por filtros de 
interferencia situados sobre uma roda colorida, e e focalizada nas fibras opticas, das quais 96 espelham a configurapao de um 
painel com 96 camaras. O 91- fotometro fornece uma leitura basal, com a qual os sinais de todos os fotometros sao 
comparados. Durante cada ciclo de leitura, a roda colorida giratoria fornece leituras em seis comprimentos de onda diferentes 
do espectro visivel. Para as reapdes bioquimicas, o computador seleciona o comprimento de onda de leitura que melhor 
discrimina a reapao de cada cavidade. Clayland et al . 1: publicaram uma revisao da tecnologia do Walkaway. Varios estudos 
demonstraram que esse sistema permite a identificapao precisa dos microrganismos que fazem parte da familia 
Enterobacteriaceae. 343 - 479 ' 487 ' 520 ' 558 ’ 684 

O Painel de Identificapao Fluorogenica Negativa Rapida em 2 horas do MicroScan® foi atualizado de modo a aumentar 
expressivamente a precisao da identificapao e ampliar o niimero de taxons do banco de dados. O painel atualizado (Rapid 
Gram-Negative Identification Panel 3, RNID3) consiste em 36 testes recem-formulados e um banco de dados novo, que 
abrange 119 taxons cobrindo 150 especies no total. Achoado et al. relataram que o RNID3 teve precisao de 98,4% (92,5% 
corretos para a especie, 1,6% correto para o genero e 4,3% corretos para a especie com outros testes recomendados pelo 
fabricante) e precisao de 99,3% com isolados clinicamente significativos. 7 

A precisao e o desempenho do painel RNID3 foram avaliados por um estudo envolvendo varios centros de pesquisa, no 
qual foram testadas 405 cepas isoladas representando 54 especies; dessas especies, 96,8% foram identificadas corretamente. 
No mesmo estudo, 465 isolados foram examinados quanto a reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial, e 
forneceram concordancia de 99,8%. 39 

Vitek® System 

O sistema Vitek 8 (Legacy) (bioMerieux) foi introduzido no inicio da decada de 1980 para realizar testes automatizados de 
sensibilidade antimicrobiana, com modi ficapoes subsequentes para aumentar sua precisao. 37 ’ 60 ’ 455 ’ 488 O Vitek® Legacy System 
comepou a ser amplamente utilizado nos laboratories de microbiologia clinica e geralmente teve boa aceitapao como metodo 
confiavel de identificapao rapida dos bacilos gram-negativos encontrados comumcntc. : ,820 ’ 558 O desenho e os procedimentos 
operacionais das primeiras versoes do sistema Vitek 8 , desenhado inicialmente para realizar testes de sensibilidade microbiana 
automatizados, foram descritos com algum detalhe na segunda edipao deste livro (Tabela 15.10). 

O sistema Vitek® 2 (bioMerieux) e um sistema modular integrado, que consiste em uma unidade de preenchimento- 
selagem, um leitor-incubador, um modulo de controle computadorizado, um terminal de dados e uma impressora multicopias 
(ver Prancha 6.6 G). Alem disso, o sistema Vitek® 2 incorpora varios avanpos tecnicos, que automatizam alguns procedimentos 
que sao realizados manualmente no sistema Vitek® Legacy. O Vitek® 2 detecta crescimento bacteriano e alterapoes metabolicas 
nas microcamaras dos cartSes plasticos finos utilizando uma tecnologia de fluorescencia (um aparelho colorimetrico foi 
introduzido no final de 2004). O cartao de identificapao de bacilos gram-negativos (cartao ID-GNB) do Vitek® 2 e um cartao 
plastico com 64 camaras contendo 41 testes bioquimicos fluorescentes, inclusive 18 testes enzimaticos para aminopeptidases e 
oxidases. Os substratos utilizados para detectar aminotransferases geralmente estao combinados com 7AMC; os substratos para 
detectar oxidases geralmente estao combinados com 4 MEU. Alem disso, existem 18 testes de fermentapao, dois testes de 
descarboxilapao e tres testes variados. Ha duas camaras de controle negativo e as camaras restantes ficam vazias. Os resultados 
sao interpretados pelo banco de dados ID-GNB depois de um periodo de incubapao de 3 horas. No estudo realizado por Funke 
et al., os autores demonstraram que o sistema Vitek® 2 identificou corretamente 84,7% das especies selecionadas, 
representando 70 taxons diferentes de Enterobacteriaceae e bacterias nao entericas dentro de 3 horas. 241 Em um estudo muito 
menor representando 31 taxons diferentes de Enterobacteriaceae e especies nao fennentadoras isoladas mais comumente, Ling 
et al. conseguiram realizar identificapSes corretas de 95% no nivel de especie com o sistema Vitek® 2. 390 Esses mesmos autores 
avaliaram o sistema Vitek® 2 para a identificapao direta rapida de bacilos gram-negativos a partir dos frascos de hemocultura 
positivos e relataram que 97 (82,2%) das cepas foram identificadas corretamente no nivel de especie e 21 (17,8%) cepas nao 
foram identificadas. Contudo, nao houve erros de interpretapao. 389 Em dois outros estudos, O’Hara e Miller 480 relataram 



precisao de 93% na identificagao de 482 culturas de cepas entericas em estoque e Gavin et al. 246 relataram precisao de 95,3% 
(Enterobacteriaceae: 95,9%; outras bacterias: 92,5%) com o sistema Vitek 1 " 2. 

Sensititre® Gram-negative Autoidentification System 

O Sensititre 1 " Automated Reading and Incubation System (ARIS) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) e um sistema 
automatizado, que utiliza tecnologia de fluorescencia para detectar crescimento e atividade enzimatica das bacterias. Esse 
sistema consiste em 32 testes bioquimicos recem-formulados, inclusive alguns meios bioquimicos classicos refonnulados para 
emitir sinal de fluorescencia, alem dos testes de fluorescencia recem-desenvolvidos. Cada meio do teste bioquimico, junto com 
um indicador de fluorescencia apropriado, e desidratado em camaras separadas da placa Sensititre 1 ". Cada placa e desenhada 
para testar tres microrganismos diferentes. Como essas placas sao desidratadas, elas podem ser guardadas a temperatura 
ambiente. Todos os testes de autoidentificagao sao lidos no Sensititre 11 AutoReader, que detecta a existencia ou nao de 
fluorescencia. Os resultados sao transmitidos a um computador para analise e idenli ficagao. Os resultados podem ser lidos 
depois de 5 horas de incubagao. Se nao for possivel obter um nivel satisfatorio de identificagao depois desse periodo, a placa 
pode ser simplesmente incubada novamente e lida depois da incubagao durante a noite. Em razao do uso de tecnologia de 
fluorescencia, essas placas nao podem ser lidas manualmente e as leituras sao possiveis apenas com um Sensititre " 
AutoReader corretamente padronizado. Dados da propria empresa relativos a 1.084 isolados de Enterobacteriaceae 
demonstram concordancia geral de 92,4% depois de 5 horas e de 93,4% depois de 18 horas, em comparagao com os metodos 
convencionais (Sensititre Technical Product Information). 

Phoenix® System 

O Phoenix" Automated Microbiology System (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD) e um sistema 
totalmente automatizado recem-desenvolvido para identificagao e testes de sensibilidade antimicrobiana. O sistema e composto 
de paineis descartaveis, que combinam testes de identificagao e sensibilidade antimicrobiana, acrescido de um aparelho que 
realiza leituras automaticas a intervalos de 20 minutos durante a incubagao (Prancha 6.6 H). O segmento de identificagao 
gram-negativa utiliza 45 substratos bioquimicos, inclusive 16 substratos fluorogenicos, 14 fermentativos, 8 fontes de carbono, 
5 cromogenicos e 2 substratos variados (ureia e ornitina) para identificar bacilos gram-negativos aerobios dentro de 2 a 12 
horas, ainda que a grande maioria dos resultados seja fomecida em 4 horas ou menos. O equipamento monitora as alteragoes 
espectrais visiveis e os niveis de intensidade da fluorescencia e emite uma resposta quando o sistema esta seguro da 
identificagao. Em um estudo realizado por Stefaniuk et al., o Phoenix'" demonstrou um indice elevado de concordancia com os 
metodos de identificagao convencionais, que variou de 100% para cocos gram-positivos a 96% das bacterias nao 
fermentadoras gram-negativas e 92,5% dos membros da familia Enterobacteriaceae. 610 

OmniLog® ID System 

O OmniLog® ID System (Biolog, Hayward, CA, EUA) e uma plataforma totalmente automatizada para ser usada com o 
metodo de teste de utilizagao de fontes de carbono da empresa Biolog (ver descrigao do Biolog® GN2 MicroPlate na segao 
anterior). O OmniLog® System incuba, le e interpreta simultaneamente as Biolog® MicroPlates. O sistema processa 
continuamente as amostras, mas permite ao usuario acesso complete a qualquer momento durante a analise de uma amostra. 
Um aspecto singular do OmniLog® System e a temperatura de incubagao definida pelo usuario, que permite que os 
microrganismos sejam incubados a sua temperatura ideal de forma a assegurar crescimento maximo para a identificagao exata. 
O equipamento comega a leitura das MicroPlates 4 horas depois que elas sao colocadas no leitor. O padrao e comparado com 
um banco de dados de identificagao e e atribuida uma ID, caso tenha desenvolvido reagSes positivas suficientes. Se nao for 
obtido resultado depois de 6 horas, o aparelho continua automaticamente a incubar a MicroPlate e inicia a leitura novamente 
depois de 16 a 24 horas. Os bancos de dados da Biolog content mais de 1.400 microrganismos diferentes, inclusive 501 
especies gram-negativas representativas das mais importantes em microbiologia clinica e experimental. Algumas dessas 
especies nao podem ser identificadas com outros sistemas de identificagao. 

Time-of-fiight por dessorgao/ionizagao alaser em matriz 

Os espectros da tecnica MALDI-TOF sao utilizados para identificar microrganismos como bacterias ou fungos. Uma colonia 
do nticrorganismo em questao e esfregada diretamente sobre o alvo da amostra, que e uma placa de plastico ou vidro, e depois 
recoberta com matriz. A matriz consiste em moleculas cristalizadas, cujas tres mais comumente utilizadas sao o acido 3,5- 
dimetoxi-4-hidroxicinamico (acido sinapinico), o acido a-ciano-4-hidroxicinamico (alfaciano ou alfamatriz) e o acido 2,5-di- 
hidroxibenzoico (DHB). Inicialmente, prepara-se uma solugao dessas moleculas, geralmente em uma mistura de agua 
altamente purificada e um solvente organico (em geral, acetonitrila [ACN] ou etanol). Tambem e possivel acrescentar acido 
trifluoroacetico (TFA). 

Um laser e incidido sobre os cristais da matriz na mancha da goticula desidratada. A matriz absorve a energia do laser e, 
nessa reagao, e dessorvida e ionizada (por acrescimo de um proton). Em seguida, a matriz parece transferir o proton as 


moleculas do analito (p. ex., bacterias ou fungos), aumentando assim sua carga. Os ions observados depois desse processo 
consistem em lima molecula neutra [M] e um ion acrescentado ou removido. O espectro de massa passa por uma coluna que 
separa a matriz ionizada com base na carga e na massa e, por fim, chega a um detector que gera um padrao de sinais singular. 

O tipo de espectrometro de massa utilizado mais amplamente com o MALDI e o TOF (espectrometro de massa time-of- 
flight ), basicamente em razao de sua amplitude de massa maior. O procedimento de determinagao do TOF tambem e adaptado 
perfeitamente ao processo de icnizagac da MALDI, porque o laser pulsado emite “rajadas” separadas, em vez de funcionar em 
operagao continua. 

Os espectros de massa gerados sao analisados por um software especial e comparados com os perfis armazenados. O 
diagnostico das especies por essa tecnica e muito mais rapido, preciso e barato que os outros procedimentos baseados em testes 
bioquimicos ou imunologicos. A MALDI-TOF-MS provocou uma revolugao na identificagao dos microrganismos e, dentro de 
poucos anos, provavelmente sera o metodo-padrao para identificar bacterias nos laboratories de microbiologia clinica. 87,590,609 
De acordo com alguns estudos, o desempenho geral da MALDI-TOF-MS foi significativamente melhor que o dos sistemas 
bioquimicos convencionais na identificagao de Enterobacteriaceae. 49,157,190,465,562,572,644 Um inconveniente e a impossibilidade 
de diferenciar entre E. coli e Shigella utilizando a tecnica MALDI-TOF, exigindo entao testes confirmatorios adicionais 
quando e necessario excluir a presenga de especies de Shigella. Entretanto, apesar desse inconveniente, os laboratories 
percebem que a MALDI-TOF-MS pode reduzir expressivamente o trabalho e os custos com reagentes, alem de fomecer 
identificagSes em 1 a 2 dias antes dos metodos de teste fenotipico convencionais. 205,623 

Mais recentemente, o metodo MALDI-TOF-MS tem sido aplicado diretamente aos fracos de hemocultura 
positiva 144,186,229 ’ 370,447,543,584,613 e especies de urina, 230,360 resultando em redugSes do tempo necessario a liberagao dos resultados 
e beneficios potenciais aos pacientes. 648 Em um estudo, a aplicagao da tecnica MALDI-TOF aos fracos de hemocultura positiva 
possibilitou redugoes de 23 a 84 horas no processo de identificagao de bacterias gram-positivas e redugSes de 34 a 51 horas na 
identificagao das bacterias gram-negativas. 81 Quando a identificagao rapida por MALDI-TOF-MS e combinada com testes de 
sensibilidade antimicrobiana rapidos, realizados diretamente no caldo de hemocultura, os resultados podem ser gerados ate 24 
horas antes. 673 

Em resumo, as empresas comerciais langam continuamente sistemas novos e modificagoes dos sistemas existentes para 
identificar microrganismos. De modo a atender as normas da FDA, todos esses sistemas devem ter precisao igual ou melhor 
que os metodos de referenda. Por isso, todos os sistemas podem ser usados nos laboratories clinicos, mas a escolha depende de 
diversas variaveis, inclusive volume de exames, experiencia da equipe tecnica, necessidade de identificagoes definitivas e 
custo operacional. Como grupo, a familia Enterobacteriaceae tem crescido rapidamente e, em sua maioria, sao muito propicias 
ao processamento por sistemas semiautomatizados e automatizados. As limitagSes de espago neste livro permitiram apenas 
uma revisao sucinta desses sistemas. Se quiser aprender mais, o leitor deve estudar a revisao dos sistemas automatizados 
publicada por Stager e Davis. 6 " 5 As references citadas podem ser consultadas se o leitor quiser descrigSes mais detalhadas e 
avaliagoes de desempenho. 
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‘N.R.T. Patotipo denominado E. coli enteroinvasora. 

"N.R.T. E. coli enteroinvasora (um patotipo) e lisina-descarboxilase negativa. 

3 N.R.T. Sorotipos nao 0157 sao mais comuns na Europa, na Australia e na America latina, inclusive no Brasil. Entre os sorogrupos mais 
frequentes de nao 0157 podem-se destacar 026, 045, 0103, 0111, 0121 e 0145. (Guth BEC. Escherichia coli produtora de Toxina 
Shiga [STEC], In Trabulsi LR, Alterthun F. Microbiologia. 6 a ed. Sao Paulo: Atheneu. 2015.) 

1V N.R.T. No Brasil, os laboratories clinicos pesquisam rotineiramente os sorogrupos (antigeno somatico) de EPEC (em cepas isoladas de 
crianqas com ate dois anos de idade) e sorogrupos de EIEC. 

V N.R.T. No Brasil, a peste chegou pelo porto de Santos em 1899, atingindo, em seguida, varias cidades do litoral. O periodo de rnaior 
intensidade na ocorrencia da doenqa antecede a decada de 1970, com declinio posterior. Houve epidemias isoladas nos anos 1970, na 
Bahia, e 1980, nos estados do Ceara e da Paraiba. Atualmente, parte da regiao Nordeste, bem corno a Serra dos Orgaos, no Rio de Janeiro, 
sao as principais areas com foco natural da peste no Brasil. Ha relatos em varios estados do Nordeste, na regiao semiarida, em Piaui, 
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia, alcanqando inclusive a parte nordeste de Minas Gerais, no Vale do 
Jequitinhonha. Na Serra dos Orgaos, o foco envolve os municipios de Teresopolis, Nova Friburgo e Sumidouro. Temos registros de casos 
esporadicos, concentrados na Bahia, sendo os ultimos registrados no municipio de Feira de Santana, em 2000. Apos um periodo silente de 
4 anos, o Ceara registrou o ultimo caso do pais, no municipio de Pedra Branca, em 2005. (De Almeida AMP et al. Estudos 
bacteriologicos e sorologicos de um surto de peste no estado da Paraiba, Brasil. Fontes: Mem Inst Oswaldo Cruz. 1989; 84:249-256; 
Aragao AI et al. Tendencia secular da peste no estado do Ceara, Brasil. Cad Saude Piiblica. 2007; 23:715-724; Baltazard M. Viagem de 
estudo ao Brasil para a organizaqao de um projeto de pesquisas sobre a peste. Rev Bras Malariol Doenpas Trop. 1968; 20:335-366; 
Saavedra RC; Dias JP. Infecqao por Yersinia pestis, no estado da Bahia: controle efetivo ou silencio epidemiologico? Rev Soc Bras Med 
Trop.Uberaba.mar./abr.2011; 2(44).Epubapr.2011.) 

V1 N.R.T. No Brasil, os testes rapidos para identificapao de membros da familia Enterobacteriaceae nao sao utilizados na rotina dos 
laboratories clinicos. 
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Introdugao aos bacilos gram-negativos nao fermentadores 

Os bacilos gram-negativos nao fermentadores constituem um grupo de bacterias aerobias que nao formam esporos, 
nao utilizam agucares como fonte de energia e decompdem os carboidratos por outras vias metabolicas diferentes da 
fermentagao. Dentro desse grupo, estao varios generos e especies de bacterias com necessidades especiais de 
crescimento, que nao estao descritas neste capitulo. A linha divisoria entre o que e um microrganismo “nao 
fermentador” e as bacterias que, de outro modo, poderiam ser designadas como bacilos gram-negativos nao 
fermentadores de glicose “exigentes”, incomuns” ou “variados” (descritos no Capitulo 9) esta baseada mais em 
convengao do que em caracteristicas geneticas ou fenotipicas bem definidas. O termo bacilos gram-negativos nao 
fermentadores e usado neste capitulo com referenda aos bacilos gram-negativos aerobios, que apresentam 
crescimento abundante dentro de 24 horas na superficie do agar-ferro de Kligler (KIA) ou no agar triplice agucar- 
ferro (TSI; do ingles, triple sugar iron), mas nenhum deles cresce nem acidifica o fundo dos tubos contendo estes 
meios. 

Os generos dos bacilos nao fermentadores descritos neste capitulo sao os seguintes: Acetobacter, Achromobacter, 
Acidomonas, Acidovorax, Acinetobacter, Advenella, Agrobacterium, Alcaligenes, Alishewanella, Asaia, 
Azospirillum, Balneatrix, Bergevella, Bordetella, Brevundimonas, Burkholderia, Caulobacter, Chryseobacterium, 
Comamonas, Cupriavidus, Delftia, Elizabethkingia, Empedobacter, Flavobacterium, Gluconobacter, Granulibacter, 
Haematobacter, Herbaspirillum, Inquilinus, Kerstersia, Laribacter, Lautropia, Massilia, Methylobacterium, 
Moraxella, Myroides, Naxibacter, Neisseria, Ochrobactrum, Oligella, Pandoraea, Pannonibacter, Parococcus, 
Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Rhizobium, Roseomonas, Shewanella, Sphingobacterium, Sphingomonas, 
Stenotrophomonas, Weeksella, Wohlfahrtiimonas e alguns microrganismos que, hoje em dia, levam apenas 
designagdes alfanumericas dos CDC (Centers for Disease Control and Prevention). Tambem estao incluidas neste 
capitulo algumas especies de Neisseria, que se apresentam como bacilos gram-negativos e precisam ser 
diferenciadas dos bacilos nao fermentadores aparentemente semelhantes. Os generos Eikenella, Brucella e 
Francisella, embora apresentem as caracteristicas gerais dos bacilos nao fermentadores, estao agrupados neste livro 
junto com os bacilos gram-negativos exigentes, que estao descritos no Capitulo 9. A Tabela 7.1 descreve a 



nomenclatura aceita hoje em dia e contem uma relagao das designates antigas. A Tabela 7.2 apresenta os sinonimos 
de varias especies bacterianas que, no passado ou hoje em dia, tem designates alfanumericas. 

A medida que se acumulem mais informagdes, a reclassificagao das bacterias entre os generos e as especies e a 
criagao de designagoes novas precisam ser aceitas como parte do avango cientifico. Os estudos de homologia do 
DNA frequentemente desempenham um papel mais importante na classificagao final das bacterias, que um esquema 
baseado apenas nas caracteristicas fenotipicas. Por exemplo, dentro do genero Pseudomonas, diversas biovariantes e 
patovariantes sao reconhecidas atualmente e estao dispostas de acordo com as homologias do RNA ribossomico 
(rRNA) e do DNA. 814 Os metodos de sequenciamento parcial ou completo do rRNA 16S tornaram-se recursos uteis 
a identificagao dos microrganismos fenotipicamente estranhos. 207 Em razao da diversidade crescente dos 
microrganismos, do surgimento de patogenos comuns com caracteristicas fenotipicas raras ou singulares e da 
identificagao de patogenos novos com fenotipos totalmente indefinidos, mais laboratories tem adotado uma 
combinagao dos metodos genotipicos e fenotipicos para realizar a identificagao precisa de algumas bacterias. 843 Mais 
recentemente, a tecnologia de espectrometria de massa MALDI-TOF (do ingles, matrix-assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight) foi adaptada aos laboratories de microbiologia, nos quais atua como um metodo 
consistente, rapido e revolucionario para a identificagao precisa dos microrganismos. 200,828,1028 Entretanto, o capital 
inicial necessario a aquisigao de uma unidade de espectrometria de massa adiara a adogao dessa tecnologia e, por 
esta razao, os perfis fenotipicos - inclusive resultados da coloragao pelo Gram, morfologia das colonias, 
necessidades de crescimento e atividades enzimaticas e/ou metabolicas utilizando testes fenotipicos como os que 
estao descritos neste capitulo - provavelmente continuarao a ser usados na proxima decada. Os microbiologistas 
tambem precisam estar atualizados com as alteragoes da nomenclatura das bacterias, de forma que os nomes atuais 
possam ser usados na pratica cotidiana e os dados experimentais reunidos por varios pesquisadores utilizando as 
designagdes antigas nao sejam mal-interpretados. 

PARTE I | METABOLISMO DOS BACILOS NAO FERMENTADORES 

As bacterias que obtem sua energia de compostos organicos sao conhecidas como quimiorganotroficas. A maioria 
das bacterias encontradas em medicina laboratorial obtem sua energia da utilizagao dos carboidratos por uma das 
varias vias metabolicas. A deteegao e a determinagao dos diversos produtos metabolicos sao necessarias a 
identificagao das especies bacterianas, que podem causar doengas infecciosas. Algumas bacterias, como os membros 
do genero Moraxella, nao metabolizam carboidratos, mas obtem sua energia da decomposigao de outros compostos 
organicos, inclusive aminoacidos, alcoois e acidos organicos. Algumas bacterias de vida livre, inclusive os grupos 
fixadores de nitrogenio ou que conseguem oxidar enxofre ou ferro, podem obter energia de compostos quimicos 
inorganicos simples. Essas bacterias sao conhecidas como quimiolitotroficas e raramente estao implicadas na 
etiologia das doengas humanas. 


Tabela 7.1 Nomenclatura dos bacilos gram-negativos nao fermentadores. 


Nomeatual 

Designagdes antigas 

Comentarios 

Achromobacter, grupos B, E, F 


Especies de Achromobacter mda nao nomeadas. 

Achromobacter denitrifeans 

Alcaligenes xylosoxidans, su besp. 

denitrifeans 

Alcaligenes denitrifeans, subesp. 

denitrifeans 

CDCVc 

A designagao das subespecies nao e mais utilizada hoje em dia. 

Achromobacter piechaudii 

Alcaligenes piechaudii 

Isolado principalmente de especimes clinicos humanos, mas 

algumas cepas foram isoladas do ambiente. Sua importancia 

clinica ainda nao foi definida. Tambem foi isolado de pacientes 

com infeegao da corrente sanguinea e secregao cronica da 

orelha. 



Achromobacter xylosoxidans 


Acinetobacter baumannii 


Atinetobacter Iwoffii 


Alcaligenes faecalis 


Berg eyella zoohelcum 


Bordetello bronchiseptico 


Bordetello hinzii 


Bordetella holmesii 


Alcoligenes xylosoxidons, subesp. A designagao das subespecies nao e mais utilizada hoje em dia. 

xylosoxidans 

Alcaligenes denitrifcans, subesp. 
xylosoxidans 

CDCIIIae lllb 


Acinetobacter cakoaceticus, var. anitratus 

Achromobacter anitratus 

Bacterium anitratum 

Herellea vaginicola 

Bacilo de Morax-Axenfeld 

Moraxella glucidolytica, var. nonliguefaciens 

Pseudomonas calcoacetica 


0 nome da especie foi aplicado a genomoespecie 2 do 
Acinetobacter. Produz acido a partir da glicose. Pode ser 
diferenciado de Acinetobacter cakoaceticus (genomoespecie 1) 
pelo crescimento a 41° a 44°C, pela produgio de (3-xilodase e 
pela utiliza^ao de malato (o A. baumannii e positivo e o A. 
cakoaceticus e negativo). Os laboratories gue nao realizam 
esses testes podem optar por relatar esses microrganismos 
como "complexo do A. baumannii". A maioria das cepas de 
Acinetobacter isoladas dos especimes dinicos humanos 
pertence a essa especie. 


Acinetobacter cakoaceticus, var. Iwoffi 
Achromobacter Iwoffi 
Mima polymorpha 


0 nome da especie foi atribui'do ao genomoespecie 8 do 
Acinetobacter. A cepa gue nao oxida glicose foi isolada de 
especimes dinicos humanos. 


Moraxella iwoffi 


Alcaligenes odorans 
CDCVI 


0 nome Alcaligenes odorans foi proposto em uma data 

subseguente para descrever urn microrganismo, gue era uma 
cepa do gue antes era conhecido como Alcaligenes faecalis. 
Odor de frutas. 


Weekseiia zoohelcum 
CDCIIj 

Alcaligenes bronchicanis 
Alcaligenes bronchiseptica 
Bordetella bronchicanis 


Reagio positiva rapida a ureia. Associada as mordidas de caes e 
gatos. 

Reagio positiva rapida a ureia. 


Brucella bronchiseptica 
Haemophilus bronchiseptica 
Bordetella avium-like 
Alcaligenes faecalis tipo II 
Bacteria da CP (coriza do peru) tipo II 
Alcaligenes spp., cepa C 2 T 2 


Isolada das vias respiratorias de galinaceos e perus. Existem relatos 
de isolamento das vias respiratorias, das secretes oticas e das 
fezes de seres humanos. 


Grupo dos nao oxidantes CDC 2 (NO-2) Isolada de hemoculturas. Oxidase-negativa e imovel; pigmento 

soluvel marram produzido no agar de tirosina e infusao de 
coragio. 0 pigmento difusivel marram tambem pode ser 
observado no agar MacConkey. 


Bordetella trematum 


Isolada de feridas e secre^ao otica. Oxidase-negativa e movel. 


Brevundimonas diminuta 

Brevundimonas vesicularis 

Burkholderia cepacia 


Burkholderia gladioli 

Burkholderia pseudomallei 
Chryseobacterium indologenes 

Comamonas terrigena 

Comamonas testosteroni 


Cupriavidus pauculus 

Delftia acidovorans 


Elizabethkingia meningoseptica 

Empedobacter brevis 


Pseudomonas diminuta 
CDCIa 

Pseudomonas vesicularis 
Corynebacterium vesiculare 
Pseudomonas cepacia 
Pseudomonas multivorans 
Pseudomonas kingae 
CDCEO-1 

Pseudomonas gladioli 
Pseudomonas marginata 
Pseudomonas pseudomallei 
Flavobacterium indologenes 
CDCIIb 

Varias especies de Vibrio 
E. Falsen grupo 10 
Aguasprillum aquaticum 
Pseudomonas testosteroni 
Pseudomonas desmolytica 
Pseudomonas dacunhae 
Pseudomonas cruciviae 
Wautersia paucula 
Ralstonia paucula 
Grupo IVc-2 dos CDC 
Comamonas acidovorans 
Pseudomonas acidovorans 
Pseudomonas desmolytica 
Pseudomonas indoloxidans 
Achromobacter cystinovorum 
Chryseobacterium meningosepticum 
Flavobacterium meningosepticum 
CDCIIa 

Flavobacterium breve 


Pigmento amarelo. Isolada de varias fontes de agua e superficies 
umidas. Patogeno respiratorio nos pacientes com fibrose cistica 
(FC). Fenotipicamente semelhante a no mlnimo outras 17 
especies referidas coletivamente como "complexo Burkholderia 
cepacia" (Bcc). 

Basicamente, e um patogeno das plantas. Foi descrita no escarro de 
pacientes com FC. 

Causa melioidose nos seres humanos. 

Fenotipicamente semelhante ao Chryseobacterium gleum ; indol- 
positivo. 


Rea^ao positiva rapida a urease. 


Rea^ao alaranjada ao indol com o reagente de Kovac, em razao da 
produ^ao de acido antranilico a partir da triptona. 


Extremamente patogenica nos lactentes prematuros; indol- 
positiva. 


Flavobacterium spp. 


As especies isoladas de seres humanos, antes indui'das no genero 

Flavobacterium, foram reclassificadas como membros de 

outros generos novos ou existentes. As especies restantes estao 

amplamente dispersas no solo e nos habitats de agua doce; 

nao foram isoladas de especimes clinicos humanos. Todas sao 

indol-negativas. 

Methylobacterium mesophilicum 

Pseudomonas mesophilica 

Bacilos de crescimento lento com pigmento rosado. Nao coram 


Pseudomonas methanica 

Vibrio extorquens 

Mycoplana rubra 

Protaminobacter spp. 

Chromobacterium spp. 

Beijerinckia spp. 

bem e parecem amorfos com muitos vacuolos, gue nao se 

coram. 

Moraxella atlantae 

CDCM-3 


Moraxella lacunata 

Moraxella liquefaciens 


Moraxella nonliquefaciens 

Bacillus duplex nonliquefaciens 


Moraxella osloensis 

Mimapolymorpha, var. oxidans 


Myroides odoratus 

Flavobacterium odoratum 

Colonias grandes com tendencia a espalhar-se. Indol-negativos, 

odordefrutas. 

Myroides odoratiminus 

CDCM-4F 

Neisseria elongata, subesp. 

Moraxella sp. M-6 

Catalase-negativa. Algumas cepas isoladas clinicamente estavam 

nitroreducens 

CDCM-6 

associadas a endocardite. 

Neisseria weaveri 

Moraxella sp. M-5 

CDCM-5 

Algumas cepas isoladas clinicamente estavam associadas as 

mordidasdecaes. 

Neisseria zoodegmatis 

CDC EF-4b 

Infecgoes humanas associadas as mordidas de caes e gatos. 

Ochrobactrum anthropi 

CDCVd-1, Vd-2 

Achromobacter spp., biotipos 1 e 2 

Achromobacter grupos A, C, D 

Algumas cepas foram isoladas de especimes clinicos humanos. 

Oligella ureolytica 

CDC IVe 

Reagio rapida positiva a ureia e reagio positiva a fenilalanina- 

desaminase. 

Oligella urethralis 

CDCM-4 

Algumas cepas foram isoladas clinicamente de infecgoes da orelha 

e das vias urinarias. 

Pandoraea 

Genero novo com 5 especies 

Isoladas de especimes clinicos humanos (principalmente pacientes 

com FC) e do ambiente. 

Paracoccus yeei 

CDCEO-2 

Produz celulas com formato de "0" a Colorado pelo Gram 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas pyocyanea 

Faz parte do grupo fluorescente, cresce a 42°C. Bacteria isolada 


Pseudomonas fluorescens 

Bacterium aeruginosa 

mais comumente de especimes cllnlcos. Odor de suco de uva. 

Faz parte do grupo fluorescente, gelatino-positiva. Nao cresce a 

42°C. 

Pseudomonas luteola 

Pseudomonas mendocina 

CDCVe-1 

Chryseomonas luteola 

Chryseomonas polytricha 

CDCVb-2 

Pigmento amarelo, oxidase-negativa, esculina-positiva. 

Pseudomonas oryzihabitans 

Pseudomonas putida 

CDCVe-2 

Flavimonas oryzihabitans 

Pseudomonas iacunogenes 

Pode causar septicemia e endocardite de valvas artificials. 

Pigmento amarelo, oxidase-negativa, esculino-negativa. 

Faz parte do grupo fluorescente, gelatino-negativa. Nao cresce a 

42°C. 

Pseudomonas stutzeri 

CDCVb-1 

Colonias enrugadas. Ubiguas no solo e na agua 

Psychrobacter phenylpyruvicus 

Psychrobacter phenylpyruvica 

Moraxelia phenylpyruvica 

CDCM-2 

Fenilalanina-desaminase positiva, cresce a 4°C, tolera 

concentrates de ate 9% de NaCI. 

Ralstonia pickettii 

Burkholderia pickettii 

Pseudomonas pickettii 

CDCVa-1, Va-2 

Crescimento lento, colonias puntiformes depois de 24 h em agar- 

sangue (BAP). Raramente esta associada a infecgoes. Ureia- 

positiva, algumas cepas sao catalase-negativas. 

Ralstonia mannitolilytica 

Rhizobium radiobacter 

Pseudomonas thomasii (Va-3) 

Agrobacterium radiobacter 

Agrobacterium tumefaciens 

Agrobacterium biovar. 1 

CDCVd-3 

Manitol-positiva 

Roseomonas spp. 

"Grupo cocoide rosa" dos CDC 

Colonias rosadas, geralmente mucoides, com coloragao fraca pelo 

Gram; bacilos cocoides roligos. 

Shewanella putrefaciens 

Pseudomonas putrefaciens 

FI 2 S-positivas. 5. algae e a cepa isolada predominante de especimes 

Shewanella algae 

Alteromonas putrefaciens 

Achromobacter putrefaciens 

CDC lb-1, lb-2 

clinicos humanos e reguer NaCI para crescer. 

Sphingobacterium multivorum 

Flavobacterium multivorum 

CDC Ilk-2 

Pigmento amarelo, oxidase-positiva, esculino-positiva, manitol- 

negativa; raramente associado a infecgoes graves. 

Sphingobacterium spiritivorum 

Flavobacterium spiritivorum 

Flavobacterium yabuuchiae 

Pigmento amarelo, oxidase-positiva, esculino-positiva, 

crescimento lento. Encontrado em varios especimes clinicos. 



Sphingobacterium versatilis 

CDC Ilk-3 


Sphingomonas paucimobilis 

Pseudomonas paucimobilis 

Pigmento amarelo, oxidase-positiva, esculino-posltlva, manitol- 


CDC Ilk-1 

positiva. Isolada mais comumente do sangue e da urina. 

Stenotrophomonas maltophilia 

Xanthomonas maltophilia 

Oxidase-negativa, lisino-positiva e DNase-positiva; pode ser 


Pseudomonas maltophilia 

CDCI 

isolada de guase todas as estruturas anatomicas. Pode causar 

infecgoes oportunistas. 

Weeksella virosa 

Flavobacterium genitale 

Mucoide e pegajosa. Diflcil de remover do agar. As cepas isoladas 


CDC Ilf 

clinicamente foram associadas as infecgoes vaginais e 

urinarias. 


O espago disponivel neste livro de texto permite apenas um resumo sucinto das vias metabolicas utilizadas pelos 
bacilos nao fermentadores, apenas o suficiente para ter uma compreensao operacional dos termos como aerobio, 
anaerobio, fermentagao e oxidagao. Esses processos metabolicos nao apenas definem o nicho taxonomico das 
bacterias, como tambem determinam os testes e os procedimentos usados para a identificagao laboratorial dos 
microrganismos. Os livros de texto escritos por Doelle 288 e Thimann 111711 devem ser consultados se o leitor desejar 
uma descrigao mais detalhada do metabolismo e da fisiologia das bacterias, enquanto o livro de MacFaddin 674 
oferece uma revisao da bioquimica dos varios testes e reagoes utilizados no processo de identificagao. 

Tabela 7.2 Letras e numeros dos CDC para grupos bacterianos: sinonimos. 


Designates dos CDC 

Nome atual 

la 

Stenotrophomonas maltophilia 

Brevundimonas diminuta 

lb-1 

Shewanella putrefaciens 

lb-2 

Shewanella algae 

lla 

Elizabethkingia meningoseptica 

lib 

Chryseobacterium indologenes 

lie 

Grupo lie dos CDC 

lid 

Cardiobacterium horn inis 

lie 

Grupo lie dos CDC 

Ilf 

Weeksella virosa 

iig 

Grupo llg dos CDC 

iih 

Grupo llh dos CDC 

in 

Grupo Hi dos CDC 

iij 

Bergeyella zoohelcum 

llk-1 

Sphingomonas paucimobilis 

Ilk-2 

Sphingomonas multivorum 





Ilk-3 

Sphingomonas spiritivorum 

Ilia, lllb 

Achromobacter xylosoxidans 

IVa 

Bordetella bronchiseptica 

IVb 

Bordetella parapertussis 

IVc 

Inominada 

IVc-2 

Cupriavidus paucuius 

IVd 

Pseudomonas-like, grupo 2 

IVe 

Oligella ureolytica 

Va-1 

Ralstonia pickettii 

Va-2 

Ralstonia pickettii 

Va-3 

Raistonia mannitolilytica 

Vb-1 

Pseudomonas stutzeri 

Vb-2 

Pseudomonas mendocina 

Vb-3 

Pseudomonas stutzeri-like 

Vc 

Achromobacter denitrifcans 

Vd-1 

Ochrobactrum anthropi 

Vd-2 

Ochrobactrum anthropi 

Vd-3 

Rhizobium radiobacter 

Ve-1 

Pseudomonas iuteoia 

Ve-2 

Pseudomonas oryzihabitans 

VI 

Alcaligenes faecaiis 

HB-1 

Eikeneiia corrodens 

HB-2 

Aggregatibacter aphrophilus 

HB-3,4 

Aggregatibacteractinomycetemcomitans 

HB-5 

Pasteureiia bettyae 

M-1 

Kingella kingae 

M-2 

Psych robacter phenylpyruvicus 

M-3 

Moraxella atiantae 

M-4 

Oligella urethralis 

M-4f 

Myroides odoratus/odoratiminus 

M-5 

Neisseria weaveri 

M-6 

Neisseria elongata, subesp. nitroreducens 

TM-1 

Kingella denitrificans 


DF 

Fermentador disgonica 

DF-1 

Capnocytophaga ochracea 

Capnocytophaga gingivalis 

Capnocytophaga sputigena 

DF-2 

Capnocytophaga canimorsus 

DF-2 -like 

Capnocytophaga cynodegmi 

DF-3 

Dysgonomonas capnocytophagoides 

EO 

Oxidante eugonica 

EO-1 

Burkholderia cepacia 

EO-2 

Paracoccus yeei 

EO-3 

Inominada 

EO-4 

Inominada 

EO-5 

Inominada 

EF 

Fermentadora eugonica 

EF-1 

Pseudomonas-tike, grupo 2 

EF-3 

Vibrio vulnificus 

EF-4a 

Neisseria animaloris 

EF-4b 

Neisseria zoodegmatis 

EF-5 

Photobacterium damseia 

EF-6 

Vibrio fluvialis 

EF-9 

Tatumella ptyseos 

EF-13 

Vibrio hollisae 

EF-19 

Comamonas terrigena 

EF-26 

Especies Bordetella-like 

NO 

Nao oxidante 

NO-1 

Grupo NO-1 dosCDC 

NO-2 

Bordeteiia holmesii 

WO 

Oxidante fraco 

WO-1 

Inominada 

WO-2 

Pandoraea spp. 


Metabolismo fermentador e oxidativo 

A decomposipao dos carboidratos pelas bacterias passa por varias vias metabolicas, nas quais os ions hidrogenio 
(eletrons) sao transferidos sucessivamente aos compostos com potencial redox maior, resultando fmalmente na 



liberagao de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP). Inicialmente, todos os carboidratos com 4, 5 e 6 
carbonos sao decompostos a acido piruvico, que e um intermediario inicial. Glicose e a fonte principal de carboidrato 
para as bacterias e sua decomposigao pode ser realizada por tres vias metabolicas: Embden-Meyerhof-Parnas, 
Entner-Doudoroff e Warburg-Dickins (monofosfato de hexose). Como se pode observar na Figura 7.1, a glicose e 
convertida em acido piruvico em todas essas tres vias por um conjunto diferente de etapas de degradagao. As 
bacterias usam uma ou mais dessas vias para metabolizar glicose, dependendo de sua composigao enzimatica e da 
presenga ou ausencia de oxigenio. 

Via de Embden-Meyerhof-Parnas 

Como a glicose e decomposta sem oxigenio, a via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) tambem e conhecida como 
via glicolitica ou anaerobia; essa via e utilizada principalmente pelas bacterias anaerobias e, ate certo ponto, 
tambem pelas bacterias anaerobias facultativas. As etapas intermediarias da via de EMP incluem a fosforilagao 
inicial da glicose, a conversao em fosfato de frutose e a clivagem para produzir duas moleculas de fosfato de 
gliceraldeido que, por uma serie de etapas intermediarias (nao ilustradas na Figura 7.1) forma acido piruvico. A via 
de EMP esta descrita com todos os detalhes no Capitulo 6. 

No passado, a via de EMP tambem era conhecida como viafermentadora. Fermentagao e metabolismo anaerobio 
sao considerados sinonimos desde que Pasteur demonstrou que acidos e alcoois eram os principais produtos finais da 
decomposigao dos carboidratos, quando o oxigenio era excluido do sistema. De acordo com uma teoria atual, 
dizemos que o metabolismo fermentador existe em um sistema glicolitico quando os compostos organicos servem 
como aceptores finais de hidrogenio (eletron). Desse modo, como se pode observar na via de EMP ilustrada na 
coluna esquerda da Figura 7.1, o acido piruvico atua como um aceptor intermediario de hidrogenio, mas depois e 
oxidado e transfere seus ions hidrogenio para o lactato de sodio, formando acido lactico, ou para outros sais 
organicos de forma a produzir um mistura de varios acidos (“acidos mistos”) conhecidos. Esses acidos sao os 
produtos finais do metabolismo da glicose pela via de EMP e sao responsaveis pela redugao do pH nos testes de 
fermentagao utilizados para identificar bacterias. As bacterias que tern os sistemas enzimaticos apropriados podem 
ainda decompor esses acidos mistos em alcoois, C0 2 ou outros compostos organicos. 

Embora esses fundamentos bioquimicos paregam ate certo ponto distantes da pratica cotidiana no laboratorio, os 
microbiologistas precisam ter uma compreensao basica do metabolismo bacteriano quando planejam ou interpretam 
os procedimentos de teste usados para comparar fermentagao com oxidagao. A fermentagao deve ser avaliada em 
sistemas de teste que excluam oxigenio. Os produtos glicoliticos formados pela fermentagao tern acidez 
relativamente forte, que pode ser detectada facilmente pelos indicadores de pH; estas bacterias podem produzir 
grandes quantidades de gas. O mesmo nao se aplica a via de Entner-Doudoroff. 

Via de Entner-Doudoroff 

A via de Entner-Doudoroff (ED) tambem e conhecida como via aerobia porque o oxigenio e necessario a glicolise. 
Na coluna central da Figura 7.1, observe que a glicose nao e convertida em duas moleculas de carbono de triose, 
como ocorre na via de EMP; em vez disso, ela e oxidada a 6-fosfogliconato e 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogliconato antes 
de formar acido piruvico. Algumas bacterias usam vias altemativas, pelas quais a glicose e oxidada diretamente em 
acidos glicuronico e cetoglicuronico, sem uma etapa inicial de fosforilagao. De qualquer forma, o acido piruvico 
intermediario e formado. O termo “oxidagao” refere-se mais a forma com que o acido piruvico transfere seus ions 
hidrogenio, que ao processo pelo qual ele e produzido. Na ausencia de enzimas desidrogenases, necessarias a 
oxidagao do acido piruvico em acido lactico ou outros “acidos mistos”, as bacterias oxidativas transferem os ions 
hidrogenio disponiveis do acido piruvico para o ciclo de Krebs, no qual estes ions fmalmente sao ligados ao oxigenio 
elementar para produzir agua. Desse modo, o metabolismo oxidativo dos carboidratos e defmido hoje em dia 
como reagoes que fomecem energia e requerem oxigenio molecular (ou outros elementos inorganicos) como aceptor 
final de hidrogenio (eletron). 

Essa diferenga metabolica requer outras abordagens praticas altemativas a identificagao das bacterias 
fermentadoras e oxidativas. Os acidos produzidos na via de ED (acido glicuronico e seus derivados) e os que sao 
formados no ciclo de Krebs (acido citrico e seus derivados) sao extremamente ffacos, em comparagao com os acidos 
mistos resultantes da fermentagao. Como o produto final do metabolismo oxidativo e agua, nao se forma gas a partir 
dos carboidratos metabolizados pelos microrganismos oxidativos. Por isso, os sistemas de teste com detectores mais 
sensiveis a produgao de acidos devem ser usados quando se estudam bacterias oxidativas, que estao descritas 


detalhadamente mais adiante neste capitulo. Os sistemas de teste desenhados para detectar a produgao de acidos 
pelas bacterias fermentadoras geralmente nao podem ser aplicados aos microrganismos oxidativos, que nao 
produzem acidos suficientes para converter o indicador de pH. 

Via do monofosfato de hexose de Warburg-Dickins 

As bacterias anaerobias facultativas conseguem crescer na superficie de uma placa de agar quando ha oxigenio, ou 
tambem em condigoes de anaerobiose. Da mesma forma, porque um microrganismo pode crescer em ambiente 
aerobio nao significa necessariamente que o oxigenio seja utilizado metabolicamente. Isto e, nem todos os aerobios 
sao oxidativos. O termo aerotolerante e mais apropriado as bacterias oxidativas capazes de crescer em presenga do 
oxigenio, mas que crescem mais abundantemente em condigoes anaerobias. 



■ FIGURA 7.1 Vias metabolicas da decomposigao de glicose pelas bacterias. 

Alguns anaerobios facultativos podem usar a via de EMP ou de ED, dependendo das condigoes ambientais nas 
quais eles crescem. Como se pode observar na coluna direita da Figura 7.1, a via do monofosfato de hexose (HMP; 
do ingles, hexose monophosphate pathway) na verdade e um hibrido das vias de EMP e ED. Observe que as 












































































primeiras etapas da decomposigao da glicose pela HMP sao paralelas as reagoes da via de ED; contudo, nas etapas 
subsequentes da HMP, forma-se gliceraldeido-3-fosfato como precursor do acido pinivico, como tambem ocorre na 
via de EMP. Esses microrganismos parecem ser fermentadores nos sistemas de teste, ainda que a via de EMP nao 
seja rigorosamente utilizada. 

Na Figura 7.1, note que ribulose-5-fosfato e o precursor da produgao de gliceraldeido-3-fosfato na HMP. 
Ribulose e uma pentose, e por esta razao, essa via tambem e conhecida como ciclo da pentose. Essa via oferece as 
reagoes principais por meio das quais as pentoses sao metabolizadas por algumas especies bacterianas. 

Indicios iniciais de que uma bacteria isolada desconhecida nao e fermentadora 

O microbiologista pode suspeitar que um bacilo gram-negativo indefinido faz parte do grupo dos nao fermentadores 
quando observa uma ou mais das seguintes caracteristicas: 

• Nenhuma evidencia de fermentagao da glicose (Prancha 7.1 A) 

• Reagao de citocromo-oxidase positiva (Prancha 7.1 B) 

• Impossibilidade de crescer no agar MacConkey (Prancha 7.1 C). 

A Prancha 7.1 ilustra outras caracteristicas utilizadas para estabelecer a identidade preliminar dos bacilos nao 
fermentadores. 

Nenhuma evidencia de fermentagao da glicose 

Os acidos produzidos pelos bacilos nao fermentadores sao significativamente mais fracos que os acidos mistos 
formados pelas bacterias fermentadoras; por esta razao, o pH dos meios de teste para fermentagao nos quais um 
bacilo nao fermentador esta crescendo pode nao diminuir suficientemente para converter o indicador de pH. O 
indicio inicial de que um microrganismo indefinido nao e fermentador geralmente e a inexistencia de formagao de 
acidos no KIA ou no meio de TS1; isso se evidencia, por exemplo, como parte inclinada alcalina (vermelha) e fundo 
alcalino (Prancha 7.1 A). Inicialmente, e importante que um microrganismo indefinido seja classificado com base em 
seu modo de utilizagao da glicose, de forma a escolher o conjunto certo de caracteristicas bioquimicas que levem a 
identificagao definitiva. Os microbiologistas, que utilizam kits de identificagao pre-acondicionados disponiveis no 
mercado e nao inoculam o microrganismo indefinido nos tubos de KIA ou TSI, podem nao saber se devem escolher 
um sistema fermentador ou oxidativo. Por essa razao, antes de recorrer aos sistemas diferenciais, recomenda-se que a 
caracteristica oxidativo-fermentadora (OF) de todos os bacilos gram-negativos ainda indefinidos seja avaliada por 
inoculagao na parte inclinada de um tubo com KIA ou TSI. 

Reagao positiva de citocromo-oxidase 

Qualquer colonia de bacilos gram-negativos que cresga em agar-sangue ou outro meio de isolamento primario e 
tenha reagao positiva de citocromo-oxidase pode ser considerada como representante do grupo dos bacilos nao 
fermentadores (Prancha 7.1 B). Contudo, nem todos os bacilos gram-negativos oxidase-positivos fazem parte do 
grupo dos microrganismos nao fermentadores. Por isso, o modo de utilizagao da glicose ainda precisa ser 
determinado (demonstrando mais uma vez a importancia da utilizagao de um tubo com KIA ou TSI). As culturas das 
bacterias fermentadoras oxidase-positivas, inclusive especies de Pasteurella, Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio e 
outras, podem ser confundidas com as culturas de microrganismos nao fermentadores, dificultando sua identificagao. 
O Quadro 1.5 online ilustra o procedimento usado para realizar o teste da citocromo-oxidase. De forma a testar a 
atividade de oxidase dos bacilos nao fermentadores, os CDC recomendam a utilizagao de uma solugao aquosa a 
0,5% de cloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina. A validade dessa solugao e mantida por 1 semana, se for 
armazenada em um fiasco escuro no refrigerador entre 4° e 10°C. Algumas gotas do reagente podem ser usadas para 
inundar a superficie do agar no qual as colonias crescem. O aparecimento de uma coloragao azulada dentro de alguns 
segundos indica teste positivo. As reagoes negativas podem ser confirmadas pelo metodo de Kovac, que e mais 
sensivel e no qual um punhado de bacterias e misturado com algumas gotas do reagente em um pedago de papel 
filtro (Prancha 7.1 B). O aparecimento da cor azul-escura dentro de 10 segundos indica um resultado positivo. 


Impossibilidade de crescer no agar MacConkey 


Embora todos os membros da familia Enterobacteriaceae cresgam no agar MacConkey, alguns bacilos nao 
fermentadores nao crescem neste meio. Por essa razao, um bacilo gram-negativo que cresce no agar-sangue, mas 
cresce pouco ou nada no agar MacConkey deve ser suspeito de fazer parte do grupo dos nao fermentadores. 
Entretanto, essa regra certamente nao e absoluta, porque alguns bacilos gram-negativos exigentes tambem nao 
crescem no agar MacConkey. A capacidade que uma bacteria tem de crescer no agar MacConkey e determinada 
examinando-se a luz refletida na superflcie das placas inoculadas e depois incubadas por 24 a 48 horas. Os 
microrganismos que crescem bem formam colonias com 3 mm ou mais de diametro, que sao faceis de ver. As cepas 
que nao crescem bem formam colonias puntiformes minusculas e amplamente dispersas, ou nao demonstram 
qualquer crescimento (Prancha 7.1 C). 

Testes usados para identificar bacilos nao fermentadores 
Utilizagao de glicose 

A maioria dos meios de cultura convencionais destinados a detectar a formagao de acido pelas bacterias 
fermentadoras, inclusive as Enterobacteriaceae, nao e apropriada ao estudo dos bacilos nao fermentadores. Esses 
meios nao promovem o crescimento de muitas cepas e os acidos produzidos geralmente sao muito fracos para 
converter o indicador de pH. Como esta descrito no Quadro 7.1 online, Hugh e Leifson 494 foram os primeiros a 
produzir um meio de OF, que contemplasse as propriedades metabolicas dos bacilos nao fermentadores. 

Observe que o meio OF de Hugh-Leifson contem peptona a 0,2% e carboidrato a 1,0%, de forma que a razao 
entre peptona-carboidrato e de 1:5, em contraste com a razao de 2:1 presente nos meios usados para fermentagao dos 
carboidratos. A redugao da concentragao de peptonas diminui a formagao dos produtos oxidativos a partir dos 
aminoacidos, que tende a elevar o pH do meio e pode neutralizar os acidos fracos produzidos pelos bacilos nao 
fermentadores. Por outro lado, o aumento da concentragao dos carboidratos facilita a produgao de acidos pelo 
microrganismo. A consistencia semissolida do agar, o uso do azul de bromotimol como indicador de pH e o 
acrescimo de uma quantidade pequena de tampao difosfato tem como objetivo facilitar a detecgao desses acidos. 

Para realizar esse teste, sao necessarios dois tubos contendo um meio com carboidratos. O meio de um tubo e 
exposto ao ar, enquanto o outro e coberto com oleo mineral esteril ou parafma derretida (Figura 7.2). Os 
microrganismos oxidativos produzem acidos apenas no tubo aberto exposto ao oxigenio atmosferico; as bacterias 
fermentadoras formam acidos dos dois tubos; e os microrganismos nao sacaroliticos (assacaroliticos) sao inertes 
nesse meio, que mantem um pH alcalino depois da incubagao. A Prancha 7.1 D demonstra a reagao de OF de uma 
bacteria oxidativa nao fermentadora, na qual apenas o tubo aberto apresentou cor amarela indicativa da produgao de 
acido. 

O teste de OF tem limitagoes. Os bacilos nao fermentadores de crescimento lento podem nao produzir alteragdes 
de cor ao longo de varios dias, enquanto as especies que produzem amidas a partir dos aminoacidos podem causar 
reagoes acidas fracas, que revertem com o tempo, confundindo entao a interpretagao final. E importante que a 
formula de Hugh-Leifson seja seguida rigorosamente quando se realiza o teste de OF (Quadro 7.1 online). 

Motilidade 

Um meio de agar semissolido para detectar motilidade dos microrganismos nao fermentadores pode nao ser 
apropriado para as especies nao fermentadoras, que crescem apenas na superflcie do agar. Quando se utiliza um meio 
de agar semissolido para bacilos nao fermentadores, o tecnico deve inocular na profundidade de 4 mm do meio (da 
parede superior para a inferior) e realizar uma leitura inicial dentro de 4 a 6 horas. Algumas cepas de bacilos nao 
fermentadores moveis produzem apenas opacificagao fraca inicial na superficie do agar, que tende a desaparecer com 
a incubagao prolongada. As leituras devem ser repetidas com 24 e 48 horas para detectar motilidade das cepas que 
crescem lentamente. A incubagao a 25°C acentua a motilidade de algumas cepas. Em nossa experiencia, observamos 
que o Remel® Motility B Medium com tetrazolio (Thermo Scientific, Lenexa, KS) funciona muito bem para 
demonstrar motilidade dos bacilos nao fermentadores (Prancha 7.1 E). 
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■ FIGURA 7.2 Teste oxidativo-fermentador (OF). Os microrganismos fermentadores produzem acido nos tubos aberto e 
fechado (c/nza-c/aro); as bacterias oxidativas formam acidos apenas no tubo aberto. Os microrganismos assacaroliticos, que 
nao utilizam carboidratos, nao causam qualquer alteragao nos dois tubos. 

A preparapao da gota pendente pode ser mais precisa na detecpao de motilidade de algumas especies de bacilos 
nao fermentadores. Nessa tecnica, uma pequena quantidade (“uma alpada”) do caldo de cultura de um 
microrganismo com crescimento ativo em 5 a 24 horas, que foi incubado a 25 °C, e colocado no centra de uma 
lamina n 2 1 invertida e suspensa sobre a concavidade de uma lamina com depressao. Uma abordagem mais pratica 
(preferida pelo autor) e retirar uma quantidade pequena das colonias em crescimento na superficie de uma placa de 
agar-sangue (BAP; do ingles, blood agar plate) de 18 a 24 horas e aplica-la na superficie de uma lamina de vidro 
seca. Em seguida, acrescenta-se uma gota de solupao salina ao inoculo da lamina e uma laminula e colocada sobre a 
gota. Com qualquer um desses metodos, os microrganismos sao examinados com uma objetiva 40x e iluminapao 
reduzida para detectar motilidade. A motilidade verdadeira precisa ser diferenciada dos movimentos brownianos ou 
do deslizamento do liquido sob a laminula. As bacterias moveis mostram movimentos direcionados e alteram sua 
posipao umas em relapao a outras; quando os movimentos brownianos sao a causa da motilidade, as bacterias 
mantem as mesmas posipoes relativas. O uso dos corantes flagelares (Quadra 7.2 online ) descritos adiante neste 
capitulo tambem ajuda a diferenciar algumas especies moveis (Figura 7.3). 202,623 


Produgao de pigmento 

Os bacilos nao fermentadores produzem muitos pigmentos, dos quais alguns ajudam a identificapao de uma especie 
(Prancha 7.1 F). Os pigmentos hidrossoluveis sao carotenoides (amarelo-alaranjados), violaceina (violeta ou roxo) e 
fenazinas (vermelhas, matrons ou amarelas), que conferem cores bem-deftnidas as colonias. Os pigmentos 
hidrossoluveis difusiveis incluem fluoresceina (pioverdina), piocianina, piorrubina, melanina e diversos outros 
subprodutos pigmentados, que conferem cor ao meio de cultura. Os meios “Tech” e “Flo” 569 foram desenvolvidos 
para facilitar a formapao dos pigmentos hidrossoluveis piocianina e pioverdina (Prancha 7.1 G). Esses meios content 
peptonas especiais e concentrapao mais alta de ions magnesio e sulfato para aumentar a produpao de pigmentos. 
King et al. 569 observaram que o tipo de peptona utilizada no meio basico afetava expressivamente a produpao de 
pigmentos. A Bacto" peptona (Difco Laboratories, Detroit, MI) mostrou-se superior para a produpao de piocianina, 
mas produziu efeito inibitorio na formapao de fluoresceina, enquanto a proteose peptona 3 (Difco) aumentou a 
produpao de fluoresceina e inibiu a produpao de piocianina. O aumento da concentrapao de fosfato amplia a 
produpao de fluoresceina, mas diminui a de piocianina. A produpao de pigmentos tambem pode ser facilitada pelo 
cultivo dos microrganismos em meios contendo gelatina, batata ou leite e pela incubapao a 25° a 30°C. A pioverdina 
pode ser demonstrada no agar Flo quando se observa fluorescencia sob luz ultravioleta (utilizando uma lampada de 
Wood) ou pelo aparecimento de um pigmento amarelo no meio examinado sob luz visivel (Prancha 7.1 G e H). 




















■ FIGURA 7.3 Bacterias coradas com corantes flagelares. A. Coloragao flagelar positiva com flagelos polares (ampliagao 
original: 900*). B. Coloragao flagelar positiva dos bacilos com flagelos peritriquios (ampliagao original: 900*). 

Hidrolise de ureia 

A hidrolise de ureia esta descrita detalhadamente no Quadro 6.6 online. Como alguns bacilos nao fermentadores que 
hidrolisam ureia requerem meios enriquecidos para crescer, a parte inclinada do meio de ureia de Christensen e 
utilizada com esta finalidade. Resultados positivos podem ser obtidos mais rapidamente quando se utiliza um inoculo 
volumoso. As especies bacterianas (p. ex., Bordetella bronchiseptica) que hidrolisam avidamente a ureia podem 
produzir uma alteragao de cor vermelha dentro de quatro horas; os reatores fracos podem necessitar de ate 48 horas, 
antes que possa ser detectada uma reagao positiva de hidrolise. O aparecimento tardio de uma tonalidade rosada 
fraca na parte superior inclinada do meio provavelmente indica decomposigao inespecifica dos aminoacidos e deve 
ser interpretado como resultado negativo (Prancha 7.2 A). 

Redugao de nitrato 

O Quadro 6.2 online descreve os principios basicos e os procedimentos necessarios a realizagao do teste de redugao 
do nitrato. A redugao do nitrato em nitrito e apenas a primeira etapa de um processo bioquimico usado por alguns 
microrganismos para liberar oxigenio - um aceptor final de hidrogenio na parte final do metabolismo oxidativo. O 
teste de redugao do nitrato para bacilos nao fermentadores e realizado de forma semelhante ao de outros 
microrganismos, mas o parametro final e o aparecimento de cor vermelha depois do acrescimo de acido sulfanilico e 
a-naftilamina a uma cultura incubada por uma noite ( overnight ) em meio contendo nitrato. Se nao houver 
aparecimento de cor vermelha, o nitrato nao foi reduzido ou a redugao avangou alem do estagio de nitrato ate a 
formagao de outros compostos ou de gas nitrogenio (desnitrificagao). O aparecimento de cor vermelha depois do 
acrescimo de uma quantidade pequena de po de zinco indica a presenga residual de nitratos e confirma um resultado 


negativo; a inexistencia de cor indica que o nitrato foi reduzido a outros compostos, alem dos nitritos (em geral, gas 
nitrogenio), sugerindo que o teste original era positivo. 

Desnitrificacao dos nitratos e dos nitritos 

Alguns bacilos nao fermentadores conseguem reduzir nitrato ou nitrito (ou os dois) em nitrogenio gasoso (Quadro 
7.3 online). Com essa fmalidade, pode-se utilizar caldo de nitrato-nitrito com um tubo de Durham invertido ou a 
parte inclinada de um tubo com agar. Como os meios nao contem carboidratos, qualquer gas que se forme e 
originado do nitrato ou do nitrito, indicando um teste de desnitrificagao positivo. O teste com caldo e mais facil de 
interpretar, porque a acumulagao de gas dentro do tubo de Durham invertido e prontamente detectada. Nos tubos 
com agar inclinado, a acumulagao de bolhas de gas (geralmente nas partes inferiores do fundo) indica um teste 
positivo. A maioria dos meios de desnitrificagao contem nitratos e nitritos. Em casos raros (p. ex., na identificagao da 
Alcaligenes faecalis, que disnitrifica nitritos, mas nao nitratos), pode ser necessario realizar testes de desnitrificagao 
separados. Existem meios combinados para fluorescencia-desnitrificagao ou fluorescencia—lactose- desnitrificagao; 
contudo, as reagoes podem diferir das que sao produzidas nos meios recomendados pelos CDC (Prancha 7.2 B). 

Produgao de indol 

O Quadro 1.4 online descreve os principios basicos e os procedimentos para determinar a produgao de indol. Podem 
ser necessarias pequenas modificagoes para detectar a formagao de indol por alguns bacilos nao fermentadores 
reatoras fracas. Nesses casos, pode ser necessario usar um meio enriquecido com triptofano, geralmente caldo de 
infusao de coragao. Como alguns bacilos nao fermentadores produzem apenas quantidades pequenas de indol, a 
extragao do meio de cultura por deposigao de uma pequena quantidade de xileno ou cloroformio na superficie pode 
ser util. E importante ter o cuidado de acrescentar apenas uma quantidade pequena do extrator, porque mesmo a 
diluigao minima pode reduzir a concentragao de indol abaixo da sensibilidade de detecgao do reagente de Ehrlich ou 
Kovac. O aparecimento de coloragao fucsia na interface da superficie do meio (ou do extrator) com o reagente indica 
formagao de indol e define o teste como positivo. Uma bacteria conhecida como Delftia (Comamonas) acidovorans 
produz uma reagao de indol com coloragao “alaranjada ou cor de abobora” em virtude da produgao de acido 
antranilico, em vez de indol, a partir do triptofano (Prancha 7.2 C). 705 

Descarboxilagao 

O metodo de Moller para detectar descarboxilagao de um aminoacido (descrito no Capitulo 6) esta baseado na 
alteragao do pH. O resultado positivo caracteriza-se pela formagao de uma coloragao roxa alcalina no meio de teste, 
depois da inoculagao dos microrganismos a serem testados e da incubagao a 35°C por 24 a 48 horas (Quadro 6.7 
online ). Alguns bacilos nao fermentadores demonstram apenas atividade fraca de descarboxilase e podem produzir 
aminas em quantidades insuficientes para converter o sistema do indicador de pH. Esse inconveniente potencial do 
metodo de M011er pode ser contornado com a utilizagao de quantidades pequenas dos substratos (1 a 2 mf) e de um 
inoculo grande dos microrganismos pre-cultivados, no qual ja se acumulou uma concentragao alta de enzimas. A 
sensibilidade da detecgao tambem aumenta com a deposigao de 4 mm de vaselina sobre o meio de cultura. E 
essencial que sejam utilizados meios-controle nao inoculados com substratos sem aminoacidos, de forma a comparar 
as reagoes das cores. A conversao inicial do meio a uma cor amarelada a medida que se acumulam acidos liberados 
da quantidade pequena de glicose no meio nao ocorre com os bacilos nao fermentadores; em vez disso, as reagoes 
finais sao lidas comparando-se a cor roxa das reagoes alcalinas fortes com a tonalidade verde-azulado mais clara dos 
controles (Prancha 7.2 D). Os tubos devem ser incubados a 35°C por ate 5 dias, antes que a reagao possa ser 
interpretada como negativa. Outros sistemas que usam o reagente Ninhydrin® como indicador podem ser mais 
sensiveis para detectar atividade de descarboxilase, porque esse composto reage diretamente com as aminas e forma 
a cor roxa. 

Hidrolise de esculina 

A hidrolise de esculina e usada principalmente como caracteristica para diferenciar entre as duas especies de 
Brevundimonas e algumas pseudomonas com pigmento amarelo. Um meio de esculina sem bile e recomendavel para 
testar bacilos nao fermentadores, porque algumas especies desse grupo sao inibidas pela bile. As partes inclinadas do 
tubo com agar de esculina sao inoculadas com a bacteria nao identificada e incubadas a 35°C por 24 a 48 horas. A 
esculina presente no meio emite fluorescencia quando e examinada sob uma lampada de Wood. Quando a esculina e 


hidrolisada, o meio adquire coloragao vermelho-escuro e a fluorescencia desaparece, indicando que o resultado e 
positivo (Prancha 7.2 E e Quadro 7.4 online). 

Corantes flagelares 

Embora geralmente nao sejam necessarios, os corantes flagelares sao uteis em alguns casos para identificar alguns 
bacilos nao fermentadores moveis, principalmente quando as reagoes bioqulmicas sao fracas ou inconclusivas. 

Metodo de Leifson. Resultados confiaveis podem ser obtidos com a utilizagao da tecnica de coloragao de Leifson 
(descrita no Quadro 7.2 online), contanto que as consideragoes descritas no Boxe 7.1 sejam rigorosamente 
seguidas. 202,263 

Metodo de Ryu. O uso do corante flagelar de Ryu, que e facil de preparar e fomece resultados satisfatorios, 
tambem e recomendadoA 223 '' O Quadro 7.2 online descreve o procedimento desse metodo. 


Boxe 7.1 


Consideragoes quanto a preparagao da coloragao de Leifson 

1. As laminas devem estar absolutamente limpas. As laminas devem ser mergulhadas em dicromato acido ou alcool-acido (acido doridrico a 3% em 
alcool etilico a 95%) por 3 a 4 dias. A limpeza final pode ser realizada pouco antes do uso por aquecimento das laminas na chama azul de urn bico 
de Bunsen. 

2. As bacterias devem ser cultivadas em urn meio sem carboidratos. Urn pH acido pode inibir a formagao dos flagelos e qualquer produgao de acido 
no meio pode ser deleteria. 0 pH da solugao de coloragao deve ser mantido em 5,0 ou mais. 

3. As bacterias devem ser coradas durante a fase logaritmica de crescimento ativo, geralmente dentro de 24 a 48 horas. A incubagao a temperatura 
ambiente por 24 a 48 horas pode ser necessaria para estimular o desenvolvimento pleno dos flagelos de algumas especies. 

4. E importante ter o cuidado de nao transferir agar para a lamina, porque isto pode interferir com a reagao de coloragao. A lavagem com agua das 
bacterias a serem coradas por duas a tres vezes (centrifugagao leve entre as etapas de lavagem), antes de acrescenta-las as laminas, pode ajudar a 
remover inibidores da coloragao da superficie. 

Tecnica de preparagao a fresco. Heimbrook et al. 432 descreveram a utilizagao da tecnica de preparagao a fresco 
de Mayfield e Innis 716 e do corante de Ryu 736 como metodo simples e rapido para corar flagelos. Com essa 
abordagem, as bacterias a serem testadas sao cultivadas em um meio nao inibitorio por 16 a 24 horas. Em seguida, 
deve-se preparar uma suspensao ligeiramente turva tocando-se primeiro um bastao aplicador ou um fio em uma 
colonia da placa e depois tocando-o em uma gota de agua sobre uma lamina. A laminula e colocada sobre a gota e a 
lamina e examinada para detectar celulas moveis. Depois de 5 a 10 minutos, ou quando a metade das celulas esta 
aderida a lamina de vidro ou a laminula, o tecnico aplica duas gotas do corante de Ryu (Quadro 7.2 online) na borda 
da laminula e permite que ela escorra sob ela por agao capilar. As celulas sao examinadas quanto a existencia de 
flagelos depois de 5 a 15 minutos a temperatura ambiente. 

Morfologia dos flagelos. A quantidade e a configuragao dos flagelos da celula bacteriana podem ajudar a 
identificar as especies. Os seguintes tipos de configuragao flagelar podem ser observados: 

• Polar 

° Monotriquio - um unico flagelo em um ou nos dois polos 
° Multitriquio - dois ou mais flagelos em um ou nos dois polos 

• Subpolar - flagelos situados perto do polo com suas bases em angulo reto com o eixo longitudinal 

• Lateral - flagelos projetando-se do meio da celula bacteriana 

• Peritriquio - flagelos dispostos aleatoriamente ao redor de toda a celula bacteriana. 

A Figura 7.3 ilustra exemplos de bacterias coradas por corantes flagelares. 

PARTE II | TAXONOMIA, CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E IMPORTANCIA 
CLINICA DOS GENEROS DE BACILOS NAO FERMENTADORES CLINICAMENTE 
IMPORTANTES 



No espago dispom'vel aqui, e possivel apresentar apenas um resumo sucinto dos bacilos nao fermentadores 
clinicamente importantes. Varias references podem ser consultadas se o leitor desejar descrigoes detalhadas das 
caracteristicas diferenciadoras e das sindromes clinicas causadas por esse grupo de microrganismos. 439,649 ’ 958 ’ 1118 ’ 1172 

Ao contrario das Enterobacteriaceae, os bacilos gram-negativos nao fermentadores (BNF) nao se encaixam 
perfeitamente em uma unica familia com generos bem caracterizados e a posigao taxonomica certa de alguns destes 
microrganismos ainda nao esta defmida. Por isso, o estudo dos bacilos nao fermentadores geralmente e confuso para 
o microbiologista iniciante. Os generos principais de bacilos gram-negativos nao fermentadores tern sido 
classificados em 22 familias no minimo e incluem: Acetobacteraceae (A cetobacter, Acidomonas, Asaia, 
Gluconobacter, Granulibacter, Roseomonas), Alcaligenaceae (Achromobacter, Advenella, Alcaligenes, Bordetella, 
Kerstersia, Oligella), Alteromonadaceae ( Alishewanella ), Brucellaceae ( Ochrobactrum ), Burkholderiaceae 
(Burkholderia, Cupriavidus, Lautropia, Pandoraea, Ralstonia), Caulobacteraceae ( Brevundimonas, Caulobacter), 
Comamonadaceae ( Comamonas, Acidovorax, Delftia), Flavobacteriaceae ( Bergeyella, Chryseobacterium, 
Elizabethkingia, Empedobacter, Flavobacterium, Myroides, Weeksella), Halomonadaceae ( Halomonas ), 
Methylobacteriaceae ( Methvlobacterium ), Moraxellaceae (Acinetobacter, Moraxella, Psvchrobacter), Neisseriaceae 
( Laribacter, Neisseria), Oceanospirillaceae ( Balneatrix ), Oxalobacteraceae ( Herbaspirillum, Massilia, Naxibacter), 
Pseudomonadaceae ( Pseudomonas ), Rhizobiaceae (Agrobacterium, Rhizobium ), Rhodobacteriaceae ( Haematobacter ; 
Pannonibacter, Paracoccus ), Rhodospirillaceae (Azospirillum, Inquilinus), Shewanellaceae (Shewanella), 
Sphingobacteriaceae (Sphingobacterium), Sphingomonadaceae ( Sphingomonas ) e Xanthomonadaceae 
(Stenotrophomonas, Wohlfahrtiimonas) (ver http://www.bacterio.net/-classifgenerafamilies.html). Alem desses, 
existem alguns bacilos nao fermentadores clinicamente importantes, que ainda nao foram classificados em alguma 
familia e cujas posigoes taxonomicas ainda sao incertas. 

Uma abordagem usada para estudar os bacilos nao fermentadores e agrupa-los com base na existencia ou 
inexistencia de motilidade e no tipo de flagelo presente nas cepas moveis. Com essa abordagem, os bacilos nao 
fermentadores clinicamente importantes podem ser agrupados conforme esta descrito no Boxe 7.2. A Tabela 7.3 
descreve as caracteristicas bioquimicas dos BNF clinicamente importantes. 

Microrganismos moveis com flagelos polares 
Pseudomonas 

O genero Pseudomonas e alguns outros generos diretamente relacionados, dentre os quais alguns estavam antes 
classificados no genero Pseudomonas, constituem um grupo referido comumente como pseudomonas. Os membros 
desse grupo compartilham as caracteristicas de serem bacilos gram-negativos retilineos ou ligeiramente encurvados 
estritamente aerobios; a maioria das cepas tem motilidade produzida por um ou mais flagelos polares; elas utilizam 
glicose e outros carboidratos por oxidagao; e geralmente sao citocromo-oxidase positivas. A Tabela 7.4 descreve as 
caracteristicas que diferenciam o grupo das pseudomonas. 

Palleroni 814 subdividiu as pseudomonas em cinco grupos de homologia do rRNA, tendo como base os estudos de 
homologia do rRNA-DNA. Contudo, Gilardi separou esses microrganismos em sete grupos principais com base nas 
caracteristicas fenotipicas: fluorescente, stutzeri, alcaligenes, pseudomallei, acidovorans, facilis-delafieldii e 
diminuta. 368 O Boxe 7.3 descreve um esquema atualizado, que combina alguns dos elementos das classificagdes 
genotipica e fenotipica. 


Boxe 7.2 


Bacilos nao fermentadores clinicamente importantes 

Moveis com flagelos polares 

Familia Pseudomonadaceae 

(rRNA grupo I) 

Genero Pseudomonas 

Familia Burkholderiaceae 

(rRNA grupo II) 

Genero Burkholderia 
Genero Cupriavidus 



Genero Lautropia 
Genero Pandoraea 
Genero Ralstonia 

Familia Comamonadaceae 

(rRNAgrupo III) 

Genero Comamonas 
Genero Atidovorax 
Genero Delftia 

Familia Caulobacteraceae 

(rRNAgrupo IV) 

Genero Brevundimonas 
Genero Caulobacter 

Familia Xanthomonadaceae 

(rRNAgrupo V) 

Genero Stenotrophomonas 
Genero Wohlfahrtiimonas 

Familia Acetobacteraceae 

Genero Acetobacter 
Genero Acidomonas 
Genero Asa/a 
Genero Gluconobacter 
Genero Granulibacter 
Genero Roseomonas 
Familia Alteromonadaceae 
Genero Alishewanella 
Familia Halomonadaceae 
Genero Halomonas 
Familia Methylobacteriaceae 
Genero Methylobacterium 
Familia Neisseriaceae 
Genero Laribacter 
Genero Neisseria 
Familia Oceanospirillaceae 
Genero Balneatrix 
Familia Oxalobacteraceae 
Genero Herbaspirillum 
Genero Massilia 
Genero Naxibacter 
Familia Rhodospirillaceae 
Genero Azospirillum 
Genero Inquilinus 
Familia Sphingomonadaceae 
Genero Sphingomonas 
Familia Shewanellaceae 
Genero Shewaneiia 

Microrganismos com posi^ao taxondmica incerta 

Grupos 1 c, 0-1,0-2,0-3, Vb-3 dos CDC 
W0-1, Pseudomonas-like grupo 2,0FBA-1 



Moveis com flagelos peritriquios 
Familia Alcaligenaceae 

Genero Achromobacter 
Genera Advenella 
Genero Alcaligenes 

Genero Bordetella (B. ansorpii, B. avium, B. bronchiseptica, B. hinzii, B. petrii e B. trematum) 

Genero Kerstersia 

Genero Oligella (0. ureolytica) 

Familia Burkholderiaceae 

Genero Cupriavidus (C. pauculus) 

Familia Rhodobacteraceae 

Genero Pannonibacter 

Familia Rhizobiaceae 

Genero Rhizobium 

Familia Brucellaceae 

Genero Ochrobactrum 

Imoveis e oxidase-positivas 

Familia Flavobacteriaceae 

Genero Bergeyella 
Genero Chryseobacterium 
Genero Elizabethkingia 
Genero Empedobacter 
Genero Flavobacterium 
Genero Myroides 
Genero Weeksella 
Familia Sphingobacteriaceae 
Genero Sphingobacterium 
Familia Moraxellaceae 
Genero Moraxella 
Genero Psychrobacter 
Familia Neisseriaceae 

Genero Neisseria ( N. zoodegmatis, N. elongata e N. weaver!) 

Familia Alcaligenaceae 

Genero Oligella (0. urethralis ) 

Familia Rhodobacteraceae 

Genero Haematobacter 
Genero Paracoccus (EO-2) 

Microrganismos com posigio taxonomica incerta 

Grupos EO-3, EO-4 dos CDC; grupos lie, lie, llg, llh, Hi, grupo 1 de bacilos de Gilardi dos CDC 

Imoveis e oxidase-negativas 
Familia Moraxellaceae 
Genero Acinetobacter 
Familia Alcaligenaceae 

Genero Bordetella (B. holmesii e B. parapertussis) 

Microrganismos com posigio taxonomica incerta 
Grupo NO-1 dos CDC 
Grupo EO-5 dos CDC 



Tabela 7.3 Reagoes bioqufmicas das especies nomeadas e dos grupos inominados de bacilos nao 
fermentadores de glicose. 3 

Cresci- 

mento 



NMsol. 

Motili- 

dade 4 

Pigmento 

Oxidase Catalase ainarelo 

Pigmento 

rosa 

em Mac- 

p-Hemolise Conkey 

DNase 

Amido 

Achromobacter denitrificans 

11 

100 

100 

100 

0 

0 

10 

100 

0 

0 

Achromobacter piechaudii 

13 

85 

100 

100 

0 

0 

17 

100 

0 

0 

Achromobacter xylosoxidans 

62 

87 

100 

100 

0 

0 

2 

100 

0 

0 

Acidovorax temperans 

1 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Acidovorax delafieldii 

1 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Acinetobacter baumannii, complexo 

23 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Acinetobacter haemolyticus 

3 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

Acinetobacter johnsonii 

1 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Acinetobacter Iwoffii 

22 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

82 

0 

0 

Acinetobacter ursingii 

1 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Acinetobacter spp. sacaroliticas 

2 

50 

0 

100 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

Alcaligenes faecalis 

9 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Bergeyella zoohelcum 

3 

0 

67 

67 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Bordetella avium 

1 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Bordetella bronchiseptica 

15 

80 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Bordetella hinzii 

2 

100 

100 

50 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Bordetella holmesii 

6 

0 

17 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Bordetella parapertusis 

5 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Bordetella trematum 

4 

100 

75 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Brevundimonas diminuta 

13 

100 

100 

92 

0 

0 

0 

92 

0 

0 

Brevundimonas vesicularis 

14 

100 

93 

57 

36 

0 

9 

50 

7 

64 

Burkholderia cenocepacia (III) 

6 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

50 

0 

17 

Burkholderia cepacia (1) 

27 

100 

74 

85 

63 

0 

41 

96 

0 

0 

Burkholderia gladioli 

6 

83 

33 

83 

0 

0 

67 

67 

0 

17 

Burkholderia multivorans (II) 

19 

95 

79 

95 

0 

0 

5 

89 

0 

0 

Burkholderia pseudomallei 

1 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

Burkholderia stabilis (IV) 

2 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Burkholderia thailandensis 

1 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

Grupo EO-2 dos CDC 

4 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

Grupo EO-3 dos CDC 

1 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

Grupo Ic dos CDC 

4 

75 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

Grupo lie dos CDC 

6 

0 

100 

100 

33 

0 

33 

0 

0 

100 

Grupo lie dos CDC 

6 

0 

100 

100 

33 

0 

50 

0 

0 

83 

Grupo llgdos CDC 

5 

0 

100 

100 

0 

0 

20 

40 

0 

0 

Grupo Hi dos CDC 

1 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

80 

Grupo NO-1 dos CDC 

1 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

Chryseobacterium gleum 

3 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

67 

67 

Chryseobacterium hominis 

9 

11 

100 

89 

11 

0 

29 

22 

22 

78 

Chryseobacterium indologenes 

35 

0 

94 

97 

74 

0 

13 

9 

51 

46 

Comamonas terrigena 

5 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

80 

0 

0 

Comamonas testosteroni 

5 

100 

100 

100 

0 

0 

80 

100 

0 

0 


Sensibi- 

Teste Sensibili- Sensibilidade lidade a Sensibilidade 

rapido dade a peni- a vancoini- colistina (10 a polimixina Piocia- Piover- Reducao 


Lecitinase 

Lipase 

PYR 

LAP 

da ESC 

cilina (10 U) 

cilia (30 jjLg) 

P4) 

B(300 U) 

h 2 s 

n ilia 

dina 

de NO 

0 

0 

63 

100 

0 

9 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

60 

100 

0 

0 

0 

92 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

80 

100 

0 

0 

0 

87 

98 

0 

0 

0 

90 

0 

0 

100 

100 

0 

100 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

30 

11 

100 

0 

4 

4 

100 

100 

0 

0 

0 

4 

0 

100 

0 

100 

0 

33 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

25 

100 

0 

14 

9 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

50 

50 

50 

0 

50 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

11 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

22 

0 

0 

50 

50 

50 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

93 

89 

0 

0 

0 

93 

0 

0 

50 

50 

50 

100 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

83 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

25 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

75 

0 

0 

0 

67 

0 

8 

23 

46 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

83 

50 

29 

93 

14 

64 

0 

0 

0 

21 

0 

83 

17 

100 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

4 

100 

5 

95 

58 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

7 

0 

100 

0 

100 

0 

67 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

84 

5 

100 

0 

0 

0 

0 

5 

0 

0 

0 

95 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

50 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

50 

50 

50 

0 

0 

100 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

17 

100 

0 

100 

100 

0 

33 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

83 

100 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

60 

100 

0 

100 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

50 

50 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

100 

33 

0 

33 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

0 

0 

14 

100 

43 

78 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

11 

0 

96 

6 

100 

38 

11 

89 

0 

0 

0 

0 

0 

34 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

60 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

60 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 



Gas a 
partir 
do N0 3 

Redupao 
do N0 2 

Gas a 
partir 
do NO. 

Achromobacter denitrificans 

100 

91 

78 

Achromobacter piechaudii 

0 

0 

0 

Achromobacter xylosoxidans 

77 

87 

84 

Acidovorax temperans 

0 

100 

100 

Acidovorax delafieldii 

0 

0 

0 

Acinetobacter baumannii, complexo 

0 

0 

0 

Acinetobacter haemolyticus 

0 

0 

0 

Acinetobacter johnsonii 

0 

0 

0 

Acinetobacter Iwoffii 

0 

0 

0 

Acinetobacter ursingii 

0 

0 

0 

Acinetobacter spp. sacarolfticas 

0 

0 

0 

Alcaligenes faecalis 

0 

100 

80 

Bergeyella zoohelcum 

0 

0 

0 

Bordetella avium 

0 

0 

0 

Bordetella bronchiseptica 

11 

0 

0 

Bordetella hinzii 

0 

0 

0 

Bordetella holmesii 

0 

0 

0 

Bordetella parapertusis 

0 

0 

0 

Bordetella trematum 

25 

25 

33 

Brevundimonas diminuta 

0 

0 

0 

Brevundimonas vesicularis 

11 

14 

0 

Burkholderia cenocepacia (III) 

0 

0 

0 

Burk holder la cepacia [ 1) 

0 

0 

0 

Burkholderia gladioli 

0 

17 

0 

Burkholderia multivorans (II) 

0 

0 

0 

Burkholderia pseudomallei 

100 

100 

100 

Burkholderia stabilis (IV) 

0 

0 

0 

Burkholderia thailandensis 

100 

100 

100 

Grupo EO-2 dos CDC 

0 

0 

0 

Grupo EO-3 dos CDC 

50 

0 

50 

Grupo Ic dos CDC 

0 

0 

0 

Grupo lie dos CDC 

17 

83 

17 

Grupo lie dos CDC 

0 

0 

0 

Grupo llgdos CDC 

0 

100 

0 

Grupo Hi dos CDC 

0 

100 

20 

Grupo N0-1 dos CDC 

0 

0 

0 

Chryseobacterium gleum 

60 

33 

0 

Chryseobacterium hominis 

14 

0 

0 

Chiyseobacten'um indologenes 

0 

37 

0 

Comamonas terrigena 

0 

0 

0 

Comamonas testosteroni 

0 

20 

0 


OF 

dextrose 

OF 

lactose 

OF 

maltose 

OF 

OFmanitol xilose 

OF 

sacarose 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

3 

2 

100 

4 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

100 

0 

100 

100 

39 

9 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

23 

0 

0 

0 

8 

0 

50 

7 

29 

0 

14 

0 

100 

83 

83 

83 

100 

100 

100 

96 

93 

67 

89 

100 

100 

17 

0 

100 

100 

0 

100 

100 

100 

79 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

75 

0 

25 

75 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

50 

100 

0 

100 

0 

50 

25 

83 

17 

83 

0 

17 

83 

67 

0 

67 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

60 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

33 

0 

33 

33 

0 

0 

78 

0 

67 

0 

0 

14 

60 

0 

66 

0 

14 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


OF frutose 

0 

0 

10 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

8 

0 

100 

78 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

67 

0 

0 

60 

0 

67 

11 

60 

0 

0 


Arginina Lisina 

Ornitina 

Acetamkla 

Escu- 

lina 

Gela- 

tina 

Indol 

0 

0 

0 

64 

0 

0 

9 

0 

0 

0 

46 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

73 

2 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

67 

67 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

25 

0 

0 

0 

8 

0 

0 

0 

0 

46 

0 

7 

0 

0 

0 

86 

14 

0 

0 

50 

67 

67 

50 

67 

0 

0 

96 

30 

37 

89 

93 

4 

0 

0 

0 

0 

17 

100 

0 

0 

32 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

50 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

67 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

100 

44 

100 

0 

0 

0 

0 

83 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


Cresci- 

Ureia Ureia NaCI a Lactose mento a 


PAD 

2 h 

48 h 

6,5% 

a 10% 

ONPG 

42°C 

0 

0 

0 

73 

0 

0 

55 

0 

0 

8 

92 

0 

0 

38 

0 

0 

5 

74 

0 

0 

87 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

13 

0 

22 

17 

100 

0 

91 

67 

0 

33 

0 

0 

0 

33 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

24 

0 

9 

27 

0 

8 

27 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

11 

100 

0 

0 

78 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

67 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

7 

93 

100 

73 

0 

0 

87 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

80 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

50 

0 

0 

31 

38 

0 

0 

62 

7 

0 

7 

29 

0 

54 

7 

0 

0 

67 

0 

83 

33 

67 

26 

0 

96 

11 

100 

96 

44 

0 

0 

67 

17 

0 

25 

0 

0 

0 

68 

5 

100 

74 

100 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

0 

75 

100 

25 

100 

0 

50 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

50 

100 

0 

0 

100 

50 

0 

0 

0 

0 

17 

0 

83 

0 

0 

0 

0 

0 

17 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

20 

20 

20 

20 

100 

20 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

0 

0 

67 

33 

44 

11 

22 

33 

0 

0 

33 

18 

0 

23 

6 

0 

27 

40 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

40 

0 

0 

0 

0 

0 

40 


Malonato 

91 

88 

26 

0 

100 

48 

33 

0 

53 

100 

0 

100 

0 

100 

47 

50 

17 

0 

100 

57 

7 

67 

93 

25 

84 

100 

100 

100 

25 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

33 

0 

9 

0 

20 



N 5 isol. 

Motili- 

dade 4 

Oxidase 

Cupriavidus campinensis 

1 

100 

100 

Cupriavidus gilardii 

1 

100 

100 

Cupriavidus metallidurans 

1 

100 

100 

Cupriavidus pauculus 

11 

100 

100 

Delftia acidovorans 

18 

94 

100 

Elizabethkingia meningoseptica 

26 

4 

100 

Empedobacter brevis 

1 

0 

100 

Inquilinus limosus 

1 

0 

100 

Kerstersia gyiorum 

4 

75 

0 

Laribacter hongkongensis 

2 

100 

100 

Methylobacterium spp. 

13 

8 

100 

Moraxella atlantae 

1 

0 

100 

Moraxella lacunata 

4 

0 

100 

Moraxella lincolnii 

1 

0 

100 

Moraxella nonliquefaciens 

7 

0 

100 

Moraxella osloensis 

4 

0 

100 

Myroides odoratimimus 

3 

0 

100 

Myroides odoratus 

11 

0 

100 

Neisseria elongata, ss. elongata 

3 

0 

100 

Neisseria elongata, ss. glycolitica 

2 

0 

100 

Neisseria elongata, ss. 
nitroreducens 

7 

0 

100 

Neisseria weaveri 

4 

0 

100 

Ochrobactrum anthropi 

10 

100 

100 

Ochrobactrum intermedium 

10 

100 

100 

Oligella ureolytica 

3 

0 

100 

Oligella urethralis 

22 

0 

100 

Pandoraea spp. 

4 

100 

25 

Pandoraea apista 

1 

100 

0 

Pseudomonas aeruginosa 

52 

67 

100 

Pseudomonas alcaligenes 

9 

100 

100 

Pseudomonas fluorescens 

22 

91 

95 

Pseudomonas fulva/parafulva 

1 

100 

0 

Pseudomonas luteola 

13 

100 

0 

Pseudomonas mendocina 

12 

100 

100 

Pseudomonas oryzihabitans 

17 

100 

0 

Pseudomonas pseudoalcaligenes 

13 

69 

100 

Pseudomonas putida 

29 

100 

97 

Pseudomonas stutzeri 

22 

95 

100 

Pseudomonas stutzeri (\lb-3) 

6 

100 

100 

Pseudomonas spp., grupo 1 dos CDC 

1 

100 

100 

Psychrobacter immobilis 
(assacarolltico) 

5 

0 

100 


Cresci- 

mento 


Pigmento 

amarelo 

Pigmento 

rosa 

em Mac- 

fJ-Hemolise Conkey 

DNase 

Aniido 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

6 

0 

0 

100 

0 

0 

19 

0 

40 

0 

96 

31 

0 

0 

50 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

46 

0 

0 

50 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

29 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

67 

33 

100 

0 

91 

0 

13 

45 

82 

9 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

17 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

67 

0 

0 

0 

0 

0 

14 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

2 

73 

100 

10 

25 

0 

0 

0 

89 

0 

0 

5 

9 

72 

100 

5 

50 

100 

0 

100 

100 

0 

100 

85 

0 

0 

92 

15 

54 

25 

8 

0 

100 

0 

17 

88 

0 

8 

100 

0 

65 

0 

0 

0 

100 

0 

8 

17 

0 

13 

100 

0 

24 

64 

0 

0 

100 

0 

86 

33 

17 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

20 

80 

0 

0 


Catalase 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

0 

100 

100 

90 

67 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

92 

75 

100 

85 

97 

95 

100 

100 

100 


it 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

5C 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

11 

0 

7C 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


Sensibi- 

Teste Sensihili- Sensihilidade lidadea Sensibilidade 

rapido dadeapeni- avancomi- colistina (10 a polimixina Piocia- Piover- Reducao 


Lipase 

PYR 

LAP 

da ESC 

cilina (10 U) 

cina (30 jmg) 

Wl) 

B(300 U) 

H 2 s 

nina 

dina 

de N0 3 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

75 

100 

0 

9 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

43 

100 

0 

0 

0 

11 

14 

0 

0 

0 

94 

0 

56 

100 

84 

0 

96 

0 

0 

0 

0 

0 

4 

0 

50 

50 

50 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

33 

0 

31 

0 

0 

67 

0 

0 

0 

38 

50 

50 

50 

50 

100 

0 

100 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

50 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

71 

86 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

50 

75 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

33 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

13 

17 

83 

0 

18 

91 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

50 

50 

100 

67 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

14 

0 

86 

86 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

100 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

90 

100 

0 

0 

0 

60 

0 

100 

75 

0 

0 

0 

0 

17 

0 

0 

0 

80 

0 

50 

100 

0 

0 

0 

67 

50 

0 

0 

0 

67 

0 

0 

100 

0 

55 

5 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

31 

35 

97 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

23 

40 

75 

0 

100 

100 

11 

22 

0 

89 

100 

0 

0 

0 

67 

37 

23 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

68 

9 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

100 

8 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

46 

33 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

36 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

8 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

79 

17 

82 

7 

93 

0 

5 

0 

95 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

50 

50 

50 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

100 

40 

0 

80 

0 

80 

80 

100 

100 

0 

0 

0 

60 



Gas a 
partir 
do NO, 

Reducao 
do NO, 

Gas a 
partir 
do NO. 

Cupriavidus campinensis 

0 

0 

0 

Cupriavidus gilardii 

0 

0 

0 

Cupriavidus metallidurans 

100 

100 

100 

Cupriavidus pau cuius 

0 

0 

0 

Delftia acidovorans 

0 

0 

0 

Elizabethkingia meningoseptica 

0 

54 

0 

Empedobacter brevis 

0 

0 

0 

Inquilinus limosus 

0 

0 

0 

Kerstersia gyiorum 

0 

0 

0 

Laribacter hongkongensis 

0 

0 

0 

Methylobacterium spp. 

0 

0 

0 

Moraxella atlantae 

50 

0 

50 

Moraxella lacunata 

0 

0 

0 

Moraxella lincolnii 

0 

100 

0 

Moraxella nonliquefaciens 

0 

0 

0 

Moraxella osloensis 

0 

0 

0 

Myroides odoratimlmus 

0 

100 

64 

Myroides odoratus 

0 

73 

63 

Neisseria elongata, ss. elongata 

0 

0 

0 

Neisseria elongata, ss. glycolitica 

0 

0 

0 

Neisseria elongata, ss. nitroreducens 

0 

100 

0 

Neisseria weaveri 

0 

0 

0 

Ochrobactrum anthropi 

50 

80 

75 

Ochrobactrum intermedium 

50 

90 

67 

Oligella ureolytica 

0 

67 

0 

Oligella urethralis 

0 

95 

54 

Pandoraea spp. 

0 

0 

0 

Pandoraea apista 

0 

0 

0 

Pseudomonas aeruginosa 

45 

72 

62 

Pseudomonas alcaligenes 

0 

0 

0 

Pseudomonas fluorescens 

0 

0 

0 

Pseudomonas fulva/parafulva 

0 

0 

0 

Pseudomonas luteola 

0 

8 

0 

Pseudomonas mendocina 

100 

92 

100 

Pseudomonas oryzihabitans 

0 

0 

0 

Pseudomonas pseudoalcaligenes 

0 

0 

0 

Pseudomonas putida 

4 

7 

8 

Pseudomonas stutzeri 

94 

86 

88 

Pseudomonas stutzeri\Vb-3) 

50 

67 

50 

Pseudomonas spp., grupo 1 dos CDC 

100 

100 

100 

Psychrobacter immobilis 

0 

0 

0 


(assacarolftico) 


OF 

dextrose 

OF 

lactose 

OF 

maltose 

OF 

manitol 

OF 

xilose 

OF 

sacarose 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

6 

0 

6 

100 

0 

0 

81 

27 

92 

85 

12 

5 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

100 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

62 

0 

0 

0 

69 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

9 

9 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

90 

0 

50 

20 

80 

0 

100 

0 

20 

10 

100 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

96 

13 

8 

50 

81 

12 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

9 

9 

82 

100 

23 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

100 

23 

100 

100 

100 

0 

100 

0 

0 

25 

92 

0 

100 

18 

82 

100 

100 

38 

31 

0 

15 

8 

0 

0 

100 

7 

7 

28 

93 

5 

100 

0 

86 

82 

91 

12 

100 

0 

100 

67 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


OF frutose 

0 

0 

0 

0 

100 

85 

0 

100 

0 

0 

69 

0 

0 

0 

0 

0 

64 

18 

0 

0 

0 

0 

70 

50 

0 

0 

0 

0 

83 

0 

100 

100 

100 

92 

100 

100 

97 

95 

100 

0 

0 



Arginina Lisina 

Ornitina 

Acetamida 

Escu- 

lina 

Gela¬ 

tins 

Indol 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

96 

92 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

15 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

40 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

60 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

98 

0 

0 

50 

4 

50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

95 

0 

0 

14 

0 

100 

0 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

85 

0 

0 
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100 

0 
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100 

0 

8 

77 

77 

50 

83 

54 

0 

0 

83 
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0 

0 

100 

71 

0 

94 

47 

38 

0 

24 

8 

0 

8 

92 

0 

0 

100 

0 

0 

86 

69 

23 

0 

0 

41 

0 

59 

100 

5 

0 

95 

0 

0 

83 

100 

0 

25 

83 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

100 

80 

0 

0 

80 

20 

0 

20 


Malonato 

100 

100 

100 

73 

79 

8 

0 

100 

50 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

100 

36 

0 

0 

0 

25 

30 

0 

67 

40 

100 

100 

49 

33 

68 

0 

33 

92 

50 

29 

54 

100 

100 

0 

0 



N- isol. 

Motili- 

tlatle 6 

Pigmento 

Oxidase Catalase aniarelo 

Pigmento 

rosa 

p-Hemo- 

lise 

Cresci- 

mento 

em Mac- 
Con key 

DNase 

Ainido 

Psychrobacter immobilis (sacarolftico) 

4 

0 

100 

100 

0 

0 

25 

100 

0 

0 

Psychrobacter phenylpyruvicus 

5 

0 

100 

100 

0 

0 

0 

80 

0 

0 

Ralstonia mannitolilytica (Va-3) 

7 

100 

100 

14 

0 

0 

0 

71 

0 

14 

Ralstonia prdre?f»(Va-1) 

14 

79 

100 

0 

14 

0 

0 

57 

0 

36 

Ralstonia pickettu [Ma-2) 

4 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Rhizobium lAgrobacterium) radiobacter 

13 

85 

92 

100 

0 

0 

33 

73 

0 

0 

Roseomonas spp. 

11 

18 

55 

100 

0 

100 

0 

9 

0 

64 

Shewanella algae 

6 

100 

83 

100 

0 

17 

25 

100 

100 

0 

Shewanella putrefaciens 

5 

80 

100 

60 

20 

20 

0 

100 

100 

0 

Sphingobacterium multivorum 

6 

50 

100 

100 

33 

0 

20 

100 

17 

83 

Sphingobacterium spiritivorum 

9 

0 

100 

89 

11 

0 

0 

0 

100 

0 

Sphingobacterium thalopophilum 

2 

0 

100 

100 

0 

0 

50 

100 

100 

100 

Sphingomonas paucimobilis 

20 

50 

55 

85 

100 

0 

42 

5 

25 

75 

Stenotrophomonas maltophilia 

46 

87 

22 

93 

30 

0 

14 

96 

80 

0 

Weeksella virosa 

22 

0 

100 

95 

50 

0 

50 

0 

50 

0 



Gas a 
partir 
do N0 3 

Reducao 
do NO 

Gas a 
partir 
do N0 2 

OF 

OFfrutose dextrose 

OF 

lactose 

OF 

maltose 

OF 

manitol 

OF 

xilose 

OF 

sacarose 

Psychrobacter immobilis 

0 

0 

0 

0 

100 

0 

0 

0 

100 

0 

(sacarolftico) 

Psychrobacter phenylpyruvicus 

0 

20 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Ralstonia mannitolilytica (Va-3) 

0 

0 

0 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

29 

Ralstonia pickettn {MaA) 

67 

0 

0 

86 

100 

100 

100 

0 

100 

0 

Ralstonia pickettiW a-2) 

100 

25 

25 

100 

100 

25 

25 

0 

100 

0 

Rhizobium lAgrobacterium) 

17 

69 

0 

100 

100 

62 

100 

92 

100 

100 

radiobacter 

Roseomonas spp. 

0 

0 

0 

100 

100 

0 

0 

36 

18 

0 

Shewanella algae 

0 

83 

0 

0 

17 

0 

17 

0 

17 

0 

Shewanella putrefaciens 

0 

60 

0 

20 

60 

0 

40 

0 

0 

0 

Sphingobacterium multivorum 

60 

50 

60 

100 

100 

50 

100 

17 

100 

40 

Sphingobacterium spiritivorum 

0 

0 

0 

89 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Sphingobacterium thalopophilum 

50 

0 

50 

100 

100 

100 

100 

0 

100 

50 

Sphingomonas paucimobilis 

0 

0 

0 

85 

95 

85 

90 

0 

90 

89 

Stenotrophomonas maltophilia 

0 

4 

0 

87 

85 

46 

91 

0 

30 

46 

Weeksella virosa 

0 

5 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


s Dados relativos aos isolados clfnicos identificados pelos metodos descritos na referenda 958. 

‘Os numeros indicam porcentagens das cepas que apresentam reagao positiva. 

PYR = teste da pirrolidonil-arilamidase; LAP = teste de leucina-aminopeptidase; ESC = teste rapido de hidrolise da esculina (teste-"borrao"); H Z S = sulfeto de hidrogenio; 
PAD = fenilalanina-desaminase; ONPG = o-nitrofenil-(3-D-galactopiranosfdio. 
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Tabela 7.4 Caracteristicas principals das pseudomonas. 
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Genero Pseudomonas 
Grupo fluorescente 

P. aeruginosa 
P fluorescens 
P.putida 

Grupo stutzeri 

P. stutzeri 
P. mendocina 
Grupo Vb-3dos CDC 

Grupo alcaligenes 

P alcaligenes 
P pseudoalcaligenes 
Pseudomonas spp., grupo 1 

Grupo do pigmento amarelo 

P. luteola 
P oryzihabitans 

Genero Burkliolderia 

B. pseudomallei 
B. cepacia, complexo 
B. gladioli 

Genero Ralstonia 

ft pickettii. Va-J 
ft pickettii. Va-2 
ft. mannitolilytica 

Genero Delltia 

D. acidovorans 

Genero Brevmidimonas 

B. diminuta 
B. vesicvlaris 

Genero Stenotrophomonas 

S. maltophilia 

Genero Sliewanella 

S. algae 
S. putrefadens 

Genero Sphingomonas 

S. paudmobilis 
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+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; -=90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; + + = reagao positiva forte; w = positiva fraca; S= sensfvel; R = resistente. As reagoes principals estao 
sombreadas. 


Boxe 7.3 


Classificagao fenoti'pica das pseudomonas (BNF flagelados polares) 
rRNA grupo I (Tabelas 7.5 a 7.7) 

Grupo fluorescente (Tabela 7.5) 

Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas putida 
Grupo stutzeri (Tabela 7.6) 

Pseudomonas stutzeri 
Pseudomonas mendocina 
Grupo Vb-3 dos CDC 
Grupo alcaligenes (Tabela 7.7) 

Pseudomonas alcaligenes 
Pseudomonas pseudoalcaligenes 
Pseudomonas spp., grupo 1 
Outras Pseudomonas dinicamente relevantes 
Pseudomonas andersoni 
Pseudomonas fulva 
Pseudomonas otitidis 


rRNA grupo II (Tabelas 7.8 a 7.10) 
Grupo pseudomallei 
(Grupo resistente a colistina) 

Burkholderia mallei 
Burkholderia pseudomallei 






Burkholderia cepacia, complexo 
Burkholderia gladioli 
Cupriavidus spp. 

Inquilinus limosus 
Lautropia mirabilis 
Pandoraea spp. 

Ralstonia spp. 

rRNA grupo III (Tabela 7.7) 

Grupo dos oxidantes fracos 

Acidovorax delafeldii 
Acidovoraxfacilis 

Comamonas terrigena (C. terrigena DNA1) 
Comamonasaguatica [C. terrigena DNA 2) 

Comamonas kerstersii (C. terrigena DNA 3) 

Comamonas testosteroni 
Delftia acidovorans 
CDCWO-1 

rRNA grupo IV (Tabela 7.7) 

Grupo diminuta 

Brevundimonas diminuta 
Brevundimonas vesicularis 

rRNA grupo V (Tabela 7.11) 

Stenotrophomonas maitophiiia 
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica 
Bacterias acido-aceticas 

Acetobacter 
Acidomonas 
Giuconobacter 
Granuiibacter bethesdensis 

Grupo do pigmento amarelo (Tabela 7.12) 

Pseudomonas luteola 

Pseudomonas oryzihabitans 

Sphingomonas paucimobiiis 

Sphingomonas parapaucimobilis 

Agrobacterium, grupo amarelo 

Balneatrix alpica 

Massilia oculi 

Massilia haematophilus 

Massilia timonae 

CDCO-1 

CDCO-2 

Grupo dos bacilos curvos (Tabela 7.13) 

Herbaspirillum especie 3 
Laribacter hongkongensis 
CDCO-3 



Grupo H 2 S-positivo (Tabela 7.14) 

Shewanella putrefaciens 
Shewanella algae 

Grupo halofi'lico (Tabela 7.14) 

Alishewanella fetalis 
Halomonas venusta 

Grupo 1 dos CDC de nao fermentadores halofilicos 

Grupo do pigmento rosa (Tabela 7.15) 

Asaia spp. 

Azospirillum spp. 
l/lethylobacterium spp. 

Roseomonas spp. 

Especies inominadas 

Pseudomonas-like grupo 2 
Grupo WO-1 dos CDC 
Grupo 1c dos CDC 
OFBA-1 


Familia Pseudomonadaceae | rRNA grupo I 

Genero Pseudomonas. Embora a maioria das pseudomonas estivesse classificada originalmente no genero 
Pseudomonas, hoje se sabe que cada um dos cinco grupos de rRNA representa grupos geneticos taxonomicamente 
diferentes e, por isso, nomes de generos diferentes foram atribuidos a cada um destes grupos. Apenas os membros do 
grupo rRNA I conservam a designagao do genero Pseudomonas. 

Grupo fluorescente. Todas as especies desse grupo caracterizam-se pela produgao do pigmento hidrossoluvel 
pioverdina, que emite fluorescencia branca a verde-azulada quando e examinado sob luz ultravioleta em 
comprimento de ondas longas (400 nm). A produgao dos pigmentos fluorescentes aumenta principalmente nos meios 
ricos em fosfato. 569 Embora todos os tres membros desse grupo produzam pioverdina, apenas uma especie (P 
aeruginosa) forma o pigmento hidrossoluvel piocianina azulado tipico (Prancha 7.1 G). A Tabela 7.5 descreve as 
caracteristicas bioquimicas principals dos membros do grupo fluorescente. 

Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa tern aspecto caracterlstico quando e cultivada em BAP. Essa bacteria 
forma colonias cinzentas grandes com um halo periferico dispersivo e demonstra [l-hemolise. Em geral, as colonias 
tern aspecto semelhante a “pele de crocodilo” e produzem um brilho metalico (Prancha 7.2 F). A identificagao rapida 
de P. aeruginosa em cultura pode ser realizada sempre que sejam encontradas as seguintes caracteristicas: 
morfologia tipica das colonias (Prancha 7.2 F); produgao de pigmentos difusiveis (Prancha 7.2 G); odor de frutas; e 
reagao oxidase-positiva (Boxe 7.4). 208 Ocasionalmente, encontramos cepas que produziam odor pungente de “batata 
podre”. Existe ao menos um relato de um surto nosocomial causado por cepas de P. aeruginosa malcheirosa. 595 


Tabela 7.5 Caracteristicas principals do grupo fluorescente. 


Teste 

P. aeruginosa 

P. fluorescens 

P. putida 

Pioverdina 

+ 

+ 

+ 

Piocianina 

+ 

- 

- 

Acetamida 

V 

- 

- 

Crescimentoa42°C 

+ 

- 

- 

Redu0odeNO 3 

V (74) 

V (19) 

- 




Hidrolise de gelatina V (46) + 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
os numeros entre parenteses sao as porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 

Dados baseados na referencia 367. 


Boxe 7.4 


Requisitos mi'nimos para identificagao definitiva de P. aeruginosa 

A identificacao deve ser baseada em todas as seguintes caracteristicas: 

1. Bacilo gram-negativo 

2. Oxidase-positiva 

3. Odor tipico (odor de frutas semelhante ao de uvas, ou tortilha de milho) 

4. Morfologia tfpica das colonias 

a. No agar-sangue ou agar-chocolate, forma colonias grandes com brilho metalico, mucoides, asperas ou pigmentadas (piocianina) e, em geral, 
sao beta-hemoliticas (Prancha 7.2 F). 

b. No agar MacConkey, as colonias sao lactose-negativas com pigmenta^ao verde ou brilho metalico (Prancha 7.2 G). 

Limitagoes: 

1. Cepas raras deAeromonas podem ser semelhantes a P. aeruginosa (exceto pelo odor tipico), mas o teste rapido de indol e positivo [P. aeruginosa e 
indol-negativo) 

2. Algumas cepas de Burkholderia cepacia isoladas de pacientes com FC podem ter morfotipos semelhantes aos da P. aeruginosa. 

Adaptado da referencia 208. 

Pseudomonas aeruginosa e a pseudomona isolada mais comumente dos especimes clinicos. As infecgdes 
causadas por essa bacteria sao especialmente comuns entre pacientes com feridas de queimadura, fibrose cistica 
(FC), leucemia aguda, transplantes de orgaos e dependencia de drogas intravenosas. 1 ' 1 ' 1 As infecgoes comumente 
ocorrem em qualquer local em que haja tendencia de acumulo de umidade - traqueostomias, cateteres de longa 
permanencia, queimaduras, infecgoes na orelha (/. e., “orelha de nadador”) e feridas cutaneas exsudativas. A 
exsudagao de pus azulado com odor de uvas (atribuido a produgao de piocianina) e uma caracteristica da infecgao 
causada por essa bacteria. P. aeruginosa tambem causa infecgdes das vias urinarias e do trato respiratorio inferior; 
estas ultimas podem ser graves e fatais nos pacientes imunossuprimidos. Essa bacteria tambem causa infecgdes 
oculares devastadoras. A ceratite (infecgao de ulceras da cornea) causada por Pseudomonas e a endoftalmite devem 
ser tratadas como emergences medicas, que podem ser fulminantes e acarretar risco de perda visual irreversivel. 
Relatos de casos isolados de endocardite, meningite, abscesso cerebral e infecgdes osteoarticulares secundarias a 
disseminagao hematogenica aparecem com frequencia regular na literatura. 106 A maioria dos pacientes com 
endocardite causada por P. aeruginosa requer substituigao da valva, porque a erradicagao da infecgao e dificil. 900 
Surtos de dermatite e otite externa causadas por P. aeruginosa e associadas as piscinas e banheiras de 
hidromassagem sao bem-conhecidos. 1 Tambem existem relatos de infecgdes esporadicas por P. aeruginosa depois 
da colocagao de piercing na orelha. ' 4 " 

P. aeruginosa produz varias substancias, que supostamente promovem a colonizagao e a infecgao dos tecidos do 
hospedeiro. 106 Em combinagao com varios fatores de virulencia, inclusive lipopolissacaridio (LPS), exotoxina A, 
leucocidina, muco extracelular, proteases, fosfolipase e varias outras enzimas (Boxe 7.5), essas substancias tornam P. 
aeruginosa a bacteria clinicamente mais importante dentre todos os BNF. Um morfotipo mucoide incomum de P. 
aeruginosa e isolado frequentemente das secregoes respiratorias dos pacientes com FC, que desenvolvem infecgao 
cronica causada por esta bacteria (Prancha 7.2 FI). O morfotipo mucoide e atribuido a produgao de grandes 
quantidades de um polissacaridio (conhecido como alginato), que circunda a celula bacteriana. Por fim, a produgao 
de alginato e responsavel pelo prognostico desfavoravel e pelas taxas de mortalidade altas dos pacientes com essa 
doenga. O leitor pode encontrar revisoes abrangentes sobre esse assunto. 

A precisao dos testes de sensibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa foi avaliada em varios estudos. 509,528,938 
Sader et a/. 938 avaliaram os sistemas MicroScan WalkAway®, Vitek® e Vitek® 2 e concluiram que todos eles 




apresentavam indices inaceitaveis de erros muito significativos (sensibilidade falsa) para piperacilina-tazobactamo; 
indices de erro minimos inaceitaveis para cefepima (Vitek® 2 e Vitek®); e para o aztreonam (todos os tres sistemas). 
Jekarl el al. avaliaram os sistemas Vitek® 2 e BD Phoenix® 1 quanto aos testes de sensibilidade de P aeruginosa e 
relataram que os dois sistemas apresentaram concordancia categorica global inaceitavel para imipenem e cefepima e 
apenas para a ceftazidima com o Vitek 2. 509 A precisao dos testes de sensibilidade de P. aeruginosa aos 
betalactamicos foi avaliada com quatro sistemas automatizados (BD Phoenix®, MicroScan® WalkAway, Vitek® e 
Vitek® 2) por Juretschko et al. 52 * Os autores observaram niveis inaceitaveis de erro (minimos, significativos e muito 
significativos) para aztreonam, cefepima e ceftazidima, piperacilina-tazobactamo e imipenem com todos os quatro 
sistemas e recomendaram que os laboratories busquem metodos altemativos para testar P. aeruginosa. Os metodos 
de difusao em agar (difusao em disco e Etest®) foram as opgoes mais precisas, quando foram comparados com os 
testes de concentragao inibitoria minima (C1M) de P. aeruginosa .' 25 



Fatores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa 

Fatorde virulencia 

Atividade biologica 

Alginato 

Polissacaridio capsular, que permite as bacterias infectantes aderir as superficies das celulas do epitelio 

pulmonar e formar biopeliculas que, por sua vez, proteqem as bacterias contra os antibioticos e o 

sistema imune do corpo. 

Pili 

Apendices superficiais que permitem a adesao das bacterias aos receptores qanqliosidicos GM-1 

presentes nas superficies das celulas epiteliais do hospedeiro. 

Neuraminidase 

Remove as moleculas de acido sialico dos receptores qanqliosidicos GM-1, facilitando a fixagao dos pili. 

Lipopolissa caridio 

Produz endotoxina e causa sindrome septica: febre, choque, oliguria, leucopenia ou leucocitose, 

coagulagao intravascular disseminada e disturbios metabolicos. 

Exotoxina A 

Destruigao dos tecidos e inibigao da sintese proteica; interrompe a atividade celular e a reaqio dos 

macrofagos. 

Enterotoxina 

Interrupgao da atividade gastrintestinal normal e diarreia. 

ExoenzimaS 

Inibigao da sintese proteica. 

Fosfolipase C 

Destruigao da membrana plasmatica; destruigao do surfactante pulmonar; inativagao das opsoninas. 

Elastase 

Clivagem das imunoglobulinas e dos componentes do complemento; supressao da atividade dos 

neutrofilos. 

Leucocidina 

Inibigao dasfumjoes dos neutrofilos e linfocitos. 

Piocianinas 

Suprimem outras bacterias e bloqueiam a atividade dos cilios respiratorios; causam lesao oxidativa dos 

tecidos, principalmente dos tecidos oxigenados como os pulmoes. 


O tratamento das infeegdes causadas por P. aeruginosa pode ser dificil. O espectro de antimicrobianos eficazes 
contra essa bacteria e relativamente exiguo e inclui carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilinas 
(mezlocilina, piperacilina), cefalosporinas antipseudomonas (ceftazidima), monobactamicos (aztreonam), 
carbapenemicos (imipenem e meropenem), quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino) e aminoglicosidios 
(gentamicina, tobramicina e amicacina). Quase todas as cepas sao resistentes as outras penicilinas e cefalosporinas, 
inclusive ampicilina, cefuroxima e cefotaxima. 348,656 

P. aeruginosa tern capacidade de transferir plasmidios multirresistentes e essa singularidade resultou no 
aparecimento de algumas cepas resistentes a todos os antibioticos confiaveis. 656 Hoje em dia, cepas de P. aeruginosa 



que produzem carbapenemase da Klebsiella pneumoniae (KPC) sao relatadas em varios pai'ses, inclusive 
EUA. 9 ’ 501,863 ’ 1139 Mais recentemente, surgiram cepas panresistentes de P. aeruginosa, que produzem KPC e 
carbapenemases da classe metalobetalactamases (MBL). 230 ’ 711 E dificil avaliar a extensao com que as cepas de P. 
aeruginosa produtoras de KPC e MBL disseminaram-se por todo o mundo, porque a detecpao fenotipica das 
carbapenemases desta bacteria e dificil. O uso das tecnicas moleculares pode ser a unica forma de determinar a 
extensao com que as cepas de P. aeruginosa produtoras de carbapenemases disseminaram-se. Se nao for detectada 
pelo laboratorio, as cepas de P. aeruginosa produtoras de KPC podem tomar-se um reservatorio para a transmissao 
deste mecanismo de resistencia. 910 

Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida. P. fluorescens e P. putida consistem em complexos de 
especies diretamente relacionadas, cuja separapao e dificil com base no fenotipo e na tecnica de espectrometria de 
massa (MS; do ingles, mass spectrometry) MALDI-TOF. Por isso, os laboratories sao instruidos a relatar quaisquer 
microrganismos incluidos nos complexos de P fluorescens e P. putida como “complexo Pseudomonas fluorescens” 
ou “complexo Pseudomonas putida”. O Boxe 7.6 relaciona uma lista dos microrganismos incluidos nesses dois 
complexos. Os microrganismos que fazem parte dos complexos de P fluorescens e P. putida sao encontrados na agua 
e no solo e podem proliferar nos suprimentos de agua do ambiente hospitalar. Por motivos praticos, quando se 
encontra uma cepa que produz fluoresceina (pioverdina) e nao forma piocianina ou cresce a 42°C, os laboratories 
podem optar por relatar este isolado como complexo “P. fluorescens/putida” sem realizar quaisquer testes adicionais, 
considerando que a maioria das cepas isoladas nos laboratories nao e considerada clinicamente significativa. Esses 
dois grupos de bacterias podem fazer parte da microbiota faringea e apenas raramente foram isolados como causa de 
infeepdes humanas. P. putida foi descrita como agente etiologico de sepse associada aos cateteres de pacientes com 
cancer 26,712 e artrite septica. 675-679 Os dois grupos tambem foram associados a bacteriemia associada as transfusdes de 
sangue. 557,763 ’ 870,962 ’ 1050,1061 P. fluorescens foi referida como causa de infeepdes da corrente sanguinea associada ao uso 
de seringas pre-acondicionadas com heparina para irrigapao de cateteres IV de 36 pacientes de quatro estados dos 
EUA entre 2004 e 2005. Outros 28 pacientes desenvolveram infeepdes sanguineas de inicio tardio, ou seja, 84 a 421 
dias depois da ultima exposipao potencial a solupao de irrigapao contaminada. 164 Os relatos de pseudobacteriemias 
por P fluorescente - ou seja, hemoculturas positivas sem bacteriemia propriamente dita e quaisquer sinais e sintomas 
relacionados, geralmente atribuidos a contaminapao de cateteres e dispositivos relacionados - tem adquirido 
importancia crescente. 770,1003 

Grupo stutzeri. Todos os microrganismos do grupo Stutzeri sao desnitrificadores do solo e podem crescer nos 
meios anaerobios contendo nitratos e produzem gas nitrogenio. As cepas sao moveis porque tem flagelos 
monotriquios polares. Essas bacterias podem crescer utilizando NH 4 como unica fonte de nitrogenio e acetato como 
unica fonte de carbono para produpao de energia. A Tabela 7.6 descreve as caracteristicas que diferenciam os 
membros desse grupo. 

Pseudomonas stutzeri. P. stutzeri (antes classificada no grupo Vb-1 dos CDC) e um microrganismo onipresente 
no solo e na terra e foi isolado do humus, estrume, pallia, esgoto, agua estagnada, formulas lacteas para bebes, 
equipamento hospitalar, cosmetico ocular e varios especimes clinicos. 366,368,829 Apenas em casos raros essa bacteria 
foi associada a infeepdes, inclusive otite media, 366 conjuntivite, 684-829 pneumonia, 146-151-806 artrite septica, 678 
endocardite, 407-921 meningite em um paciente HIV-positivo, 915 infeepdes de enxertos vasculares sinteticos, 357 
infeepdes de feridas traumaticas 366-371 e osteomielite vertebral. 897 A P. stutzeri e sensivel a maioria dos antibioticos. 
As colonias recem-isoladas sao aderentes e apresentam aspecto enrugado tipico (Prancha 7.3 A), que pode ser 
perdido depois das subculturas repetidas em laboratorio. P. stutzeri abrange um grupo heterogeneo de cepas, que 
inclui no minimo 18 grupos genomicos (genovariantes) sem posipao taxonomica conhecida. 199-352-927-930-973-993 
Contudo, as genovariantes dessa bacteria caracterizam-se por um grau acentuado de heterogeneidade das 
caracteristicas fenotipicas, que nao permite a classificapao mais detalhada dos taxons em especies diferentes. 927 929-993 
Apenas uma das genovariantes de P. stutzeri foi reclassificada e publicada de forma valida como especie nova 
(.Pseudomonas balearica)f % Ate hoje, nao existem relatos de isolamento de P. balearica de especimes humanos. 


Boxe 7.6 


Especies induidas nos complexos de P. fluorescens e P. putida a 

Complexo Pseudomonas fluorescens 

P. antarctica 



P. azotoformans 
P. brassicacearum 
P. brenneri 
P. cedrina 
P. congelans 
P. corrugata 
P. costantinii 
P. extremorientalis 
P. fluorescens 
P. gessardii 
P. libanensis 
P. mandelii 
P. marginalis 
P. mediterranea 
P. meridiana 
P. migulae 
P. mucidolens 
P. orientalis 
P. panacis 
P.poae 
P. protegens 
P. proteolytica 
P. rhodesiae 
P. synxantha 
P. thivervalsensis 
P. tolaasii 
P. trivialis 
P. veronii 

Complexo de Pseudomonas putida 

P. fulva 
P. monteilii 
P. mosselii 
P. oryzihabitans 
P. plecoglossicida 
P. putida 


“Dados baseados na referenda 31 e em Schreckenberger P., comunica^ao pessoal. 


Tabela 7.6 Caracteristicas principals do grupo stutzeri. 

Teste 

P. stutzeri, VB-1 

P. mendocina, VB-2 

Grupo Vb-3 dos CDC 

Oxidase 

+ 

+ 

+ 

OF de glicose 

A 

A 

A 

OF de maltose 

A 

- 

A 

OF de lactose 

- 

- 

- 

OF de manltol 

V (70) 

- 

A 




Redugao de N0 3 
N0 3 emgas 
Arginina 
Lisina 

Hidrolise de amido 
Polimixina B 
Colonias enrugadas 


+ + + 

+ + + 

- + + 


+ - V (75) 

s s s 

+ - - 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; A 
= reagao acida; os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva; S = sensivel. 

Dados baseados na referencia 367. 


Pseudomonas mendocina. P. mendocina (antes classificada como grupo Vb-2 dos CDC) e as especies 
inominadas do grupo Vb-3 dos CDC raramente sao isoladas de especimes clinicos. As colonias de P. mendocina sao 
lisas e tern aspecto e consistencia de manteiga. Existem relatos de infecgoes raras, embora graves, causadas por essa 
bacteria, inclusive quatro casos de endocardite infecciosa, 38 ’ 517,726 - 1041 um caso de sepse 792 e um paciente com 
espondilodiscite. 186 As cepas do grupo Vb-3 dos CDC sao semelhantes a P. stutzeri, com excegao de que sao 
arginino-positivas. Potvliege el a/. 866 relataram um caso de septicemia por Vb-3 em um paciente com mieloma 
multiplo. 

Grupo alcaligenes. Os microrganismos do grupo alcaligenes caracterizam-se por serem assacaroliticos ou apenas 
fracamente sacaroliticos no meio de OF de glicose. Os membros desse grupo incluem P. alcaligenes, P. 
pseudoalcaligenes e a especie de Pseudomonas grupo 1 dos CDC. Essa ultima especie inominada e semelhante a P. 
alcaligenes, exceto que as cepas de Pseudomonas do grupo 1 dos CDC reduzem nitrato e nitrito em gas. ' 1 " Duas 
subespecies antes classificadas como P. pseudoalcaligenes (P. pseudoalcaligenes subesp. citrulli e P. 
pseudoalcaligenes subesp. konjaci ) foram transferidos para o genero Acidovorax com os nomes de A. citrulli e A. 
konjaci, respectivamente.' 1 A Tabela 7.7 descreve as caracteristicas que diferenciam esse grupo das outras 
pseudomonas alcalinas semelhantes. Embora os membros desse grupo sejam isolados de especimes clinicos, sua 
capacidade de atuar como patogenos humanos foi demonstrada apenas em casos raros. Existem relatos de que a P. 
alcaligenes causou infecgoes oculares, empiema e um caso de endocardite fatal. 1095 

Outras especies de Pseudomonas clinicamente importantes 

Pseudomonas andersonii. “ P. andersonii ” e o nome proposto para uma especie nova de Pseudomonas associada 
a lesoes pulmonares granulomatosas. 419 - 996 Todas as cinco cepas descritas ate hoje foram isoladas de nodulos 
pulmonares removidos cirurgicamente. O complexo Mycobacterium avium foi isolado simultaneamente de dois 
pacientes e estruturas fungicas foram encontradas nos exames histopatologicos dos outros dois pacientes. 996 Todos os 
microrganismos cresceram overnight em agar-sangue de carneiro e formaram colonias pequenas, lisas, opacas e 
castanho-claro. As bacterias apresentaram reagoes positivas a oxidase, catalase e urease. Todas eram negativas para 
hidrolise de bile-esculina e utilizagao de citrato e nao conseguiam assimilar a maioria dos substratos testados. As 
cepas isoladas nao cresceram a 42°C e nao produziam o pigmento piocianina ou pioverdina. 996 Todas as cinco cepas 
isoladas eram sensiveis a maioria dos antibioticos ativos contra bacterias gram-negativas. 419,996 A taxa de 
crescimento relativamente lenta e a inexistencia de perfis nos bancos de dados da maioria dos sistemas de 
identificagao provavelmente explicam a falha na identificagao desse microrganismo. 


Tabela 7.7 Caracteristicas principals das pseudomonas alcalinas. 3 




Comamonas Delftia 

Pseudomonas 

Brevundimonas 


C. 

C. C. C. D. 

P. P 

B. B. 

Teste 

terrigena 

aquatica kerstersii testosteroni addovorans alcaligenes pseudoalcaligenes 

diminuta vesicularis 

Oxidase 

+ 

+ + + + 

+ + 

+ + 





Crescimento em 

+ (91) 

Dl Dl 


+ 

+ 

+ + 

+ 

V (26) 

MacConkey 

OF de glicose 

Ale. 

Ale. Ale. 


Ale. 

Ale. 

Ale. Fr. (19) 

Fr. (29) 

Fr. (57) 

OF de frutose 

Ale. 

Ale. Ale. 


Ale. 

A 

Ale. A 

Ale. 

Ale. 

OF de manitol 

Ale. 

Ale. Ale. 


Ale. 

A 

Ale. Ale. 

Ale. 

Ale. 

Redu0odeNO 3 

+ 

+ + 


+ 

+ 

V(61) + 

- 

- 

N0 3 emgas 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolisedegelatina 

- 

- 


- 

- 

- 

V (58) 

V (38) 

Flidrolise de esculina 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

+ 

Hidrolisedeamido 

- 

- 


- 

- 

V (16) 

- 

+ 

Flidrolise de tirosina 

+ 

+ 


+ 

Dl 

Dl Dl 

Dl 

Dl 

DNase 

- 

Dl Dl 


- 

- 

- 

V (12) 

- 

Acetamida 

- 

Dl Dl 


- 

+ 

- 

- 

- 

Indol 

- 

- 


- 

Laranja 4 

- 

- 

- 

PYR C 

+ 

- 


+ 

+ (96) 

- 

V (12) 

- 

Sensibilidadea 

S 

S S 


R 

R 

V V 

S (92) 

S 

desferrioxamina, 

250 pg d 

Fosfatase alcalina 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

+ 

Assimilagao no API* 

ID 32 GN de: 

3-hidroxibenzoato 


— 

— — 

+ 


Dl 

Dl Dl 

Dl 

Dl 

4-hidroxibenzoato 


— 

V + 

+ 






L-alanina 

Crescimento a 42°C 

+ 

+ 

+ 

- 

V (8) 

V (48) V (75) 

V (19) 

- 

Configuraqio do 

Tufos polares ou bipolares, comprimento de onda 


Polar unico, comprimento de onda 

Polar unico, 

flagelo 


longo (3,0 pm) 




normal (1,5 pm) 

comprimento de onda 

curto (0,5 pm) 

a Dados baseados nas referencias 367 e 1160. 








b A coloragao laranja ou cor de abobora aparece depois do acrescimo de reagente de Kovac, em razao da formagao de acido 
antranilico a partir do triptofano. 

c Os dados relativos ao teste de PYR estao baseados na referenda 598. 

^Procedimento descrito por Lindsay JA e Riley TV. 647 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; A 
= reagao acida; Ale. = reagao alcalina; Dl = dados indisponiveis; os numeros entre parenteses sao as porcentagens das cepas 
que produzem reagao positiva; R = resistente; S = sensivel; Fr. = acida fraca; PYR = pirrolidonil-arilamidase. 

Pseudomonas fulva. P. fiulva esta incluida no complexo de Pseudomonas putida. No agar enriquecido com 
nutrientes, as colonias sao lisas, continuas, planas a convexas e amarelo-acastanhado claro. No agar-sangue de 



carneiro incubado overnight, as colonias sao lisas e pigmentadas de amarelo. 886 A bacteria nao produz os pigmentos 
fluoresceina (pioverdina) e piocianina e nao ha crescimento a 42°C.' P fiulva e um microrganismo estritamente 
aerobio e apresenta as seguintes reagoes: oxidase-positiva fraca, catalase-positiva, nitrato-negativa, arginina-di- 
hidrolase positiva, amido-negativa e hidrolise de caseina negativa. 1089 Essa bacteria pode ser identificada 
confiavelmente pela tecnica MALDI-TOF MS utilizando o equipamento Micro FI ex” LT e o programa BioTyper R 
(versao 3.1) (Bruker Daltonics, Billerica, MA). : 86 Existem relatos de que P.fulva cause infecgoes sanguineas 655 ’ 972 e 
meningite em pacientes com drenos ventriculares extemos. 19,886 Em todos os casos, as cepas isoladas foram 
identificadas erroneamente como P. putida com base nos sistemas de identificagao disponiveis no mercado. Os 
laboratories devem ser alertados a realizar testes adicionais, seja MALDI-TOF MS ou sequenciamento do rRNA 16S 
quando encontrarem cepas com pigmento amarelo identificadas como P putida pelos sistemas de identificagao 
disponiveis no mercado. 

Pseudomonas otitidis. P. otitidis e uma especie de Pseudomonas nova isolada exclusivamente das infecgoes 
oticas humanas. 201 As bacterias sao bacilos gram-negativos moveis, que formam colonias nao hemoliticas e nao 
pigmentadas circulares e concavas no agar de soja tripticase suplementado com sangue. 201 O crescimento ocorre de 
7° a 45 °C e, nos casos tipicos, as colonias nao produzem pigmento fluorescente e todas as cepas sao positivas para 
oxidase e catalase, mas negativas para urease. A bacteria hidrolisa Tween 80® e gelatina, mas nao caseina e 
esculina. 201 As cepas isoladas oxidam glicose, mas nao manose, manitol ou xilose. 618 Roland e Stroman foram os 
primeiros a descrever in fee goes oticas causadas por Pseudomonas “otitidis” nos EUA em 2002. 917 Mais tarde, 
Motoshima et al. relataram duas cepas de P otitidis isoladas de infecgoes oticas de pacientes japoneses, 758 enquanto 
Lee et a/. 618 descreveram o isolamento desta bacteria de um homem coreano de 53 anos com secregao otica 
purulenta. Todas as cepas parecem ser sensiveis aos seguintes antibioticos: aminoglicosidios, fluoroquinolonas, 
polimixina B, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima e aztreonam, mas sao resistentes ou tern sensibilidade reduzida 
aos carbapenemicos. 201 ’ 618,1067 Estudos demonstraram que todas as cepas expressavam atividade de MBL e tinham 
um novo gene de MBL da subclasse 3 (referido como bla vou .]). mi Desse modo, a MBL-1 (POM-1) de P. otitidis e o 
primeiro exemplo de uma MBL residente encontrada em uma especie de Pseudomonas patogenica. 1067 Na maioria 
dos casos, as cepas isoladas sao identificadas erroneamente como P aeruginosa pelos sistemas de identificagao 
existentes no mercado; por esta razao, os laboratories sao instruidos a realizar testes de identif cagao adicional por 
sequenciamento dos genes do rRNA 16S quando encontrarem cepas de Pseudomonas oxidase-positivas, que crescem 
a 42°C, mas nao produzem pigmento verde-azulado e apresentam um padrao incomum de sensibilidade aos 
betalactamicos. 

Farmlia Burkholderiaceae | rRNA grupo II 

O rRNA grupo II consiste nos microrganismos referidos anteriormente como grupo Pseudomallei. A maioria das 
especies desse grupo tern a propriedade singular de mostrar resistencia aos antibioticos do grupo das polimixinas 
(polimixina B e colistina). As Tabelas 7.8 a 7.10 descrevem as caracteristicas bioquimicas usadas para diferenciar os 
membros desse grupo. O rRNA grupo II abrange muitas especies, inclusive varios microrganismos associados as 
plantas. Apenas as especies que foram associadas as doengas humanas estao descritas neste livro. Duas especies 
patogenicas — B. pseudomallei e B. mallei - estao incluidas na categoria B das ameagas de bioterrorismo com base na 
classificagao do grupo de planejamento estrategico dos CDC, porque estao amplamente disponiveis e podem causar 
doengas associadas a morbimortalidade alta. 932 


Tabela 7.8 Caracteristicas principals de Burkholderia mallei, B. pseudomallei e P. stutzeri a 


Teste 

P. stutzeri 

B. pseudomallei 

B. mallei 

Oxidase 

+ 

+ 

V 

Motilidade 

+ 

+ 

- 

Crescimento em MacConkey 

+ 

+ 

V 

OF de glicose 

A 

A 

A 

OF de maltose 

A 

A 

V 



OF de lactose 
OF de manitol 
Reduqio de N0 3 
N0 3 emgas 
Arginina 
Lisina 

Flidrolise de amido 
Polimixina B 
Colonias enrugadas 
Pigmento 


A V 

V A V 

+ + + 

+ + 

+ + 

+ (92) - Dl 

S R R 

+ + - 

Cinza ou amarelo-daro Corbegeou castanho-daro Cinza 


a Dados baseados nas referencias 367 e 1172. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; A 
= reagao acida; os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva; S = sensivel; R = 
resistente; Dl = dado indisponivel. 


Genero Burkholderia - grupo Pseudomallei. Na epoca em que este livro era escrito, havia 87 especies 
reconhecidas do genero Burkholderia. As especies de Burkholderia sao patogenos das plantas e dos seres humanos e 
tambem incluem bacterias ambientais importantes. Elas sao bacilos gram-negativos moveis e, em geral, aerobios 
obrigatorios. 

Burkholderia mallei. B. mallei e um parasita obrigatorio dos animais (principalmente cavalos, mulas e burros) e 
causa infecgao das vias respiratorias conhecida como mormo. A forma aguda da doenga pode matar um cavalo 
dentro de algumas semanas. Em casos raros, a doenga pode ser transmitida aos seres humanos, geralmente por uma 
abrasao da pele. 1146 No ano 2000, foi publicado o caso de um paciente com mormo adquirido em laboratorio. 16 ’ O 
mormo compartilha com o antraz e a peste a caracterfstica de ser utilizado potencialmente como arma de guerra. Ha 
documentagao de que B. mallei foi usada como arma militar na Primeira Guerra Mundial. 11 ' B. mallei e um 
cocobacilo gram-negativo pequeno. No agar-sangue de carneiro, essa bacteria forma colonias lisas, cinzentas e 
transparentes em 2 dias, sem pigmento ou odor tipico. Essa e a unica especie imovel do genero. A Tabela 7.8 
descreve outras caracteristicas diferenciais. 

Burkholderia pseudomallei. B. pseudomallei causa melioidose, uma doenga semelhante ao mormo, tanto em 
animais quanto nos seres humanos (Boxe 7.7). Com base nos resultados dos estudos de homologia do rRNA e DNA- 
DNA de Yabuuchi et al ., U97 ficou evidente que a B. mallei e a B. pseudomallei fazem parte de uma unica 
genomoespecie, mas alguns autores recomendaram que estas duas especies fossem mantidas separadas por motivos 
epidemiologicos e zoonoticos. 


Tabela 7.9 Caracteristicas principals de alguns membros do complexo da Burkholderia cepacia e outras 
especies relacionadas. 
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Tabela 7.10 Caracteristicas principals das especies de Ralstonia e Cupriavidus e de outros nao 
fermentadores fenotipicamente semelhantes. 3 
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Boxe 7.7 


Epidemiologia, diagnostic*), tratamento e profilaxia e notificagao da melioidose (Burkholderia pseudomallei) 

Epidemiologia 

• Melioidose e uma doemja infecciosa causada pela bacteria Burkholderia pseudomallei 

• Ch'nica e patologicamente, a melioidose e semelhante ao mormo causado pela Burkholderia mallei 

• A melioidose e uma doem;a predominante nos dimas tropicais, especialmente no Sudeste Asiatico, onde e endemica com concentra^ao mais alta 

de casos notificados no Vietna, Camboja, Laos, Tailandia, Malasia, Myanmar (Burma) e norte da Australia 

• A bacteria que causa melioidose e encontrada na agua e no solo contaminados. A infecgao e adquirida por inalagao de poeira, ingestao de agua 

contaminada e contato com solo contaminado (especialmente por meio de abrasoes da pele) e, nas tropas militares, por contaminado de feridas 

de guerra. Tambem existe possibilidade de transmissao interpessoal 

• 0 mormo e contra ido pelos seres humanos de animais domesticos infectados 

• Burkholderia pseudomallei e Burkholderia mallei sao consideradas patogenos potenciais para guerra biologica e bioterrorismo. 

Manifestacoes chnicas 

• Existem quatro apresenta^oes chnicas descritas da melioidose: 

• Infecgao localizada aguda : essa forma da infecgao geralmente e localizada na forma de urn nodulo e resulta da inoculagao atraves de uma 
lacera^ao da pele. A forma aguda da doem;a pode causar febre e dores musculares generalizadas e pode avanpr rapidamente para a 
infecgao da corrente sanguinea 

• Infecgaopulmonar: esta forma da doen^a pode causar urn quadro ch'nico de bronquite branda ate pneumonia grave. Nos casos tipicos, o inicio 
da melioidose pulmonar caracteriza-se por febre alta, cefaleia, anorexia e dores musculares difusas. Dor toracica e comum, mas a 
manifesta^ao tipica dessa forma de melioidose e tosse seca ou produtiva com escarro normal 

• Infecgao sanguinea aguda : os pacientes com doen^as coexistentes (p. ex., infecgao pelo HIV, insuficiencia renal e diabetes) sao acometidos 
por essa forma da doen^a, que geralmente evolui para choque septico. Em geral, os sinais e sintomas sao angustia respiratoria, cefaleia 
grave, febre, diarreia, forma^ao de lesoes pustulosas na pele, hipersensibilidade muscular e desorientai;ao. Nos casos tipicos, essa infec^ao 
tern dura^ao curta e o paciente desenvolve abscessos dispersos por todo o corpo 

• Infecgao supurativa cronica: a melioidose cronica e uma infecgao que afeta as estruturas e os orgaos do corpo. Nos casos tipicos, isso inclui 
articulates, visceras, linfonodos, pele, cerebro, figado, pulmoes, ossos e ba<;o 

• 0 periodo de incubagao (intervalo entre a exposi^ao e o aparecimento dos sintomas dinicos) nao esta daramente definido, mas pode variar de 2 
diasa muitosanos. 

Exames laboratoriais 

• As bacterias sao bacilos gram-negativos pequenos, que podem ser detectados na Colorado direta pelo Gram das secretes respiratorias ou do 
material aspirado dos abscessos 

• Burkholderia pseudomallei pode ser isolada do sangue, urina, escarro ou lesoes cutaneas com a utilizagao dos meios laboratoriais tradicionais 
incubados a 35° a 37°C em atmosfera ambiente 

• Outra abordagem diagnostica e detectar e titular anticorpos contra as bacterias no sangue. 

Tratamento recomendado 

• Para as infecgoes agudas ou cronicas, recomenda-se a administrate parenteral de imipenem ou ceftazidima por 2 a 4 semanas, seguidas do 
tratamento oral com amoxicilina-clavulanato ou uma combinagao de doxicidina e sulfametoxazol-trimetoprima por 3 a 6 meses 488 

• 0 tratamento deve ser iniciado nas fases iniciais de evolugao da doen^a. Embora a infecgao sanguinea da melioidose possa ser fatal, as outras 
formas da doenqa nao sao. 

Profilaxia e notificacao 

• Nao existe vacina para melioidose 

• A profilaxia da infecgao nas areas endemicas da doen^a pode ser dificil, porque o contato com solo contaminado e muito comum. Os pacientes 
com diabetes e lesoes cutaneas devem evitar contato com terra e agua estagnada nessas areas. 0 uso de botas durante as atividades agricolas 
pode evitar a infecgao adquirida pelas pernas e pes 

• Existem casos documentados de infec^ao adquirida nos laboratories. Nos servigos de saude, a ado^ao das precau^oes comuns durante o manuseio 
de sangue e liquidos corporals pode evitar transmissao 



Todos os especimes dos pacientes e as bacterias isoladas por cultura devem ser manuseadas utilizando luvas e aventais em uma camara de 
biosseguran^a. As placas de cultura devem ser vedadas com fitas adesivas durante a incubagao. E perigoso "cheirar" as placas contendo B. 
pseudomallei e isto nao deve ser feito 

• Os casos potenciais de melioidose devem ser notificados as autoridades de saude. 

Segundo CDC (http://www.cdc.gov/melioidosis/index.html) e American Society for Microbiology 
(http://asm.org/images/PSAB/Burkholderia101714.pdO. 


► Epidemiologia. B. pseudomallei tem um nicho ecologico especifico e pode ser encontrada no solo e na agua 
estagnada de uma regiao de latitude 20° ao norte e ao sul do equador, principalmente Tailandia, Vietna e algumas 
areas do norte da Australia. 237,244 Outros estudos confirmaram que essa bacteria tambem e endemica na China, em 
Taiwan e Laos, embora a incidencia real na maioria dos paises seja desconhecida. 242,488 Pouquissimos casos de 
melioidose foram relatados no subcontinente indiano, apesar das semelhangas de condigoes ambientais dos paises do 
Sudeste Asiatico; apesar disso, existe o relato de um caso de melioidose com abscessos pulmonar e cerebral depois 
de viajar ao Sri Lanka em 1999. 831 A maioria dos casos de melioidose relatados em outras regides provem das areas 
endemicas para B. pseudomallei. Nos EUA, os casos de melioidose adquirida localmente foram notificados nos 
estados de Oklahoma e Georgia. 718,794 A primeira cepa de Oklahoma foi isolada em 1973 de um fazendeiro de 27 
anos, que tinha uma ferida profunda na perna macigamente contaminada com terra em consequencia de um acidente 
no campo. Cepas semelhantes foram isoladas do solo nas proximidades do local do acidente. 718 A cepa da Georgia 
foi isolada em 1977 de um paciente que se envolveu em um acidente automobilistico, no qual ele foi ejetado para 
dentro de uma barragem de barro. O paciente teve varias fraturas e laceragdes da face e desenvolveu ulceras no olho 
esquerdo, que resultou em enucleagao. As culturas obtidas da orbita anoftalmica nao infectada 8 semanas depois da 
enucleagao isolaram B. pseudomallei . 794 Estudos moleculares da cepa Oklahoma sugeriram que ela poderia ser uma 
nova especie. Glass et al. reexaminaram as cepas Oklahoma e Georgia utilizando tecnicas microbiologicas 
convencionais, sequenciamento dos genes do rRNA 16S, tipagem pelo metodo multilocus (MLST; do ingles, 
multilocus sequence typing ) e hibridizagao de DNA-DNA e concluiram que as cepas constituiam uma especie nova 
de Burkholderia; em 2006, os autores sugeriram o nome Burkholderia oklahomensis para estas cepas isoladas. 378 

► Sindromes clinicas. A maioria das infecgoes e assintomatica ou se evidencia por uma doenga autolimitada e breve 
semelhante a uma gripe e pode ser diagnosticada apenas por tecnicas sorologicas. 49 Estima-se que milhares de 
militares dos EUA tenham sido infectados por B. pseudomallei enquanto serviam no Sudeste Asiatico nas decadas de 
1960 e 1970. Pesquisas sorologicas demonstraram titulos positivos para essa bacteria em 1 a 9% dos militares 
americanos que retornaram do Vietna. 204,574,1024 Desse modo, estima-se que, dentre os 3 milhoes de militares que 
serviram no Vietna entre 1965 e 1973, cerca de 250.000 tenham sido infectados por B. pseudomallei. 752 Um aspecto 
importante dessa doenga e sua capacidade de causar infecgoes latentes, que podem reativar muitos anos depois da 
exposigao primaria. Por isso, a melioidose foi apelidada de a “bomba-relogio vietnamita”, porque a doenga ainda 
pode estar incubada entre os veteranos americanos da guerra do Vietna. 387,7 '’ 2 

As infecgoes sao adquiridas por contato com os microrganismos, seja por inalagao de poeira ou contato direto 
por meio de laceragoes da pele. Existem descritas tres apresentagoes clinicas da melioidose: (1) doenga aguda, que se 
evidencia por septicemia com lesoes metastaticas; (2) doenga subaguda evidenciada por pneumonia semelhante a 
tuberculose com celulite e linfangite; e (3) doenga cronica marcada por celulite cronica localizada (Boxe 7.7). 
Cinquenta por cento dos pacientes com melioidose confirmada por cultura tem pneumonia e outros 20% dos 
pacientes com outras formas de melioidose primaria desenvolvem pneumonia secundaria, especialmente nos casos 
em que as hemoculturas sao positivas. 730 Existe um caso relatado de linfadenite e mediastinite causada por B. 
pseudomallei em um paciente com doenga granulomatosa cronica. 295 Estudos demonstraram que diabetes melito e 
um fator de risco para a aquisigao de melioidose bacteriemica. 1046 E importante tratar os casos suspeitos com 
antibioticos, antes de qualquer outro tratamento (p. ex., drenagem das lesoes), de forma a evitar sepse. A taxa de 
mortalidade e de 95% nos pacientes com doenga aguda nao tratada. B. pseudomallei e intrinsecamente resistente a 
muitos antibioticos, inclusive penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geragoes, macrolidios, rifamicinas, 
colistina e aminoglicosidios. 245,513 Em geral, essa bacteria e sensivel a cloranfenicol, tetraciclinas, sulfametoxazol- 
trimetoprima, ureidopenicilinas, cefalosporinas de terceira geragao, carbapenemicos e (fato incomum entre as 
pseudomonas) amoxicilina-clavulanato. 1175,1204 As fluoroquinolonas mostram apenas atividade ffaca e produziram 
resultados muito desanimadores em estudos clinicos. 48,170 Esse perfil incomum de sensibilidade aos antibioticos (/. e., 



resistente a gentamicina e a colistina e sensivel a amoxicilina-clavulanato) de um bacilo gram-negativo oxidase- 
positivo ajuda a confirmar a identidade da B. pseudomallei no laboratorio de microbiologia. 246 Ceftazidima tem sido 
o antibiotico preferido para tratar melioidose grave, mas a resposta ao tratamento parenteral com doses altas e 
lenta. 1 r Alguns estudos demonstraram que os antibioticos carbapenemicos sao extremamente eficazes contra B. 
pseudomallei in vifro 245,1008 e um destes estudos demonstrou que apenas o imipenem foi eficaz para tratar melioidose 
grave aguda, resultando em menos falencias terapeuticas que se fosse utilizada apenas ceftazidima. 999 Em outro 
estudo, o uso do tratamento combinado com cefoperazona-sulbactamo e sulfametoxazol-trimetoprima, ou 
ceftazidima com sulfametoxazol-trimetoprima, pareceu ser igualmente eficaz nos casos de melioidose grave. 183 
► Diagnostico laboratorial. O diagnostico defmitivo da melioidose, tambem conhecida como a “grande simuladora”, 
depende do isolamento e da identificagao da B. pseudomallei dos especimes clinicos. Essa bacteria cresce bem nos 
meios laboratoriais convencionais e, em geral, forma colonias enrugadas que, por isso, podem ser morfologicamente 
semelhantes as colonias de P stutzeri. B. pseudomallei pode ser isolada do sangue por meio das tecnicas 
convencionais de hemocultura. 1193 Os agares seletivos, inclusive agar seletivo de Ashdown (ASA) ou agar seletivo 
para Burkholderia pseudomallei (BPSA), 46 ou os caldos seletivos, 1155 sao recomendados para isolar esta bacteria de 
focos estereis, principalmente escarro dos pacientes clinicamente suspeitos de ter melioidose, assim como durante o 
acompanhamento do tratamento da doenga. 1194 A Tabela 7.8 descreve as propriedades bioquimicas uteis a 
identificagao dessa bacteria. Dois biotipos de B. pseudomallei sao classificados com base em sua capacidade de 
utilizar L-arabinose. 1004 Os biotipos que nao utilizam arabinose (Ara-) sao virulentos e podem ser isolados de 
especimes clinicos e do ambiente, enquanto os que utilizam (Ara+) geralmente nao sao virulentos e, com excegoes 
raras, sao encontrados apenas no ambiente. 627,1004 Em geral, a identificagao de B. pseudomallei nao e dificil nos 
laboratories das regioes nas quais este microrganismo e endemico. Contudo, com a ampliagao das viagens 
internacionais e o risco de bioterrorismo, tomou-se mais provavel que os laboratories das regioes nas quais B. 
pseudomallei nao e endemica encontrem este microrganismo. Como muitos laboratories dependem dos sistemas de 
identificagao disponiveis no mercado, Lowe el al. compararam a precisao de quatro destes sistemas: API 20 20NE 
e20E manuais e sistemas automatizados Vitek® 1 e 2 (bioMerieux Inc., Hazelwood, MO) quanto a sua capacidade de 
identificar corretamente 103 cepas de B. pseudomallei. Os sistemas API® 20NE, API® 20E e Vitek® 1 forneceram 
identificagoes corretas em 98, 99 e 99% das cepas, respectivamente. O Vitek® 2 nao conseguiu identificar grande 
numero de cepas de B. pseudomallei, em grande parte devido as diferengas das reagoes bioquimicas obtidas, em 
comparagao com os valores esperados nos bancos de dados. 668 Utilizando 47 cepas de B. pseudomallei, Koh et al. 
avaliaram aquilo que, mais tarde, tornou-se um sistema de identificagao automatizado relativamente novo - o BD 
Phoenix® System. Embora a B. pseudomallei nao esteja no banco de dados do Phoenix®, apenas quatro cepas nao 
foram identificadas como tais. Todas as outras cepas restantes foram identificadas erroneamente com grande certeza 
como B. cepacia (34), Burkholderia/Ralstonia spp. (6) ou alguma outra especie nao fermentadora (3). 583 

Pesquisadores desenvolveram testes de aglutinagao rapida de latex para detectar antigeno de B. pseudomallei na 
urina, 279 ' 1006,1007 que oferecem um metodo simples, rapido e altamente especifico para diagnosticar melioidose e sao 
particularmente uteis nas areas que dispoem de poucos recursos laboratoriais. 

Os tecnicos do laboratorio sao instruidos a usar cabines de seguranga biologica (CSB) ao trabalhar com essa 
bacteria, porque existem relatos de infegao por B. pseudomallei adquirida no laboratorio. 47,401,856,954 O leitor pode 
encontrar informagdes adicionais sobre as manifestagdes clinicas e laboratoriais da melioidose em outras revisoes 
publicadas. 242 244 - 622 - 1175 

Complexo Burkholderia cepacia. Burkholderia cepacia e um fitopatogeno que causa podridao do bulbo de 
cebola nas plantas e podridao do pe (/. e., pe da floresta) nos seres humanos. 1059 A partir dos primeiros anos da 
decada de 1980, a B. cepacia surgiu como causa de infeegoes oportunistas humanas, principalmente nos pacientes 
com doenga granulomatosa cronica 114,597,802 e FCf 81 ’ 499 ’ 997,1071 Avangos recentes da taxonomia demonstraram que a B. 
cepacia e, na verdade, um grupo de no minimo 18 genoespecies (ou genovariantes) diretamente relacionadas, hoje 
conhecidas como complexo B. cepacia (Bcc) e podem ser diferenciadas com base em testes bioquimicos e 
moleculares. 213 ' 215,219,375,438,1100,1104,1107 ' 1108,1110,1134 Veja uma relagao das especies incluidas no Bcc no Boxe 7.8. 
Embora todas as genovariantes do Bcc tenham sido cultivadas do escarro dos pacientes com FC, B. cenocepacia 
(genovariante III) e B. multivorans (genovariante II) constituem a maioria das cepas isoladas dos pacientes dos 
EUA 302,652,826,888,1019 e da Europa. 7,281,302,692 Um estudo recente realizado em dois centros especializados em FC na 
Argentina demonstrou que B. contaminans era a especie mais comumente isolada de pacientes com essa doenga 
(57,6%), seguida de B. cenocepacia (15%). 710 Os pacientes com FC colonizados por B. cepacia tem mortalidade 


mais alta ao longo do ano subsequente a colonizagao e tem declinio mais abrupto da fungao pulmonar depois 
disto. 635 Essas bacterias tambem estao entre as que foram associadas mais comumente a disseminagao epidemica e a 
“sindrome cepacea”, que se evidencia por insuficiencia respiratoria progressiva grave e 
bacteriemia. 43,219 ’ 280 ’ 390 ’ 648 ’ 682 ’ 1190 Jones et al . 519 relataram que o tipo de genovariante do Bee pode influenciar as 
chances de progressao da infecgao inicial para a forma cronica e tambem a sobrevivencia global dos pacientes. Nesse 
estudo, os pacientes infectados por B. multivorans ou B. cenocepacia desenvolveram infecgdes cronicas e morreram 
em razao da “sindrome cepacea”, que ocorreu nos dois grupos. M9 Chaparro et al , 171 detectaram prognostico mais 
desfavoravel para os pacientes com FC infectados por B. cepacia depois de um transplante pulmonar, enquanto De 
Soyza et a/. 280 observaram prognostico pior depois do transplante com B. cenocepacia que outras especies do Bcc. 
Aris et a/. 43 tambem demonstraram que a sobrevida reduzida depois do transplante de pulmao estava relacionada 
com o tipo de genovariante, com prognostico mais desfavoravel para os pacientes com FC e infecgao por B. 
cenocepacia. Embora existam evidencias sugestivas de que o acesso ao transplante de pulmao nao deva ser negado a 
todos os pacientes com FC infectados por Bcc, os indices de sobrevivencia de curto e longo prazos sao 
significativamente menores quando os pacientes infectados por B. cenocepacia sao comparados com os pacientes 
infectados por outras genovariantes do Bcc. 800 


Boxe 7.8 


Especies indui'das no complexo Burkholderia cepacia (Bcc)" 

B. ambifaria (VII) 6 
B. anthina (VIII) 

B. arboris 
B. cenocepacia (III) 

B. cepacia (I) 

B. contaminans 
B. diffusa 
B. dolosa (VI) 

B. lata 
B. latens 
B. metallica 
B. multivorans (II) 

B. pseudomultivorans 
B. pyrrocinia (IX) 

B. seminalis 
B. stabilis (IV) 

B. ubonensis 
B. vietnamiensis (V) 

"Dados baseados nas references 832 e 1100. 

6 0s numerals romanos entre parenteses indicam as designates originals das genovariantes. 

Alem disso, varios estudos epidemiologicos sugeriram que determinadas cepas do Bcc sejam transmissiveis entre 
os pacientes e que as infecgoes cruzadas provavelmente ocorram por contato interpessoal direto. 161,389 ’ 650 ’ 651,1002 Os 
marcadores de virulencia, inclusive uma fimbria bacteriana denominda cable pilus (cbl) codificada pelo gene da 
subunidade da pilina cable (cblA ), responsavel pela adesao as glicoproteinas do muco e o aumento da aderencia as 
celulas epiteliais, 302 ’ 382,943 ’ 944,1043 e o marcador da cepa epidemica da B. cepacia (BCESM; do ingles, B. cepacia 
epidemic strain marker) m - assim designado por sua associagao as cepas de B. cepacia que infectam muitos 
pacientes com FC - ocorrem quase exclusivamente na B. cenocepacia. 

O complexo B. cepacia foi isolado de varias fontes de agua e superficies umidas, inclusive solugoes detergentes e 
liquidos intravenosos. Em geral, os surtos hospitalares de infecgao por B. cepacia sao atribuidas a uma unica fonte 
contaminada, inclusive anestesicos, 111 desinfetantes, 821,1011 solugdes intravenosas, 290,1123 solugdes para 



nebulizadores, 417,493 soluqoes para enxague oral 162,708,1222 e dispositivos medicos, incluindo-se equipamentos de 
suporte respiratorio. 667,1162 Entre os desinfetantes nos quais a B. cepacia cresce incluem iodopovidona, compostos de 
amonio quaternario e clorexedina. 91,234,1011 Existem relatos de pseudobacteriemias (hemoculturas falso-positivas) 
depois do uso de soluqdes desinfetantes contaminadas por B. cepac/a. 91,234,813,821 Essa bacteria tambem pode crescer 
em agua destilada com alguma fonte de nitrogenio, em razao de sua capacidade de fixar C0 2 do ar. As infecqdes 
clinicas incluem pneumonia e pneumonite nos pacientes tratados com anestesicos contaminados; infecqao urinaria 
dos pacientes tratados com liquidos de irrigaqao contaminados depois de cateterizaqao ou cistoscopia; septicemia 
depois de cirurgias cardiacas; endocardite causada por valvas cardiacas contaminadas; conjuntivite; e artrite 
septica. 813 A peritonite subsequente a dialise peritoneal foi associada a soluqao de iodopovidona contaminada por B. 
cepacia . 821 As infecqdes do sistema nervoso central incluem uma crianqa com hidrocefalia congenita, que 
desenvolveu bacteriemia secundaria a um shunt ventriculoatrial de Holter contaminado e um adulto que 
desenvolveu abscessos cerebrais secundarios a otite media supurativa cronica. 443 

Pesquisadores descreveram meios seletivos com corantes bacteriostaticos, antibioticos ou pH acido para o 
isolamento seletivo da B. cepacia. Isso inclui o meio para Pseudomonas cepacia (PCM; do ingles, Pseudomonas 
cepacia medium ) contendo violeta cristal, polimixina B e ticarcilina; 374 meio basal de oxidaqao-fermentaqao 
contendo polimixina B, bacitracina e lactose (OFPBL); 1164 e agar seletivo para Burkholderia cepacia (BCSA; do 
ingles, Burkholderia cepacia -selective agar) contendo lactose, sacarose, polimixina B, gentamicina e vancomicina. 436 
As avaliaqoes comparativas desses meios demonstraram que o isolamento da B. cepacia dos pacientes com FC e 
facilitado pelo uso destes meios. 437 ’ 1128 ’ 1135,1192 Em geral, o BCSA (usado principalmente nos EUA) e o meio Mast B. 
cepacia (utilizado predominantemente na Europa) foram considerados os mais apropriados para o crescimento de 
todas as cepas do complexo B. cepacia . 1135,1192 

A identificaqao de B. cepacia no laboratorio clinico e problematica porque esta bacteria nao se caracteriza por 
um unico fenotipo, mas um complexo com no minimo 18 diferentes especies geneticas (Boxe 7.8). 722,11 "" Os sistemas 
de identificaqao disponiveis no mercado tiveram desempenho insatisfatorio na identificaqao desses microrganismos. 
Kiska el aid compararam quatro sistemas disponiveis no mercado, inclusive RaplD ’ NF Plus (Remel), API 8 ' Rapid 
NFT (depois conhecido como API® 20NE, da bioMerieux), Vitek® GNI (bioMerieux) e Uni-N/F Tek® (Remel). Os 
indices de identificaqao correta da B. cepacia foram os seguintes: 86% com o Uni-N/F Tek®, 81% com o RapID® NF 
Plus, 50% com o Vitek® GNI e 43% com o API® 20NE. Van Pelt el al. relataram que 90% das cepas de B. cepacia 
foram identificadas corretamente pelo API® 20NE e Vitek® GNI e que 68% foram identificadas corretamente com o 
MicroScan Walk Aw ay" com paineis do tipo 1 combinados para urina incubada durante a noite. 1128 Shelly et aid 
avaliaram o desempenho de nove sistemas diferentes comerciais utilizados por 108 laboratories de microbiologia 
clinica de 91 cidades americanas, que encaminharam cepas isoladas a um laboratorio de referenda em FC para testes 
confirmatorios utilizando uma abordagem polifasica, que incluia ensaios de reaqao da cadeia de polimerase (PCR) 
baseadas em rRNA especificos para cada genero e especie. Os valores preditivos positivos variaram de 71 a 98%, os 
valores preditivos negativos oscilaram entre 50 e 82% e todos os sistemas tiveram erros de identificaqao do 
complexo B. cepacia. A especie confundida mais comumente com B. cepacia foi Burkholderia gladioli. Brisse et 
alP 2 compararam os equipamentos automatizados BD Phoenix® e Vitek® 2 para identificar cepas isoladas do 
complexo B. cepacia. Os indices de identificaqao correta foram de 50% para o primeiro e 53% para o segundo 
quando foram consideradas todas as cepas do complexo B. cepacia, mas diferiram acentuadamente para B. 
cenocepacia (genovariante III - 71% com o Phoenix® e 38% com o Vitek® 2) e B. multivorans (genovariante II - 
58% com o Phoenix® e 89% com o Vitek® 2). A identificaqao correta das especies foi referida em apenas 33,3% para 
a B. cepacia quando se utilizou o sistema Vitek® MS v2.0. 691 Os resultados desses estudos apoiam a recomendaqao 
de que, quando se utilizam sistemas disponiveis no mercado para identificar cepas do complexo B. cepacia, os 
resultados devem ser confirmados por testes bioquimicos complementares (Tabela 7.9) ou metodos moleculares. 

A espectrometria de massa {mass espectrometry, ou MS em ingles) MALDI-TOF tambem se tornou um metodo 
rapido e potente para identificar bacilos nao fermentadores, inclusive os membros do Bcc. Entretanto, mesmo que a 
identificaqao do genero tenha sido relatada na faixa do 90 2 percentil, o indice de identificaqao das especies do Bcc 
comumente e menor que 80%. 100 ’ 270 ’ 278,328 ’ 477 ’ 604 ’ 701 ’ 719 ’ 1126 Os laboratories sao instruidos para quando se utiliza a 
tecnica de identificaqao MALDI-TOF, quaisquer microrganismos listados no Boxe 7.8 devam ser relatados como 
complexo B. cepacia. 

Ao contrario de outras pseudomonas comuns, B. cepacia e resistente aos aminoglicosidios, mas geralmente e 
sensivel a sulfametoxazol-trimetoprima, que se tornou o antibiotico preferido para tratar infecqdes causadas por esta 



bacteria. Daniel et air 53 realizaram testes de sensibilidade in vitro com 36 cepas de B. cepacia isoladas do sangue e 
demonstraram que a maioria era sensivel a minociclina (94,4%), a ceftazidima (86,1%), ao ciprofloxacino (83,3%) e 
ao sulfametoxazol-trimetoprima (83,3%). Nos estudos sobre sinergia de dois e tres antibioticos realizados por 
Bonacorsi et al., m o acrescimo do ciprofloxacino aumentou significativamente as atividades bactericidas da 
piperacilina, do imipenem e do meropenem, enquanto a combinaqao de tres farmacos (betalactamico, ciprofloxacino 
e tobramicina) produziu o efeito sinergico mais consistente. Aaron et al . 1 tambem realizaram testes in vitro 
utilizando varias combina?6es de antibioticos para cepas de B. cepacia. Os autores relataram que o uso das 
combinaqoes de dois antibioticos aumentou as atividades bactericidas das seguintes associates de farmacos: 
meropenem-minociclina, meropenem-amicacina e meropenem-ceftazidima. As combinaqoes de tres antibioticos, 
inclusive tobramicina, meropenem e outro antibiotico, foram mais eficazes e mostraram mais atividade bactericida 
contra 81 e 93% das cepas isoladas. 1 Em outro estudo, Nzula et al. demonstraram que as CIM dos antibioticos 
variavam amplamente com as diferentes cepas do complexo B. cepacia , 795 Embora todas as cepas fossem resistentes 
a polimixina B, as CIM do cloranfenicol variaram de 4 a 128 mg// 5 e aquelas da trimetroprima, de 0,25 a 64 mg// 5 , 
com a maioria das cepas resistentes. Do mesmo modo, as variances de CIM para tobramicina, ciprofloxacino e 
ceftazidima oscilaram amplamente, sugerindo a necessidade de os laboratories realizarem testes de sensibilidade 
com todas as cepas isoladas. Vermis et a/. 1135 observaram que as CIM das cepas isoladas clinicamente de pacientes 
com FC eram mais altas que as isoladas de outros pacientes que nao tinham FC e que, em geral, as cepas do 
complexo B. cepacia eram mais sensiveis a rifampicina, ao sulfametoxazol-trimetoprima e ao imipenem e mais 
resistentes a polimixina B. 

Se o leitor desejar mais informa 9 oes sobre biologia, taxonomia, mecanismos de virulencia e epidemiologia da B. 
cepacia, pode consultar varias revisoes excelentes sobre o assunto. 219,373,390,520,648,680,1100,1135 

Burkholderia gladioli. B. gladioli (antes conhecida como P. marginata) e basicamente um patogeno das plantas e 
causa podridao das flores em gladiolos e outras plantas. Essa e uma das poucas “pseudomonas” com reaqao negativa 
a citocromo-oxidase e forma colonias amarelas nao fluorescentes depois de 48 a 72 horas de incuba 9 ao. A B. gladioli 
foi descrita como causa de doen 9 a pulmonar humana e, em alguns casos, bacteriemia e infec 9 oes dos tecidos moles 
nos pacientes com FC, 66,195 ’ 395 ,521, 538 ,558,753 (joenqa granulomatosa cronica, 444,924 diabetes 98 ' e outras deficiencias 
imunes. 395 Alem disso, essa bacteria foi relatada como causa de ceratite, endoftalmite e ulceras da cornea, 629,909 alem 
de osteomielite associada a doen 9 a granulomatosa cronica. 126 

Em geral, B. gladioli forma colonias amarelas porque produz um pigmento amarelo nao fluorescente difusivel. 
Os testes bioquimicos que permitem a diferenciaqao entre essa bacteria e o complexo B. cepacia incluem rea 9 oes 
negativas para lisina, maltose e lactose. A maioria das cepas e oxidase-negativa ou tem reaqao fraca para oxidase e 
rea 9 ao positiva para catalase. A Tabela 7.9 descreve outras caracteristicas, que permitem essa diferenciaqao. Os 
tecnicos de laboratorio devem estar cientes de que os metodos fenotipicos para diferenciar a B. gladioli dos 
microrganismos do complexo B. cepacia nao sao confiaveis e podem levar a erros de identificaqao. 205 Os sistemas de 
identificaqao disponiveis comumente no mercado nao conseguem diferenciar entre B. gladioli e outras especies 
semelhantes. 977,1128 Por essa razao, os metodos moleculares devem ser usados quando parece ser necessario 
confirmar uma cepa isolada como B. gladioli . 16,205 ' 1174 O padrao de sensibilidade aos antibioticos tambem pode ser 
usado como indicio de que uma bacteria poderia ser B. gladioli, pois ela tende a ser sensivel aos aminoglicosidios, 
imipenem, ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima e resistente ao aztreonam e as cefalosporinas. 924 

Generos Ralstonia e Cupriavidus. Palleroni 814 e, mais tarde, Li et a/. 638 demonstraram dois grupos de 
homologia do DNA dentre o grupo II de homologia do RNA de Pseudomonas. Em 1992, Yabuuchi sugeriu 0 nome 
generico Burkholderia para sete especies, mas assinalou que B. pickettii e B. solanacearum eram semelhantes entre 
si e diferentes das outras cinco especies de Burkholderia nomeadas ate aquela epoca. 1197 Eml995, Yabuuchi et a/. 1198 
sugeriram a transference de B. pickettii, B. solanacearum e Alcaligenes eutrophus para 0 genero novo Ralstonia, 
com R. pickettii atuando como especie tipica. Mais tarde, varias especies ou combina 9 oes novas foram acrescentadas 
ao genero Ralstonia. Recentemente, a analise comparativa das sequences do rRNA 16S indicaram que existem duas 
sublinhagens diferentes dentro do genero Ralstonia. A primeira - conhecida como linhagem de Ralstonia eutropha, 
inclui os seguintes microrganismos: R. hasilensis, R. campinensis, R. eutropha, R. gilardii, R. metallidurans, R. 
oxalatica, R. paucula, R. respiraculi e R. taiwanensis. A segunda e conhecida como linhagem de Ralstonia pickettii e 
inclui R. insidiosa, R. mannitolilytica, R. pickettii, R. solanacearum e R. syzygii. Essa separaqao e apoiada pelas 
diferen 9 as fenotipicas. Os membros da linhagem de R. eutropha tem flagelos peritriquios, nao produzem acidos a 


partir da glicose e sao sensiveis a colistina, em contraste com os membros da linha de R. pickettii, que tem um ou 
mais flagelos polares, formam acidos a partir de varios carboidratos e sao resistentes a colistina (Boxe 7.9). ■ 

Vaneechoutte et al. sugeriram que as especies da linhagem de R. eutropha sejam reclassificadas no genero novo 
Wautersia. 11 72 Mais tarde, os estudos de hibridizagao do DNA-DNA e uma avaliagao das caracteristicas fenotipicas, 
das frequencias das bases de DNA e das sequencias dos genes do rRNA 16S demonstraram que Wautersia eutropha 
- especie tipica do genero Wautersia - era um sinonimo mais tardio de Cupriavidus necator, a especie tipica do 
genero Cupriavidus. Por essa razao, todos os membros do genero Wautersia foram reclassificados no genero 
Cupriavidus } {m 

Ralstonia pickettii. A especie Ralstonia pickettii foi criada para um grupo de isolados clinicos 876 e tambem 
passou a incluir cepas dos grupos Va-1 e Va-2 dos CDC, consideradas duas biovariantes diferentes de R. pickettii , 851 
Pouco antes disso, King et al . 561 relataram que R. (“ Pseudomonas ”) pickettii incluia diversas biovariantes, inclusive 
as cepas isoladas originalmente do St. Thomas Hospital, em Londres, 845,846 que tinham sido designadas como 
“Pseudomonas thomasii”, embora este nome nunca tenha sido publicado de forma valida. Em 1994, Pickett 848 
observou que R. pickettii deveria ser reconhecida como tres biovariantes designadas como Va-1, biovariante Va-2 e 
biovariante 3/ thomasii. Mais tarde, De Baere et al . 262 confirmaram, por hibridizagao de DNA-DNA, que R. pickettii 
biovariante 3/ thomasii era uma especie diferente e sugeriram o nome Ralstonia mannitolytica, depois corrigido para 
Ralstonia mannitolilvtica , 653 


Boxe 7.9 


Caracteristicas para a diferenciagao dos generos Ralstonia e Cupriavidus 


Caracteristica 

Ralstonia 

Cupriavidus 

Flagelo 

Polar, 1 a 4 

Peritriquia 

Colistina (discos de 10 pg) 

Resistente 

Sensivel 

Produgao de acido a partir de carboidratos 

Positiva 

Negativa 


R. pickettii raramente esta associada as infecgdes humanas, mas foi descrita como causa de infecgoes 
nosocomiais, inclusive bacteriemia e in fee goes das vias urinarias. Os surtos nosocomiais foram associados a 
con tarn inagao de solugoes de limpeza respiratoria, 596 solugoes de heparina, 706 solugoes salinas “estereis”, 160,184 agua 
destilada 549,703 e um sistema de irrigagao com agua contaminada. 1209 Tambem existem relatos de supostos surtos 
atribuidos a contaminagao de tampas de frascos de hemocultura" 6 e agua borrifada de uma pia. 4 ' 1 Pesquisadores 
relataram varios casos de infeegao primaria por R. pickettii, inclusive osteomielite vertebral e discite de um paciente 
em hemodialise cronica, 1169 pneumonia adquirida na comunidade, 816 ' 8 bacteriemia em um paciente que recebeu 
transplante de sangue de cordao," bacteriemia em pacientes com cancer, 734,835 sepse em um paciente em 
hemodialise, 10 ' 5 sepse neonatal em um bebe premature 1142 e meningite em um rancheiro pretensamente saudavel 430 e 
uma crianga com hidrocefalia. 110 

R. pickettii tem crescimento lento e forma apenas colonias puntiformes nas BAP depois de 24 horas de 
incubagao. Todas as cepas sao urease-positivas e algumas podem ser catalase-negativas. A motilidade e fraca ou 
tardia e pode nao ser perceptivel. A biovariante Va-1 pode ser diferenciada da Va-2 pela oxidagao de lactose e 
maltose. Veja outras caracteristicas bioquimicas na Tabela 7.10. 

Ralstonia mannitolilytica. R. mannitolilvtica e o nome atribuido aos microrganismos antes classificados como R. 
pickettii biovariante 3/ thomasii (ver anteriormente). 262 Essa bacteria foi isolada do escarro de pacientes com 
FC; 216,220,329 de dois pacientes, um com meningite recidivante e o outre com hemoperitonio, 111 do liquido peritoneal 
de pacientes em dialise peritoneal; 297,1221 do sangue de um bebe premature, infeegao associada a um dispositivo 
umidificador usado em fisioterapia respiratoria; 105 e do sangue de cinco pacientes intemados em enfermaria 
oncologica, que apresentavam bacteriemia associada a cateteres. 409 No periodo de dezembro de 2004 a agosto de 
2005, pesquisadores relataram um surto nacional de colonizagao ou infeegao por R. mannitolilytica em criangas, que 
foi associado ao uso de um dispositivo de oxigenagao contaminado (Vapotherm® 2000i, Vapotherm Inc., 
Stevensville, MD). A eletroforese em gel de campo pulsado demonstrou relagao entre as cepas de R. mannitolilytica 



isoladas de 38 pacientes de 18 hospitals em 12 estados dos EUA. 514 Essa bacteria pode ser diferenciada das outras 
especies de Ralstonia por sua acidificagao do D-arabitol e do manitol, pela falta de redugao de nitrato e pela 
alcalinizagao do tartarato. A Tabela 7.10 descreve outras caracteristicas. 

Ralstonia insidiosa. As cepas de R. insidiosa foram isoladas do ambiente e tambem de amostras clinicas 
humanas, inclusive secregoes respiratorias de pacientes com FC. 211,1122 As cepas de R. solanacearum e R. syzvgii nao 
foram isoladas de especimes clinicos humanos. A Tabela 7.10 descreve as caracteristicas uteis a diferenciagao das 
especies de Ralstonia de origem humana. 

Ryan e Adley relataram a sensibilidade aos antibioticos de R. pickettii e de R. insidiosa , 935 A maioria das cepas 
isoladas era sensivel a maioria dos antibioticos. Os mais eficazes eram fluoroquinolonas e 
sulfametoxazol/trimetoprima. 9 ’ 5 

O genero Cupriavidus e composto pelas especies antigas de Ralstonia, que sao assacaroliticas, sensfveis a 
colistina e moveis com flagelos peritriquios, com excegao de C. gilardii, que tern um unico flagelo polar (Boxe 7.9). 
Quando este capitulo estava sendo escrito, o genero Cupriavidus incluia 14 especies: C. alkaliphilus, C. basilensis, 
C. campinensis, C. gilardii, C. laharis, C. metallidurans, C. necator (especie tipica, antes conhecida como Ralstonia 
eutropha), C. numazuensis, C. oxalaticus, C. pampae, C. pauculus, C. pinatubonensis, C. respiraculi e C. 
taiwanensis , 1099 Algumas especies associadas as infecgdes humanas estao descritas com mais detalhes a seguir. 

Cupriavidus gilardii. A C. gilardii (antes conhecida como Ralstonia gilardii) foi assim denominada em 
homenagem a G. L. Gilardi, um microbiologista americano que contribuiu muito para nosso conhecimento sobre 
BNF. Fenotipicamente, essa bacteria e semelhante a Alcaligenes faecalis e foi denominada A. faecalis- like por 
Gilardi. Essa bacilo gram-negativo, nao fermentador e assacarolitico e movel por flagelos peritriquios, 1129 embora na 
descrigao original de Coenye el a/. 210 eles tenham sido descritos como bacterias moveis em razao da existencia de 
um unico flagelo polar. As reagoes de catalase e oxidase sao positivas e o nitrato e o nitrito nao sao reduzidos. C. 
gilardii pode ser diferenciada do A. faecalis pela incapacidade de reduzir nitrito e crescer em meio com acetamida e 
NaCl a 6,5%. Nos seres humanos, as cepas foram isoladas das vias respiratorias, de um furunculo, do liquido 
cefalorraquidiano (LCR), da medula ossea, de um abscesso dos musculos da coxa 1 " 62 e do sangue. 210,541,1159 Coenye 
et al. 2]b relataram a presenga de C. gilardii nas secregdes respiratorias de 10 pacientes com FC, representando 9% 
das especies de Ralstonia/Cupriavidus isoladas deste grupo de pacientes. 

Cupriavidus metallidurans. C. metallidurans (antes referido como Ralstonia metallidurans) e conhecido por sua 
capacidade de sobreviver em concentragoes altas de metais pesados toxicos: o termo metallidurans significa, 
literalmente, “resistente aos metais”. 386 Coenye et al. 2u ’ relataram a presenga dessa bacteria nas secregdes bronquicas 
de dois pacientes com FC, mas nao foi possivel determinar seu papel na colonizagao ou na doenga. Existem dois 
relatos de septicemia nosocomial 607,742 e um caso de bacteriemia associada ao cateter 286 causados pelo C. 
metallidurans. Em um dos nossos hospitais, o C. metallidurans foi isolado em contagens > 100.000 UFC/m f: da 
urina de um paciente de 80 anos com transplante renal, que foi internado em consequencia da angustia respiratoria 
causada por sobrecarga de volume. A identificagao dessa bacteria foi realizada pelo equipamento de MALDI-TOF 
MS da Bruker com escore numerico de 2,537 e foi confirmada pelo sequenciamento do rRNA 16S. Essa cepa era 
sensivel a ampicilina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacino, ertapenem, imipenem, meropenem, 
piperacilina-tazobactamo e sulfametoxazol-trimetoprima, mas era resistente a amicacina, cefazolina, gentamicina, 
nitrofurantoina e tobramicina com base nos parametros interpretativos do CLSI (Clinical and Laboratory Standards 
Institute) para bacterias excluidas da familia Enterobacteriaceae (Schreckenberger R, comunicagao pessoal). 

Cupriavidus pauculus. C. pauculus (antes conhecido como Ralstonia paucula e grupo IV c-2 dos CDC) e um 
bacilo gram-negativo assacarolitico oxidase-positivo movel em razao dos flagelos peritriquios e produz reagao 
fortemente positiva a urease. Por isso, ele e fenotipicamente semelhante a Alcaligenes, Bordetella e Oligella 
ureolytica, dos quais precisa ser diferenciado (Tabela 7.10). A maioria das infecgdes humanas relatadas estava 
associada a bacteriemia em pacientes imunossuprimidos. 30,39,41,235 ’ 240,713,738,789 ’ 881,945,1069,1212 Tambem existem dois 
casos relatados de peritonite depois de dialise peritoneal ambulatorial continua - um com septicemia associada 12 ' 2 e 
outro com infecgao mista por IVc-2 e Alcaligenes faecalis ; 422 e um paciente com tenossinovite da mao depois de 
uma mordida de cao. 764 Nesse ultimo caso, nao estava claro se a origem do agente infeccioso foi a mordida ou a agua 
de torneira usada para lavar a lesao. C. pauculus tambem foi descrito como causa de bacteriemia em uma crianga em 
oxigenagao por membrana extracorporea (OMEC), 1092 de meningite e septicemia coexistentes em um recem- 
nascido 2 " 2 e pneumonia adquirida na comunidade em um recem-nascido. 


Cupriavidus respiraculi. C. respiraculi (antes conhecido como Ralstonia respiraculi) foi isolado das vias 
respiratorias dos pacientes com FC, embora as cepas isoladas nao crescessem no BCSA. 221 A Tabela 7.10 descreve 
as caracteristicas que diferenciam C. respiraculi de outras especies deste genero. 

Cupriavidus taiwanensis. C. taiwanensis (antes conhecido como Ralstonia taiwanensis ) tambem foi isolado do 
escarro de um paciente com FC. 180 Esse microrganismo e um bacilo gram-negativo assacarolitico e tem reagoes 
positivas a oxidase, catalase, nitrato e esculina. A Tabela 7.10 relaciona outras caracteristicas bioquimicas dessa 
bacteria. 

Genero Lautropia 

Lautropia mirabilis. L. mirabilis e um coco gram-negativo anaerobio facultativo, que fermenta glicose, frutose, 
sacarose e manitol; reduz nitrato e nitrito; e produz reagoes positivas a oxidase, urease e, algumas vezes, reagao fraca 
a catalase. 361 A caracterizagao filogenetica baseada na analise das sequencias dos genes do rRNA 16S coloca essa 
especie no subgrupo [> de Proteobacteria, separado de todos os outros generos descritos, mas diretamente 
relacionado com o genero Burkholderia , 361 Curiosamente, a composigao dos acidos graxos celulares de L. mirabilis e 
muito semelhante a composigao dos acidos graxos de Acidovorax delafieldii, Comamonas terrigena e grupo 1 de 
oxidantes fracos dos CDC (WO-1). 24 A morfologia cocoide e a capacidade de fermentar glicose separam L. 
mirabilis de C. terrigena, A. delafieldii, WO-1 e membros do genero Burkholderia. L. mirabilis demonstra 
morfologia celular extremamente polimorfica. Existem descritas no minimo tres morfologias de colonias: (1) 
colonias circulares planas e secas de culturas jovens; (2) colonias maiores, enrugadas, quebradigas e em forma de 
crateras a partir da incubagao prolongada; e (3) colonias mucoides arredondadas, elevadas, brilhantes e lisas. O 
diametro das colonias variam de puntiformes a mais de 5 mm e, em geral, as colonias sao aderentes ao agar. 361 L. 
mirabilis foi isolada da cavidade oral e das vias respiratorias superiores, 361 do escarro de um paciente com FC 86 e das 
cavidades orais de criangas infectadas pelo F1IV. 931 O potencial patogenico dessa bacteria e desconhecido. 

Genero Pandoraea. Em 2000, Coenye et al. im descreveram um genero novo - Pandoraea (com referencia a caixa 
de Pandora da mitologia grega) - de gram-negativos nao fermentadores isolados principalmente de escarro de 
pacientes com FC e do solo. Originalmente, esse genero abrangia cinco especies nomeadas (P apista, P. 
norimbergensis, P. pnomenusa, P. pulmonicola e P. sputorum ) e uma genoespecie inominada. 209 Daneshvar et a /. 250 
descreveram mais tres genoespecies inominadas, antes classificadas no grupo 2 dos oxidantes fracos dos CDC (WO- 
2). Mais recentemente, foram acrescentadas mais quatro especies nomeadas (P thiooxydans, P. oxalativorans, P. 
faecigallinarum e P vervacti) isoladas do ambiente ou de fontes animais, resultando no total de nove especies 
nomeadas. 27,939 As especies de Pandoraea foram isoladas principalmente das secregoes respiratorias dos pacientes 
com FC, mas tambem foram encontradas em outras amostras clinicas, inclusive sangue e tecidos 
pulmonares. 53 ’ 231,524 ' 746 ' 1038 Pesquisadores publicaram a disseminagao epidemica de P apista de um paciente-caso que 
transmitiu para cinco outros pacientes com FC, que participaram de acampamentos de verao e/ou que estiveram 
hospitalizados. 524 Hoje em dia, a prevalencia, a transmissibilidade interpessoal e o impacto clinico das especies de 
Pandoraea nos pacientes com FC sao desconhecidos, porque os metodos de identificagao fenotipica manuais e 
automatizados utilizados comumente na maioria dos laboratories clinicos nao sao adequados para identificar 
Pandoraea spp. 214 - 746 Em geral, as especies de Pandoraea crescem bem no meio seletivo para B. cepacia e, por esta 
razao, podem ser confundidas com membros do complexo B. cepacia. As especies de Pandoraea crescem bem nas 
BAP depois da incubagao overnight a 35°C. As colonias isoladas sao circulares, convexas, semiopaca, continuas e 
lisas e medem 0,5 a 1,0 mm de diametro. O padrao de hemolise e variavel. Todas as especies sao moveis, tem 
flagelos polares e sao positivas quanto ao crescimento em agar MacConkey, produgao de catalase e alcalinizagao do 
citrato. Todas as especies sao negativas para redugao de nitrito; desnitrificagao; produgao de indol; hidrolise de 
gelatina, esculina e Tween®; atividades de lisina e ornitina descarboxilases; e atividades de arginina-di-hidrolase, [>- 
galactosidase e DNase. Essas bacterias nao produzem acido a partir de OF com manitol, lactose, sacarose, maltose 
ou frutose. As cepas produzem acido ffaco ou sao negativas para OF de glicose. 209,250 Veja caracteristicas usadas para 
diferenciar entre especies de Pandoraea e bacterias fenotipicamente semelhantes na Tabela 7.9. 

Farmlia Rhodospirillaceae 

Genero Inquilinus. O genero Inquilinus faz parte da farmlia Rhodospirillaceae e inclui duas especies: I. 
ginsengisoli e I. limosus. Apenas essa ultima especie foi associada as infeegoes humanas. I. limosus e um bacilo 
gram-negativa com forma de bacilo, que mede de 1,5 a 2,0 mm de largura e 3,5 mm de comprimento. Ele cresce em 


temperaturas entre 35° e 42°C, mas nao se desenvolve bem a 25°C. Nos meios nao seletivos, essa bacteria forma 
colonias nao pigmentadas muito viscosas. O crescimento em agar MacConkey e muito discreto depois de 3 dias. 
Algumas cepas sao moveis e tern um ou dois flagelos, mas e dificil demonstrar sua motilidade em razao da 
composiqao mucoide das colonias. I. limosus e resistente a polimixina B e lipase-positivo, caracteristicas que o 
tornam fenotipicamente semelhantes ao complexo B. cepacia (Tabela 7.9). 212,857 Todas as cepas tem reaqoes positivas 
para oxidase, catalase, (3-glicosidase, fosfatase, prolinaminopeptidase, pirrolidonil-aminopeptidase, hidrolise de 
esculina e produqao de acetoina, mas tem reaqoes negativas para lisina, arginina, ornitina, desnitrificaqao, gelatinase, 
produqao de indol e utilizaqao de citrato. 189,212 A bacteria produz acidos a partir da OF de glicose, dextrose e manitol 
(Tabela 7.3). A produqao de H 2 S e positiva no teste do papel de fita com acetato de chumbo, mas nao no agar TSI 
(Christopher Doern, comunicaqao pessoal). I. limosus foi isolado das secreqoes respiratorias dos pacientes com FC 
nos EUA, 212,429,857 Alemanha, 956,1165 Franqa, 98,189,270 Italia, 197 Espanha 948 e Reino Unido. 227 Existe um relato de que 
isolamento de Inquilinus sp. de amostras de sangue de um paciente sem FC, que tinha endocardite de uma valva 
artificial. 57 " A identificaqao definitiva e dificil porque esta especie nao esta incluida nos bancos de dados dos kits de 
identificaqao disponiveis no comercio e seu aspecto mucoide pode ser confundido com as cepas mucoides de P. 
aeruginosa . 857,1165 Algumas cepas podem ser isoladas nos meios seletivos para B. cepacia contendo colistina, mas 
sao inibidas no BCSA, que contem gentamicina. 189 A estrutura mucoide de I. limosus pode contribuir para sua 
colonizaqao e resistencia a alguns antibioticos. 98,44 " Todas as cepas descritas sao resistentes a penicilinas e 
cefalosporinas, canamicina, tobramicina, colistina, doxiciclina e cotrimoxazol, mas sao sensiveis ao imipenem e 
ciprofloxacino. 189,1165 Nenhum relato indica a ocorrencia de transmissao da bacteria entre pacientes. 

Farmlia Comamonadaceae | rRNA grupo III 

Willems el al. sugeriram que os microrganismos que fazem parte do rRNA grupo III sejam separados como uma 
familia nova de bacterias referida como Comamonadaceae. 1176 

Grupo acidovorans. Esse grupo consiste de microrganismos que antes eram conhecidos como Pseudomonas 
acidovorans, Pseudomonas testosteroni e Comamonas terrigena. Em 1987, Tamaoka 1055 propos que os 
microrganismos conhecidos como Pseudomonas acidovorans e P. testosteroni fossem colocados no genero 
Comamonas, junto com a especie C. terrigena. Mais tarde, C. acidovorans foi transferida para o genero novo Delftia 
como especie tipica D. acidovorans } 166 Todas sao bacterias moveis por meio de ate seis flagelos dispostos em um 
tufo polar, que tem como caracteristica um flagelo com movimento ondular longo (3,0 mm entre os topos de ondas 
adjacentes). Esses microrganismos nao produzem acidos a partir da OF de glicose e, por esta razao, eles sao 
agrupados entre as pseudomonas alcalinas (Tabela 7.7). Como grupo, as comamonadas tem distribuiqao geografica 
ampla e sao comuns no solo e como saprofitos aquaticos. Essas bacterias foram isoladas de fontes animais, produtos 
alimenticios, equipamentos hospitalares e especimes clinicos humanos, mas raramente causam problemas 
clinicamente significativos. 

Genero delftia 

Delftia acidovorans. O genero Delftia abrange quatro especies: D. acidovorans, D. lacustris, D. litopenaei e D. 
tsuruhatensis. A D. acidovorans e o membro mais comum desse grupo isolado dos especimes clinicos. Ela pode ser 
diferenciada facilmente das outras pseudomonas alcalinas porque produz reaqao acida fraca ou neutra com OF de 
frutose e OF de manitol. A bacteria e acetamido-positiva e reduz nitrato sem produzir gas. A D. acidovorans e indol- 
positiva, mas a maioria das cepas produz coloraqao alaranjada no meio em que foi acrescentado reagente de Kovac 
(o chamado indol laranja), em razao da produqao de acido antranilico a partir da triptona (Prancha 7.2 C). 705 A 
reaqao do indol laranja tambem pode ser demonstrada com o acrescimo de uma gota do reagente de Kovac as 
colonias cultivadas na superficie das BAP. Quando o teste do indol e realizado com extraqao do xileno e acrescimo 
do reagente de Ehrlich, essas mesmas cepas produzem uma reaqao amarela vivida no meio de teste. D. acidovorans 
foi isolada de varios especimes clinicos, mas geralmente nao e considerada patogenica. As cepas foram isoladas do 
escarro, da urina e dos cateteres direito e esquerdo de um rim transplantado, do liquido de conservaqao renal, dos 
raspados de cornea de um paciente submetido a varios procedimentos cirurgicos oculares no passado e do sangue de 
um paciente com tuberculose (Schreckenberger P., comunicaqao pessoal). Existem relatos publicados indicando que 
D. acidovorans esteja associada a bacteriemia relacionada com cateteres, 155,156,192,313,545,602,606 otite supurativa, 894 
infecqao das vias urinarias, 274 infecqoes oculares 131,621,625,884,10 ’ 3 e peritonite de um paciente em dialise peritoneal 
ambulatorial continua. 663 Tambem existe um caso relatado de endocardite causada por D. acidovorans em um 


usuario de drogas intravenosas de 42 anos. 4MI Um paciente com AIDS desenvolveu pneumonia causada por essa 
bacteria 334 e um homem imunocompetente infectado apresentou empiema cronico na cavidade pleural. 196 Camargo et 
al. descreveram o isolamento de D. acidovorans em culturas puras com contagens acima de 1.000.000 UFC/m £, 
obtidas de aspirados traqueais de 21 pacientes hospitalizados em uma unidade de tratamento intensivo, indicando 
uma fonte comum (ainda que indefinida) responsavel pela colonizaqao. 145 A Tabela 7.7 descreve as caracteristicas 
uteis a identificaqao de D. acidovorans. 

D. lacustris, D. litopenaei e D. tsuruhatensis. Essas tres especies novas de Delftia foram isoladas das aguas de 
um lago mesotrofico da Dinamarca, 525 de um lago com cultura de camarao de agua doce em Taiwan 181 e do lodo 
recolhido de uma instalaqao de tratamento de aguas residuais no Japao. 982 Mais tarde, duas dessas especies foram 
descritas como causa de infec?ao humana. D. tsuruhatensis foi relatada como causa de infec 9 oes sanguineas 
associadas aos cateteres de pacientes com cateteres venosos centrais de longa permanencia. 556,869,1049 D. lacustris foi 
citada como causa de septicemia de um paciente com feocromocitoma 1012 e foi cultivada a partir da bile de um 
paciente com carcinoma hepatocelular, do liquido de empiema da cavidade toracica depois de um traumatismo 
toracico e de hemoculturas de dois pacientes com doen?a renal. 984 

Genero Comamonas. Todas as especies de Comamonas sao moveis e oxidase-positivas e produzem rea 9 des 
alcalinas com OF de carboidratos. Fenotipicamente, essas bacterias sao semelhantes as especies de Delftia, a P. 
alcaligenes, a P. pseudoalcaligenes e as especies de Brevundimonas, com os quais devem ser diferenciadas. A Tabela 
7.7 descreve as caracteristicas fenotipicas desse grupo de bacterias. 

Comamonas testosteroni. C. testosteroni nao e isolada comumente nos laboratories clinicos, apesar de sua 
distribu^ao ampla no ambiente. Barbaro et al , 63 revisaram 18 casos de infec 9 ao por C. testosteroni. Os autores 
relataram que esse microrganismo estava associado mais comumente as anormalidades anatomicas do trato 
gastrintestinal, dentre as quais a mais comum era perfura 9 ao do apendice. Outros estudos publicados anteriormente 
descreveram C. testosteroni como causa de sepse, 52,410,1005,1085 infecqao associada aos cateteres venosos centrais, 626,791 
endocardite, 229 pseudobacteriemia atribuida a um desinfetante contaminado usado para desinfetar frascos de 
hemocultura antes do uso, 988 pneumonia de pacientes com AIDS, 334 endoftalmite 887 e meningite de um paciente com 
colesteatoma recidivante. 40 Coenye relatou o isolamento de C. testosteroni das secre 9 oes respiratorias de dois 
pacientes com FC. 212 

Comamonas terrigena. Na verdade, C. terrigena abrange tres grupos genotipicamente diferentes. O DNA grupo 
1 de C. terrigena conserva este nome original, enquanto o DNA grupo 2 (que inclui Aquaspirillum aquaticum e 
algumas cepas do grupo 10 de E. Falsen [EF]) foi renomeado para C. aquatica; por Tim, o DNA grupo 3 de C. 
terrigena (que abrange algumas cepas do grupo 10 de EF) recebeu o nome novo C. kerstersii ." 60 C. terrigena nao e 
considerada um patogeno humano, embora Sonnenwirth tenha descrito o isolamento desta bacteria de duas 
hemoculturas de um paciente com endocardite; contudo, a fun 9 ao patogenica desta bacteria neste caso era 
duvidosa. 1014 

Comamonas kerstersia. C. kerstersia pode ser diferenciada das outras especies de Comamonas por sua 
capacidade de crescer a 42°C. A Tabela 7.7 descreve outras caracteristicas fenotipicas. C. kerstersia foi referida 
como causa de infec 9 oes intra-abdominais 16,97 e bacteriemia em um paciente com diverticulose. 804 

Grupo Facilis-delafieldii 

Genero Acidovorax. Willems et al. sugeriram um genero novo - Acidovorax - que continha tres especies: 
Acidovorax facilis (antes conhecida como Pseudomonas facilis), Acidovorax delafieldii (antes referida como 
Pseudomonas delafieldii) e Acidovorax temperans (varias cepas antes descritas como Pseudomonas e 
Alcaligenes ). 1117 Essas tres especies constituem um grupo separado do complexo rRNA grupo III. Duas dessas 
especies - A. delafieldii eA. temperans - foram isoladas de especimes clinicos; contudo, nao ha informa 9 oes quanto 
ao significado clinico destes microrganismos. 368,1 177 A. delafieldii provavelmente e o mesmo microrganismo do grupo 
WO-1 dos CDC, enquanto A. temperans provavelmente corresponde ao grupo WO-1A dos CDC. 1172 Mais tarde, esse 
genero foi ampliado e hoje inclui 18 especies e subespecies isoladas de plantas e do ambiente. Tres especies novas 
foram isoladas de especimes clinicos humanos. A. avenae e A. oryzae foram descritos em pacientes com infec 9 des 
sanguineas associadas aos cateteres, 685,805,980 enquanto A. wautersii foi associado a duas infec 9 oes humanas, embora 
o contexto clinico nao tenha sido descrito claramente. 1120 As especies de Acidovorax sao oxidase-positivas e moveis 


e utilizam carboidratos por oxidagao. Veja outras caracteristicas diferenciadoras na Tabela 7.3 e o estudo publicado 
por Willems etal. 1111 

Farmlia Caulobacteraceae | rRNA grupo IV 

Todas as especies do rRNA grupo IV foram transferidas para o genero novo Brevundimonas (termo que significa 
flagelos com movimento ondular curto). 967 

Genero Brevundimonas. O genero Brevundimonas inclui 25 especies, das quais apenas duas - B. diminuta e B. 
vesicularis - sao encontradas em especimes clinicos humanos. Essas especies sao agrupadas com pseudomonas 
alcalinas porque nao sao reativas ou apresentam reagao fraca com a maioria dos carboidratos (Tabela 7.7). Esse 
grupo caracteriza-se pela presenga de um unico flagelo polar extremamente retorcido (comprimento de 0,6 a 1,0 
mm). B. vesicularis tem crescimento lento e geralmente requer 48 horas de incubagao para que as colonias sejam 
observadas no agar-sangue de cameiro, no qual produzem colonias com pigmentagao amarelo-escuro ou alaranjada 
(Prancha 7.3 C). A maioria das cepas nao consegue crescer no agar MacConkey. B. vesicularis pode ser diferenciado 
de todas as outras especies de pseudomonas alcalinas por produzir reagao forte de hidrolise da esculina. Nossa 
equipe isolou o B. vesicularis do liquido de dialise peritoneal, de uma maquina de dialise renal, de um abscesso oral 
e de uma ferida do couro cabeludo. Outros autores relataram o isolamento de B. vesicularis de especimes 
cervicais, 807 sangue 185 ’ 365,620,796 ’ 858 ’ 1123 e d e um paciente com botriomicose (uma doenga granulomatosa supurativa 
cronica rara, que acomete a pele). 143 B. vesicularis tambem foi isolado de amostras do ambiente hospitalar, inclusive 
uma mangueira de chuveiro 584 e uma banheira de hidroterapia. 51 B. diminuta foi isolado de pacientes com 
bacteriemia, 185 ’ 620 ceratite 819 e pleurite. 669 Essa bacteria tambem foi isolada do escarro de um paciente com FC e 
pneumonia. 725 Uma cepa de B. diminuta produtora de VIM-2 MBL amplamente resistente aos antibioticos foi isolada 
de um especime de biopsia da coxa. 13 B. vesicularis pode ser diferenciado da B. diminuta por hidrolisar amido e 
esculina (ambas reagoes positivas com o B. vesicularis). Moss e Kaltenbach relataram que o acido glutarico e 
produzido por B. diminuta, mas nao por B. vesicularis, quando estes microrganismos sao cultivados em agar de soja 
tripticase. 755 

Farmlia Xanthomonadaceae | rRNA grupo V 

Genero Stenotrophomonas. O genero Stenotrophomonas foi criado em 1993 para acomodar Xanthomonas 
maltophilia (antes conhecida como Pseudomonas maltophilia ). 812 Varios estudos recentes demonstraram que ha 
diversidade genetica consideravel entre as cepas de S. maltophilia e que esta especie consiste ao menos em nove 
grupos genomicos. 223,426 Alem disso, pesquisadores descreveram 12 especies de Stenotrophomonas novas, que foram 
isoladas de esgotos, lama e solo (http://www.bacterio.net/stenotrophomonas.html). O nome S. africana foi proposto 
para descrever uma unica cepa isolada do LCR. Fenotipicamente, essa bacteria era praticamente identica S. 
maltophilia, com excegao de nao ter capacidade de assimilar c/s-aconitato. '" 1 Entretanto, com base em analises 
moleculares extensivas, Coenye el al. determinaram que S. africana e uma cepa da especie S. maltophilia', por isso, o 
nome da especie S. africana foi descartado. 222 Dentre as especies restantes, apenas S. maltophilia esta associada a 
infecgao humana. 

Stenotrophomonas maltophilia. A S. maltophilia e um bacilo movel, que tem flagelos multitriquios polares e 
pode ser facilmente diferenciada das outras pseudomonas por ser lisino-positiva e DNase-positiva, embora seja 
oxidase-negativa (Tabela 7.11). A maioria das cepas de S. maltophilia e sensivel a colistina e a polimixina B. Essa 
propriedade pode ser usada para diferenciar S. maltophilia de B. cepacia, que tambem e lisino-positiva, mas e 
resistente a colistina e a polimixina Bee DNase-negativa. S. maltophilia utiliza avidamente maltose por OF, mas 
geralmente e negativa ou tem apenas reagao positiva fraca no teste OF de glicose em 24 horas. As colonias podem 
ter coloragao amarelo-clara ou cinza-lavanda no meio de agar-sangue (Prancha 7.3 D). Nosso grupo encontrou cepas 
raras de S. maltophilia, que apresentavam reagao positiva a oxidase, mas tinham todas as outras caracteristicas 
bioquimicas da S. maltophilia. Carmody et al. relataram que 20% das cepas isoladas de S. maltophilia e isoladas 
basicamente de culturas de especimes respiratorios dos pacientes com FC eram oxidase-positivas. 150 Os 
laboratoristas devem estar cientes de que cepas raras com caracteristicas aberrantes podem ser isoladas de especimes 
clinicos. 


Tabela 7.11 Caracteristicas principals de S. maltophilia e do complexo B. cepacia: 


Teste 

5. maltophilia 

Complexo B. cepacia 

Oxidase 

- 

+ (93) 

Motilidade 

+ 

+ 

Crescimento em MacConkey 

+ 

+ 

OF de glicose 

A ou Fr. 

A 

OF de maltose 

A 

A 

OF de lactose 

V (86) 

A 

OF de manltol 

* 

A 

RedugaodeN0 3 

V (42) 

V (37) 

N0 3 emgas 

- 

- 

Arginina 

- 

- 

Lisina 

+ 

V 

Hidrolise de esculina 

+ 

V (67) 

ONPG 

+ (93) 

V (79) 

DNase 

+ 

- 

Polimixina B 

S 

R 

Pigmento 

Cinza, amarelo-daro, cor de lavanda 

Cinza, cor chartreuse, amarelo 


a Dados baseados na referenda 1172. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; A 
= reagao acida; Fr. = reagao acida fraca; S = sensivel; R = resistente. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das 
cepas que produzem reagao positiva. 

S. maltophilia e onipresente e pode ser isolada de quase todos os especimes clinicos. Ocasionalmente, essa 
bacteria causa infecgdes oportunistas e tem surgido como um patogeno importante adquirido nos hospitals. 559,707,760 
As vias respiratorias sao estruturas das quais S. maltophilia e isolada mais comumente, embora na maioria dos casos 
estas bacterias isoladas nao paregam ser clinicamente significativas. Nos ultimos anos, alguns centres especializados 
em FC relataram incidencia crescente de S. maltophilia 61 ' ns ' il7 ’ 542 ’ mA e alguns estudos demonstraram uma relagao 
entre colonizagao por esta bacteria e lesao pulmonar. 61,542 O uso dos meios seletivos aumenta os indices de 
isolamento de S. maltophilia do escarro dos pacientes com FC. 276,551 Nos pacientes que nao tem FC, pesquisadores 
relataram que essa bacteria causa um espectro diversificado de doengas, inclusive pneumonia, 859 
bacteriemia, 34 ’ 339,578,594,732,759,859,971 endocardite, 412 infecgdes associadas aos cateteres,' 12 colangite, 822 infecgoes das 
vias urinarias, 1130 meningite 823,859 e infecgdes graves de feridas, principalmente nos pacientes com cancer. 11 ' 1 
Morrison et al. " estudaram o espectro das doengas clinicas dos pacientes com infecgdes por S. maltophilia 
adquiridas nos hospitais e referiram incidencia crescente de isolamento nosocomial e taxa de mortalidade global de 
43% de todos os pacientes dos quais esta bacteria foi isolada. Os fatores de risco associados as mortes dos pacientes 
dos quais cepas de S. maltophilia foram isoladas eram os seguintes: internagao em unidade de tratamento intensivo, 
idade acima de 40 anos e isolamento da bacteria de uma fonte pulmonar. 75 " Denton e Kerr 277 publicaram uma revisao 
abrangente sobre infecgdes associadas a S. maltophilia. 

Outre aspecto importante da incidencia crescente de infecgdes causadas por S. maltophilia pode ser o perfil de 
sensibilidade antimicrobiana singular desta bacteria. S. maltophilia e intrinsecamente resistente a maioria dos 
antibioticos antipseudomonas utilizados comumente, inclusive aminoglicosidios e alguns betalactamicos, dentre os 
quais alguns sao eficazes contra P. aeruginosa. m,S20,n29 Desse modo, a colonizagao pode ser favorecida pelo uso de 
antibioticos antipseudomonas de espectro amplo. Curiosamente, S. maltophilia e naturalmente sensivel ao 



sulfametoxazol-trimetoprima, um antibiotico sem qualquer atividade contra P. aeruginosa ou a maioria das outras 
especies de Pseudomonas. ' ' 1 " Alem do problema da resistencia intrinseca, existem outros problemas relacionados 
com os testes de sensibilidade de S. maltophilia. Alguns metodos automatizados (/. e., Vitek R Legacy; bioMerieux, 
Hazelwood, MO) contem programas que impedem a emissao dos resultados de sensibilidade quando o 
microrganismo testado e reconhecidamente S. maltophilia. Trailing end point (crescimento residual de colonias em 
todas as dilutes) pode ser observado tanto nos testes de diluigao em agar como em microtitulagao. Com ensaios de 
difusao em disco, existem relatos de resultados de falsa sensibilidade aos aminoglicosidios (/. e., aos quais deveria 
ser uniformemente resistente) e cipro floxacino. 448,820 Estudos utilizando Etest® (descrito no Capitulo 17) como teste 
de sensibilidade antimicrobiana de S. maltophilia detectaram a existencia de microcolonias diminutas ou uma 
“nevoa” de crescimento transparente dentro da area de inibigao que, se nao tivesse sido detectada, poderia levar a 
resultados falsos de suscetibilidade. 820,1026 O leitor deve ler a revisao publicada por Robin e Janda se quiser mais 
informagoes sobre o assunto. 911 

Genero Wohlfahrtiimonas. O genero Wohlfahrtiimonas inclui duas especies: W. chitiniclastica e W. larvae. Essas 
duas especies foram isoladas primeiramente das larvas de moscas parasitarias. O termo Wohlfahrtiimonas originou- 
se do fato de que as primeiras cepas foram isoladas de larvas no 3- estagio de moscas parasitarias Wohlfahrtia 
magnified. 1016 W. chitiniclastica foi relatada como causa de sepse fulminante em dois pacientes idosos na Franga e na 
Argentina. 18,885 Esses dois pacientes eram desabrigados, tinham historia de alcoolismo e estavam em condigoes 
sanitarias precarias. Nos dois casos, as infecgdes foram atribuidas as moscas. Um desses pacientes descritos era 
mulher e tinha milhares de piolhos de cabega e corpo com dezenas de larvas de insetos nos cabelos. 885 Um terceiro 
caso relatado era de um homem de 64 anos da Republica Tcheca, que tinha historia de 4 anos de gangrena dos 
segmentos distais das pemas e amputagdes dos pododactilos dos dois pes, todas associadas a infecgao por esse 
microrganismo. 585 Wohlfahrtiimonas sao bacilos gram-negativos curtos e retilineos imoveis, que nao fermentam 
glicose, sao estritamente aerobios e tern reagoes de catalase e oxidase positivas. Toth et al. 1076 descreveram todas as 
caracteristicas fenotipicas de W. chitiniclastica. Essa bacteria nao esta incluida nos bancos de dados dos sistemas de 
identificagao fenotipica disponiveis no mercado, mas pode ser identificada por sequenciamento do rRNA 16S e pela 
tecnica MALDI-TOF MS. 585 De acordo com tres estudos independentes, a W. chitiniclastica era sensivel a todos os 
antibioticos testados. 18,585,885 

Familia Acetobacteraceae 

Na epoca em que este livro era escrito, a familia Acetobacteraceae incluia 33 generos de bacterias acidoaceticas 
(BAA) (http://www.bacterio.net/-classifgenerafamilies.html#Acetobacteraceae). Um aspecto tipico da maioria das 
BAA e sua capacidade de oxidar etanol e agucares em acido acetico. Essas bacterias estao distribuidas por todo o 
planeta e foram isoladas de diversos vegetais, frutas e flores. BAA podem ter algumas aplicagoes industrials, 
inclusive a produgao de vinagre e varios farmacos. 940,1203 O primeiro relato da presenga de BAA em seres humanos 
foi publicado em 2004, quando Snyder et al. mo descreveram um paciente com peritonite associada a infecgao por 
Asaia borgorensis; o paciente usava um cateter de dialise peritoneal. Dois anos depois, houve um segundo caso de 
infecgao por BAA ( Granulibacter bethesdensis) em dois pacientes de locais diferentes com doenga granulomatosa 
cronica (DGC). 402,403 Desde entao, as BAA tern sido relatadas com frequencia crescente como causas de doenga 
humana. Neste capitulo, consideramos apenas os generos que causam reconhecidamente infecgao humana, ou seja, 
Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Gluconobacter, Granulibacter e Roseomonas. Dois generos de BAA formam 
colonias roseas no agar solido - Asaia e Roseomonas - e estao descritos no grupo pigmentado rosa. As especies 
restantes associadas as doengas humanas estao descritas adiante. 

Genero Acetobacter. As especies de Acetobacter sao bacilos gram-negativos retilineos, com forma de bacilos ou 
ligeiramente curvos. A motilidade e variavel, mas quando moveis, elas tem flagelos peritriquios. Essas bacterias sao 
obrigatoriamente aerobias e formam colonias claras (sem pigmento) nos meios solidos. 990 Uma fragao minoritaria 
das cepas produz pigmentos hidrossoluveis castanhos, ou forma colonias rosa porque produzem porfirinas. Em geral, 
esses microrganismos sao catalase-positivos e oxidase-negativos. A temperatura de crescimento ideal e de 30°C. 
Eles apresentam reagoes negativas para hidrolise de gelatina, indol e produgao de H 2 S. 990 As especies de Acetobacter 
ocorrem naturalmente em varias flores e plantas. Existe um caso relatado de bacteriemia por Acetobacter em um 
homem HIV-positivo de 40 anos, que fazia hemodialise havia 1 ano para doenga renal cronica terminal. Esse 
paciente foi internado porque apresentou febre e uma extensa lesao cutanea inflamatoria, que se desenvolveu depois 


da formagao de uma fistula arteriovenosa. Duas amostras de sangue retiradas de um cateter de subclavia e da fistula 
arteriovenosa resultaram no crescimento de bacilos gram-negativos, polimorficos e pequenos em agar-sangue e agar- 
chocolate, que depois foram identificados como Acetobacter cibinogensis com base no sequenciamento do rRNA 
16S. 388 O A. indonesiensis foi isolado das culturas sucessivas de escarro de um homem de 31 anos com FC 
submetido a um transplante de pulmao." 

Genero Acidomonas 

Acidomonas methanolica. O genero Acidomonas esta localizado filogeneticamente na famllia Acetobacteraceae 
e inclui uma unica especie - A. methanolica - que compartilha das mesmas caracterfsticas das BAA; contudo, a 
utilizagao de metanol e seu nicho ecologico singular sao aspectos tlpicos dessa especie. 120 '' As celulas sao gram- 
negativas, nao formam esporos e tem formato de bacilo encontrados isoladamente ou raramente em pares. Essas 
bacterias sao obrigatoriamente aerobias e crescem mais facilmente a 30°C. 991 As colonias cultivadas em meio 
nutritivo com peptona-extrato de levedura-malte (PYM; do ingles, peptone-yeast extract-malt ) sao brilhantes, lisas, 
contlnuas e de coloragao bege a rosea depois de 5 dias de incubagao a 30°C, l2(b embora outros autores tenham 
descrito colonias brancas a amarelas nesse meio de cultura. 991 Em geral, as celulas sao moveis e tem um unico 
flagelo (ou, ocasionalmente, um tufo polar). 120 '' As cepas produzem catalase, mas sao negativas para oxidase, 
redugao de nitrato e urease. 991,1205 Outras caracterlsticas fenotlpicas podem ser encontradas em Yamashita eta/. 1205 O 
habitat natural de A. methanolica e lodo ativado, que difere das outras acetobacterias, que sao isoladas das frutas e 
dos vegetais. Existe um caso relatado de linfadenite necrosante associada a A. methanolica em um paciente de 10 
anos com DGC. 17 ' 

Genero Gluconobacter. As especies de Gluconobacter sao bacterias gram-negativas elipsoides ou com formato 
de bacilo, que ocorrem isoladamente e/ou em pares, raramente em cadeias. As celulas podem ser moveis ou imoveis; 
no primeiro caso, elas prossuem de tres a oito flagelos polares. Essas bacterias sao obrigatoriamente aerobias e 
crescem preferencialmente entre 25° e 30°C. 992 Elas sao catalase-positivas, mas oxidase-negativas e apresentam 
reagoes negativas para redugao de nitrato, hidrolise de gelatina, indol e produgao de H 2 S. 992 As especies de 
Gluconobacter sao encontradas na natureza e ocorrem em ambientes ricos em agucares, inclusive frutas e flores. 
Alauzet et al. relataram o isolamento de especies de Gluconobacter de tres pacientes. O primeiro era um homem 
HIV-negativo e conhecidamente um usuario de drogas intravenosas, que foi hospitalizado com redugao da acuidade 
visual e suspeita de endoftalmite micotica. Esse paciente tinha um cateter venoso central (CVC) colocado para 
administrar anfotericina B. Depois de 3 dias, ele apresentou febre e duas amostras de sangue periferico isolaram um 
bacilo gram-negativo, que formou colonias diminutas depois de 48 horas de incubagao a 37°C. A cepa isolada era 
catalase-positiva, oxidase-negativa e foi identificada como Gluconobacter spp. por metodos moleculares. 10 Dois 
outros pacientes - um menino de 2 anos e outro de 3 anos - com FC apresentaram culturas de escarro positivas para 
Gluconobacter, que foi isolada em meio seletivo para Burkholderia cepacia} 0 Nos dois casos, Gluconobacter foi 
confundida com especies de Acinetobacter (discriminagao fraca) com base no sistema API® 20E, ou especies de 
Shigella (identificagao satisfatoria) utilizando o sistema Vitek® 2 GN. 10 Tambem existe um caso relatado de infecgao 
sanguinea por Gluconobacter associada a endocardite em um paciente com historia de uso de drogas intravenosas. 74 
Os laboratories sao alertados que nenhum dos sistemas disponiveis atualmente no mercado para identificagao 
bacteriana consegue reconhecer as BAAs. Os microrganismos que demonstram caracterlsticas incomuns de 
crescimento devem ser avaliados com mais detalhes utilizando metodos moleculares. 

Genero Granulibacter 

Graiiulibacter bethesdensis. G. bethesdensis e um patogeno emergente isolado de pacientes com DGC e 
caracteriza-se por infeegoes frequentes, que causam febre e linfadenite necrosante e podem recidivar depois de um 
periodo de latencia clinica. 404 A DGC e um disturbio hereditario raro causado por mutagoes dos genes que codificam 
qualquer uma das quatro subunidades, que compdem a NADPH-oxidase (oxidase do fosfato de dinucleotidio de 
nicotinamida e adenina), resultando na produgao deficiente de superoxido e peroxido de hidrogenio.'" 1 '' Os pacientes 
com DGC tem infeegoes potencialmente fatais recidivantes causadas por bacterias produtoras de catalase e tambem 
desenvolvem granulomas nos tecidos. 1179 Um novo bacilo gram-negativo foi isolado dos linfonodos cervicais e 
supraclaviculares de um paciente com DGC em 2003 e do mesmo paciente em tres outras ocasionais em 2005. As 
analises genotipicas e fenotlpicas determinaram que esse microrganismo desconhecido era uma BAA nao descrita 
ate entao, que foi denominado Granulibacter bethesdensis . 402,403 Outras cepas de G. bethesdensis foram isoladas de 


pacientes com DGC das Americas do Norte e Central 404 e da Espanha. 662 As celulas sao cocobacilos ou bacilos 
gram-negativos moveis. Essas bacterias produzem um pigmento amarelo nos meios solidos e crescem 
preferencialmente entre 35° e 37°C. 403 Elas sao estritamente aerobias, catalase-positivas, oxidase-negativas e tern 
reagao variavel a urease. Ha produgao de acidos a partir da glicose, mas nao do manitol, sorbitol, dulcitol, lactose, 
sacarose, maltose ou xilose. 4,L ' A Tabela 7.18 descreve a diferenciagao bioquimica entre G. bethesdensis e outras 
especies nao fermentadoras semelhantes, que se apresentam como cocobacilos e sao oxidase-negativas e imoveis. Os 
tecnicos de laboratorio devem ser alertados de que o isolamento de G. bethesdensis e demorado, que o crescimento e 
consistentemente esparso e que a identificagao definitiva exige o sequenciamento do gene do rRNA 16S. 404 As cepas 
de G. bethesdensis sao reconhecidamente resistentes a varios antibioticos e o tratamento requer intervengao cirurgica 
e esquemas antimicrobianos combinados, inclusive ceftriaxona por periodo longo. 404 Os dados relativos a 
sensibilidade aos antibioticos podem ser encontrados no estudo de Greenberg et a/. 402 

Grupo pigmentado amarelo 
Farmlia Pseudomonadaceae 

Genero Pseudomonas 

Pseudomonas luteola. No passado, essa especie era conhecida como Chromobacterium typhiflavum, grupo Ve-1 
dos CDC, Pseudomonas luteola. Pseudomonas polytricha e Chryseomonas luteola . 472 Sua posigao taxonomica foi 
estabelecida em 1997, quando a especie foi colocada no genero Pseudomonas . 32 P luteola e movel e tem flagelos 
polares multitriquios, e oxidase-negativa e cresce nos meios de agar-sangue e MacConkey, formando colonias 
pigmentadas amarelas, que geralmente sao enrugadas e ficam aderidas ao agar (Prancha 7.3 B). A Tabela 7.12 
descreve as caracteristicas bioquimicas que diferenciam a P. luteola das outras pseudomonas pigmentadas amarelas. 
Essa bacteria raramente e isolada nos laboratories clinicos e pode ser recuperada de varios especimes clinicos, 
inclusive amostras de feridas, cervice, urina e faringe. 368 P. luteola e isolada comumente com outros microrganismos 
e nao parece ser clinicamente significativa. Em um estudo, apenas 14 cepas de P. luteola foram isoladas de 565 
especimes clinicos com bacilos nao fermentadores ao longo de um periodo maior que 2 anos. 829 Os relatos de 
infecgoes graves causadas por P. luteola incluem bacteriemia, 80,89,188,238,314,337,808,809,874,878,883,1167 endocardite, 153,799 
meningite, 188,587 ulceras de perna, 1083 osteomielite, 874 abscesso cerebral 356 e peritonite. 226,346,874,1039 

Pseudomonas oryzihabitans. No passado, essa bacteria era conhecida como Chromobacterium typhiflavum. 
Pseudomonas oryzihabitans, grupo Ve-2 dos CDC e Flavimonas oryzihabitans . 472 Sua posigao taxonomica foi 
resolvida em 1997, quando a especie foi colocada de volta no genero Pseudomonas. ' 2 P. oryzihabitans tem 
caracteristicas semelhantes as de Chryseomonas luteola, porque esse ultimo microrganismo tambem e movel e 
oxidase-negativo e forma colonias pigmentadas amarelas no meio de agar-sangue. Como P. luteola, as culturas de P. 
oryzihabitans formam colonias enrugadas ou asperas. Esse microrganismo pode ser diferenciado de P luteola com 
base nas reagoes negativas para hidrolise de esculina e ONPG (ortonitrofenil-fi-D-galactopiranosidio) e pela 
singularidade de ter um unico flagelo polar. A Tabela 7.12 descreve outras caracteristicas diferenciais. P. 
oryzihabitans foi isolada de varios especimes clinicos, inclusive feridas, escarro, orelha, olho, urina, liquido 
peritoneal, equipamento de tratamento inalatorio e sangue. 95,337,370,572,624,641,642,855,874,1082 Mais recentemente, as 
infecgdes causadas por essa bacteria foram relacionadas com o uso de um cateter intravascular em um paciente 
imunossuprimido. 671,698,918,11,3 Em nosso laboratorio clinico, esse microrganismo foi isolado de escarro, urina, 
secregoes prostaticas, pele e sangue. P. oryzihabitans tambem parece ser um patogeno emergente de peritonite 
associada a dialise peritoneal ambulatorial continua, hoje com varios casos publicados na 
literatura. 24,87,318,319,633,824,994 Outros fatores predisponentes as infecgoes por P. oryzihabitans sao cateteres 
intravasculares de longa permanencia, enxertos artificiais, uso de drogas intravenosas, traumatismo craniano grave 
com necessidade de intervengao cirurgica e transplante de medula ossea. 174 

Farmlia Sphingomonadaceae 586 

Genero Sphingomonas. O genero Sphingomonas foi descrito por Yabuuchi etal. em 1990 1200 e foi corrigido por 
Takeuchi et al. em 1993. 1053 Os microrganismos desse genero sao bacilos gram-positivos, que nao formam esporos e, 
quando moveis, possuem um unico flagelo polar. As colonias sao amarelas, as celulas sao obrigatoriamente aerobias 
e produzem catalase. As bacterias desse genero sao onipresentes no solo, na agua e nos sedimentos. As cepas 
isoladas destes ambientes sao conhecidas como decompositores de compostos aromaticos e, por isso, podem ser 


usados na biorremediagao ambiental. 60 Hoje em dia, esta claro que os membros do genero Sphingomonas podem ser 
divididos em quatro grupos filogeneticos, cada qual representando um genero diferente. Por essa razao, alem do 
genero Sphingomonas, tres generos novos (Sphingobium, Novosphingobium e Sphingopvxis) foram criados para 
acomodar esses quatro grupos filogeneticos. 1 "" 2 Apos a acomodagao desses grupos, ao menos 90 especies fazem 
parte do genero Sphingomonas, das quais apenas S. paucimobilis (reconhecida como especie tlpica) e a S. 
parapaucimobilis parecem ser clinicamente importantes. 


Tabela 7.12 Caracteristicas-chave das pseudomonas pigmentadas amarelas. 



Pseudomonas 

Sphingomonas 

"Agrobacterium" 

Balneatrix 

Massilia 

Grupos dos CDC 

Teste 

P. luteola a 

P. 

oryzihabitans a 

S. 

paucimobilis a 

S. 

parapaucimobiiis b 

Grupo amarelo" 

B. aipica d 

M. 

timonae e 

0-1 c 

0-2 c 

Oxidase 

- 

- 

+ (94) 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (77) 

+ 

Motilidade 

+ 

+ 

+ (92) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V (20) 

Crescimento no 

+ 

+ 

-(10) 

- 

V (50) 

- 

+ 

V (40) 

-(10) 

agar 

MacConkey 

OF de glicose 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

Wk 

Wk 

V (84) 

OF de xilose 

A 

A 

A 

A 

A 

Dl 

A 

- 

- 

OF de maltose 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

- 
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OF de manitol 

A 

A 

- 

% 

- 

A 

- 

- 

- 

Indol 

- 

- 

** 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Esculina 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

V (64) 

ONPG 

+ 

- 

+ 

+ 

V (30) 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

DNase 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

Dl 

Citrato 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

H 2 S em acetato de 

V (12) 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

+ 

+ 

chumbo 

3-Cetolactonato 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Lipase 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Polimixina B 

S 

S 

S (89) 

V 

Dl 

S 

S 

Dl 

Dl 

Pigmento 

Amarelo 

desbotado 

Amarelo 

desbotado 

Amarelo vivo 

Amarelo vivo 

Amarelo 

Amarelo 

Corde 

palha 

Amarelo 

Amarelo 

Flagelos 

Multitriguio 

Polar unico 

Polar linico 

Polar unico 

Polar unico 

Polar unico 

Polar 

unico 

1 a 2 

polares 

1 a 2 

polares 


a Dados baseados na referenda 367. 

'’Dados baseados nas references 586 e 1200. 
"Dados baseados nas referencias 1047 e 1172. 
"Dados baseados na referencia 255. 

"Dados baseados na referencia 645. 




+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11a 89% das cepas sao positivas; S 
= sensivel; A = reagao acida; Dl = dados indisponiveis. O numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que 
produzem reagao positiva. 

Sphingomonas paucimobilis. Este microrganismo, antes conhecido como Pseudomonas paucimobilis e grupo 
Ilk-1 dos CDC, e a especie encontrada mais comumente nos especimes clinicos humanos. Essa bacteria e um bacilo 
gram-negativo movel com flagelo polar. Entretanto, poucas celulas mostram motilidade ativa no caldo de cultura e, 
por esta razao, e dificil demonstrar esta caracteristica. A motilidade ocorre em temperaturas entre 18° e 22°C, mas 
nao a 37°C. 814 A reagao de oxidase e fracamente positiva ou negativa. As colonias cultivadas no agar-sangue 
apresentam pigmentos amarelos, tern crescimento lento e apenas colonias pequenas podem ser detectadas depois de 
24 horas em incubagao. O crescimento ocorre a 37°C, mas nao a 42°C, com temperatura ideal de crescimento de 
3(PC/ 14 As cepas isoladas sao fortemente positivas para hidrolise de esculina e formam uma zona de inibigao do 
crescimento ao redor de um disco com vancomicina (30 mg) colocado sobre a BAP (Schreckenberger R, observagao 
pessoal). A Tabela 7.12 relaciona outras caracteristicas bioquimicas dessa bacteria. S. paucimobilis foi isolada de 
varios especimes clinicos, inclusive sangue, LCR, urina, feridas, vagina e cervice, assim como do ambiente 
hospitalar. 460,890,1051 Tambem existem casos descritos de bacteriemia e peritonite adquiridas na comunidade por 
pacientes em dialise peritoneal ambulatorial cronica. 4 Pesquisadores publicaram alguns casos de infecgoes 
nosocomiais causadas por S. paucimobilis por contaminagao das solugoes de hemodialise, 144 contaminagao de um 
sistema hidrico de um hospital, 840 contaminagao durante o processamento in vitro da medula ossea para transplante 014 
e sepse associada ao cateter. 266,489,9464,4 Tambem ha relato de um caso de bacteriemia causada por S. paucimobilis, 
que foi associada ao choque septico de um paciente queimado. 144 Toh etal. revisaram os fatores de risco associados 
a infecgao por S. paucimobilis e observaram que infecgoes adquiridas na comunidade, diabetes melito e alcoolismo 
eram fatores de risco significativos para bacteriemia." 1 4 Bayram et all revisaram as manifestagoes clinicas das 
infecgoes por S. paucimobilis nas criangas. A maioria das cepas e sensivel a tetraciclina, cloranfenicol, 
sulfametoxazol-trimetoprima e aminoglicosidios; sua sensibilidade aos outros antibioticos, inclusive 
fluoroquinolonas, e variavel. 324,489,890 

As caracteristicas das celulas e das colonias de S. parapaucimobilis sao semelhantes as de S. paucimobilis. A 
primeira pode ser diferenciada da segunda pelo escurecimento do filtro com acetato de chumbo suspenso sobre o 
agar de KIA, por sua capacidade de crescer e alcalinizar o meio com citrato de Simmons e pela reagao negativa a 
DNase (desoxirribonuclease) extracelular. 1200 isolados clinicos foram obtidos do escarro, da urina e de especimes 
vaginais. 1200 

Farmlia Oceanospirillaceae 
Genero Balneatrix 

Balneatrix alpica. Balneatrix e um genero novo, que inclui uma unica especie - B. alpica. 255 Essa bacteria foi 
isolada primeiramente em 1987, durante um surto de pneumonia e meningite entre pessoas que frequentavam um spa 
de fontes hidrotermais (37°C) no sul da Franga. 154,255,492 Houve trinta e cinco casos de pneumonia e dois de 
meningite. Oito pacientes tiveram bacterias isoladas do sangue, LCR e escarro; uma cepa tambem foi isolada da 
agua. Essa bacteria estritamente aerobia foi descrita como um bacilo gram-negativo retilineo ou curvo e movel com 
um unico flagelo polar, que cresce em uma faixa estendida de temperaturas (20° a 46°C). As colonias medem 2 a 3 
mm de diametro e sao convexas e lisas. Os centres das colonias sao amarelo-claros no agar-chocolate e nos agares de 
soja tripticase, mas nao no agar MacConkey. B. alpica e oxidase-positiva e nao fermentadora, mas oxida glicose, 
manose, frutose, maltose, sorbitol, manitol, glicerol e inositol. Alem disso, produz indol e o nitrato e reduzido a 
nitrito. A reagao de hidrolise da gelatina e fraca e produz lecitinase. Os seguintes substratos nao sao utilizados: 
arginina, lisina, ornitina, urease, esculina, acetamida, amido e ONPG (Tabela 7.12). 154,255 Ha relatos de que B. alpica 
seja sensivel a penicilina G e a todos os outros antibioticos betalactamicos, assim como aos aminoglicosidios, 
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, sulfonamidas, trimetoprima, ofloxacina e acido nalidixico, contudo seja 
resistente a clindamicina e a vancomicina. 154 

Farmlia Oxalobacteraceae 

Genero Massilia. O genero Massilia consiste em 25 especies isoladas principalmente do esgoto, da lama e do solo. 
As especies dos generos Massilia e Naxibacter geralmente sao agrupadas com base nas comparagoes das sequencias 


dos genes do rRNA 16S. Por isso, Kampfer el al. sugeriram a transference de todas as especies do genero 
Naxibacter para o genero Massilia , 534 

Massilia timonae. M. timonae e a especie mais comumente relatada como causa de infecgao humana. Essa 
bacteria e um bacilo gram-negativo ativamente movel (com flagelos laterais ou um unico flagelo polar) e 
estritamente aerobio. A descrigao original publicada por La Scola el a/. 608 se refere a cepa tipica como oxidase- 
negativa e arginina-di-hidrolase positiva. Lindquist el al., 645 contudo, relataram que a cepa tipica e tambem quatro 
outras isoladas de seres humanos eram oxidase-positivas e arginino-negativas. As colonias sao amarelo-claro e 
nitidamente viscosas nos meios de agar e tendem a formar peliculas na superficie dos meios liquidos. 608 A oxidagao 
de alguns carboidratos produz acido. Lindquist el al. relataram que, quando foram cultivadas em meio de OP sem 
acrescimo de carboidrato, as cepas produziam reagao nitidamente alcalina. Por isso, uma reagao neutra no tubo com 
carboidrato era interpretada como reagao positiva fraca para formagao de acidos. 645 A Tabela 7.12 descreve outras 
reagdes bioquimicas. As cepas dessa bacteria foram isoladas de uma ferida cirargica, de LCR, do femur de um 
paciente de 29 anos com osteomielite, da biopsia de um linfonodo cervical de um paciente com linfadenopatia e do 
sangue de tres outros pacientes. 608,645 ’ 1000,1097 M. timonae e sensivel a maioria dos antibioticos, mas ha relatos de 
resistencia a ampicilina, amoxicilina-clavulanato, cefuroxima, cefalotina e aztreonam. 608,1000 ’ 1097 

Massilia oculi. Esse microrganismo foi descrito em 2012 como especie nova isolada do olho de um paciente com 
endoftalmite. 535 De acordo com algumas descrigoes, essa bacteria forma colonias beges, transparentes e brilhantes 
com bordas continuas depois de 24 horas de incubagao em agar-sangue e agar nutriente. A M. oculi faz metabolismo 
oxidativo e e positiva para hidrolise de esculina, mas negativa para redugao de nitrato, urease e oxidase.'' 3 " 

Massilia haematophilus. M. haematophilus (antes conhecida como Naxibacter haematophilus ) foi descrita como 
um bacilo gram-negativo e oxidase-positivo imovel capaz de realizar metabolismo oxidativo. As colonias sao bege, 
translucidas e brilhantes com bordas continuas e produzem reagdes negativas com esculina e ONPG. 533 A cepa tipica 
foi isolada do sangue de um homem sueco de 23 anos com varios problemas de saude. M. haematophilus tambem foi 
isolada de uma vertebra cervical de um paciente israelense, que tinha osteomielite vertebral. A identificagao foi 
confirmada pelo sequenciamento do rRNA 16S (Orna Schwartz, comunicagao pessoal). 

Especies inominadas 

Grupos 0-1 e 0-2 dos CDC. Os grupos 0-1 e 0-2 dos CDC sao bacilos gram-negativos fenotipicamente 
semelhantes, moveis e geralmente oxidase-negativos. Esses dois grupos produzem pigmento amarelo e sao muito 
semelhantes ao grupo amarelo de Agrobacterium e as especies de Sphingomonas (Tabela 7.12). Esses 
microrganismos crescem pouco ou nada no agar MacConkey, geralmente hidrolisam esculina, mas sao inativos sob 
outros aspectos. As celulas sao moveis, embora seja dificil demonstrar sua motilidade. Na coloragao de Gram, o 
grupo 0-1 aparece como bacilos gram-negativos uniformemente curtos, enquanto o grupo 0-2 e representado por 
bacilos ligeiramente polimorficos, sendo que alguns se mostram finos na parte central com extremidades mais 
grossas. Essas bacterias foram isoladas de varios especimes clinicos. Ha relato de um paciente com pneumonia 
associada a uma bacteria do grupo 0-1, que foi complicada por fistula broncopulmonar e bacteriemia. 872 

Agrobacterium do grupo amarelo. Os microrganismos desse grupo sao representados por bacilos gram- 
negativos delgados, com comprimento medio ou longo, que produzem um pigmento amarelo insoluvel e sao muito 
semelhantes a Sphingomonas paucimobilis e as bacterias dos grupos 0-1 e 0-2 dos CDC. O crescimento no agar 
MacConkey e variavel, a motilidade e produzida por um unico flagelo polar e as reagdes de oxidase e catalase sao 
positivas; essas bacterias nao oxidam glicose, xilose, lactose, sacarose e maltose, mas sim manitol. As reagdes aos 
carboidratos podem ser fracas ou tardias. 1 2 A reagao positiva ao 3-cetolactonato e as reagdes negativas a lipase e 
DNase diferenciam esse microrganismo da S. paucimobilis (Tabela 7.12). Os membros desse grupo foram isolados 
do sangue e do liquido peritoneal. 166,1047 ' 1172 

Grupo dos bacilos curvos 
Farmlia Caulobacteraceae 

Genero Caulobacter. O genero Caulobacter e composto por bacterias dimorficas portadoras de prostecas 
(brotamentos, pedunculos) e, por ocasiao em que este livro era escrito, incluia 16 especies. A reprodugao das 
especies de Caulobacter resulta na separagao de duas celulas, que sao morfologicamente diferentes uma da outra. 


Uma celula e imovel, sessil em virtude do material adesivo e apresenta prostecas, ou seja, tem ao menos um 
apendice cilindrico alongado (conhecido como prosteca). A outra celula e flagelada e contem um flagelo polar, por 
meio do qual se movimenta. 4 As especies de Caulobacter sao gram-negativas e parecem nitidamente encurvadas, 
embora possam ser retilfneas em algumas cepas e tenham formato fusiforme. As celulas geralmente estao dispostas 
em rosetas tlpicas, nas quais os pedlculos originam-se de um ponto ou uma regiao comum e as celulas encontram-se 
dispostas simetricamente ao seu redor. As rosetas sao especialmente numerosas e grandes nas preparagoes obtidas 
das colonias cultivadas em agar. 124 No laboratorio, a formagao das rosetas comumente e detectavel nas preparagoes a 
fresco. 29 Na fotografia incluida no artigo publicado por Justesen et al., ha uma imagem da formagao de rosetas em 
uma preparagao a fresco. 529 Esse microrganismo cresce bem na maioria dos meios de cultura comuns em 
temperaturas entre 15° e 35°C, embora a faixa ideal seja de 20° a 25°C para a maioria das cepas isoladas. 4 As 
colonias sao circulares, convexas e brilhantes e podem ser incolores ou amarelas a medida que envelhecem. 555 De 
acordo com alguns estudos, esse microrganismo apresenta testes de oxidase e catalase positives.' 2 ' Em geral, a 
identificagao fenotipica e realizada por meio dos testes de utilizagao de fontes de carbono. 355 Em um estudo, a 
identificagao bioquimica por meio dos sistemas API® ID 32 GN e Vitek® 2 (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) 
resultou em identificagoes incorretas como Brevundimonas vesicularis (probabilidade de 90,6%) e Sphingomonas 
paucimobilis (probabilidade de 97,24%), respectivamente. 529 As especies de Caulobacter sao onipresentes na agua e 
foram isoladas da agua de tomeira e tambem de garrafas de agua potavel vendidas no comercio; aguas de rios, canais 
e lagoas; e esgoto (lama ativada durante o tratamento secundario). 4-124-676 Existem tres relatos de Caulobacter como 
causa de infeegoes humanas. Bridger et a/. 129 descreveram um paciente pediatrico com meningite causada por 
Caulobacter depois de um procedimento neurocirurgico. Justesen et al: 29 descreveram um homem de 64 anos, que 
desenvolveu peritonite causada por Caulobacter enquanto fazia dialise peritoneal intermitente para tratar 
insuficiencia renal cronica. Drancourt et al. realizaram o sequenciamento do rRNA 16S das cepas isoladas 
clinicamente, que nao puderam ser identificadas pelos meios fenotipicos convencionais e encontraram uma cepa de 
Caulobacter intermedius, embora nao tenham fornecido detalhes quanto ao significado clinico desta bacteria. Os 
laboratories sao instruidos a suspeitar de Caulobacter quando bacterias em forma crescente com formagao de rosetas 
forem encontradas ao exame microscopico. A identificagao final poderia ser confirmada pelo sequenciamento do 
gene do rRNA 16S. 

Farmlia Oxalobacteraceae 

Genero Herbaspirillum. Esse genero consiste em bacterias espiraladas diminutas isoladas de plantas herbaceas 
que produzem sementes. As especies de Herbaspirillum sao bacilos gram-negativos, geralmente curvos e algumas 
vezes helicoidais. Cada celula mede 0,6 a 0,7 mm de largura e 1,5 a 5,0 mm de comprimento e tem um a tres ou mais 
flagelos em um ou nos dois polos. 59 Por meio da hibridizagao molecular, demonstrou-se que um grupo de isolados 
clinicos antes descritos como EF-1 faz parte do genero Herbaspirillum e agora e designado como Herbaspirillum 
especie 3. 59 Esses microrganismos sao oxidase-positivos e urease-positivos; a reagao a catalase e fraca ou variavel. A 
Tabela 7.13 descreve outras reagoes. As cepas da descrigao original foram isoladas das vias respiratorias, fezes, 
urina, orelha, olhos e feridas, mas seu significado clinico nao foi relatado. 59 Posteriormente, algumas cepas foram 
isoladas clinicamente do escarro de pacientes com FC. ’ Foram isoladas tambem do sangue de um paciente com 
FC e infeegao respiratoria cronica (ha 3 anos), 1021 de dois pacientes com leucemia 177-1215 e de um paciente com 
celulite e bacteriemia, que tinha mergulhado em um canal de agua doce na regiao central da Florida. 1056 As especies 
de Herbaspirillum tambem foram encontradas nas paredes arteriais dos aneurismas aorticos. 7 " 4 Nao existem 
informagoes quanto a sensibilidade aos antibioticos. 

Farmlia Neisseriaceae 
Genero Laribacter 

Laribacter hongkongensis. Com base na afiliagao filogenetica, essa bacteria faz parte da familia Neisseriaceae e 
e um bacilo anaerobio facultativo, que nao forma esporos e nao e fermentador. Na coloragao de Gram, essa bacteria 
aparece como bacilos gram-negativos espiralados ou em formato de gaivota (Prancha 7.5 D). L. hongkongensis 
cresce bem no agar-sangue de carneiro e forma colonias cinzentas nao hemoliticas com 1 mm de diametro depois da 
incubagao por 24 horas a 37°C em atmosfera ambiente. No agar MacConkey, as colonias sao pequenas e lactose- 
negativas, mas adquirem um aspecto de centaurea azul, semelhante as colonias de Acinetobacter (Schreckenberger 
P., observagao pessoal; Prancha 7.5 E). A maioria das cepas e movel e tem flagelos bipolares. Todas as cepas 


produzem reagoes positivas a oxidase, catalase, urease e arginina-di-hidrolase; estes microrganismos reduzem 
nitrato, mas nao fermentam, oxidam ou assimilam quaisquer carboidratos (Tabela 7.13). 1185,1212 L. hongkongensis foi 
descrito inicialmente em Hong Kong e isolado do sangue e do liquido de empiema de um paciente de 54 anos com 
cirrose 1212 e das fezes de pacientes com diarreia adquirida na eomunidade. 611,1185,118,1 Pesquisas descreveram dois 
outros pacientes com bacteriemia por L. hongkongensis (inclusive um caso fatal) na Coreia ' 4 e em Hong Kong. 11184 
Essa bacteria foi isolada dos reservatorios de agua potavel de Hong Kong 6111 e de ate 60% dos intestinos de peixes de 
agua doce (famllia das carpas) consumidos comumente. 11,61,118(1 Woo et al. descreveram uma associagao entre L. 
hongkongensis e diarreia adquirida na eomunidade, ingestao de peixe e viagem; 1186 contudo, a fungao etiologica 
desta bacteria nao foi conflrmada. 322 Mais tarde, o isolamento da L. hongkongensis das fezes foi relatado em paises 
da Asia (China e Japao), Europa (Suiga), Africa (Tunisia) e America Central (Cuba), sugerindo que esta bacteria 
tenha distribuigao mundial. 710,118(1 Recentemente, Beilfuss et al. relataram o primeiro isolamento da L. hongkongensis 
das fezes de um paciente que nao tinha viajado para fora dos EUA. 83 Raja e Ghosh publicaram uma revisao sobre as 
caracteristicas microbiologicas e a patogenicidade do L. hongkongensis . 875 


Tabela 7.13 Grupo das pseudomonas curvas. 
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a Dados baseados na referenda 1185. 

'’Dados baseados na referencia 248. 
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+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; A 
= reagao acida; Dl = dados indisponiveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao 
positiva. 

O isolamento de Laribacter das fezes requer o uso de meios seletivos. L. hongkongensis cresce pouco ou nada 
em todos os meios de agar-sangue para Campylobacter (CAMPY BAP ) e no agar Hektoen 8 (Schreckenberger P., 
observapao pessoal). Outros autores relataram o isolamento de L. hongkongensis das fezes utilizando agar CCDA 
(Carvao, Cefoperazona e Desoxicolato) em condigdes de microaerofilia 61141 ou agar MacConkey com cefoperazona 



em atmosfera ambiente. 327,611 Tambem ha crescimento no agar MacConkey em ambiente de microaerofilia ou 
anaerobio e a temperatura entre 25° e 42°C, mas nao a 4°, 44° ou 50°C. Tambem nao ha promopao do crescimento 
com C0 2 a 5%. 1212 A impossibilidade de identificar L. hongkongensis nas fezes humanas provavelmente se deve a 
uma combinapao de microrganismos que nao sao pesquisados, ou ao erro de identificapao com base nos metodos 
fenotipicos. Os sistemas de identificaqao disponiveis no mercado nao incluem L. hongkongensis em seus bancos de 
dados e as cepas detectadas por esses sistemas fornecem ID de baixa probabilidade ou sao confundidas com 
Acinetobacter Iwo/fU. ' " ' L. hongkongensis pode ser identificado corretamente por meio da tecnica de MALDI-TOF 
MS utilizando Bruker lR Biotyper 3.1 e a biblioteca de referencia do programa v3.1.2.0 (Bruker Daltonik, Billerica, 

83,1057,1084 

L. hongkongensis geralmente e resistente aos antibioticos betalactamicos, inclusive penicilinas e cefalosporinas 
de espectro amplo, mas e sensivel aos carbapenemicos, amoxicilina-clavulanato, quinolonas e 
aminoglicosidios. 609,611,1185,1186,1212 Lau et al. demonstraram que todas as cepas isoladas de L. hongkongensis tinham 
uma betalactamase AmpC codificada por cromossomo, que eles denominaram de LHK-5 (gene, WaLHK-5). 609 O 
tratamento antibiotico geralmente nao e necessario para os pacientes com gastrenterite causada por L. 
hongkongensis ; contudo, nos casos de infecqao grave, recomenda-se a realizapao dos testes de sensibilidade para 
cada cepa isolada. 

Grupo 0-3 dos CDC 

As bacterias do grupo 0-3 dos CDC sao bacilos gram-negativos oxidase-positivos moveis. Esses microrganismos 
crescem pouco ou nada no agar MacConkey, geralmente hidrolisam esculina, oxidam OF de glicose e OF de xilose, 
mas sao inativas sob outros aspectos (Tabela 7.13). Ao contrario dos grupos 0-1 e 0-2, essas bacterias nao produzem 
pigmento amarelo. Com a coloragao de Gram, as bacterias do grupo 0-3 sao evidenciadas como bacilos finos, 
moderada ou ligeiramente curvos com extremidades afiladas (semelhantes a foices), que algumas vezes formam 
rosetas. 248,1172 A maioria das cepas isoladas desse grupo cresce bem nas placas com CAMP CVA (agar para 
Campylobacter com cefoperazona, vancomicina e anfotericina B) e, por esta razao, estas bacterias podem ser 
confundidas com Campylobacter , 248 Foram isolados de varios especimes cllnicos. De acordo com alguns estudos, 
essas bacterias eram sensiveis aos aminoglicosidios, sulfametoxazol-trimetoprima e imipenem, mas eram resistentes 
a maioria dos betalactamicos e tinham sensibilidade variavel ao cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacino e 
amoxicilina-clavulanato. 248 

Pseudomonas halofi'licas e/ou positivas para sulfeto de hidrogenio 
Farmlia Shewanellaceae 

Genero Shewanella. Em 1985, MacDonell e Colwell propuseram o genero novo Shewanella, que era composto 
de tres especies: S. putrefaciens (anteriormente denominadas Pseudomonasputrefaciens, Alteromonasputrefaciens e 
grupo lb dos CDC), S. hanedai e S. benthica , 673 Atualmente, existem no minimo 62 especies incluidas no genero 
Shewanella, das quais a maioria esta associada aos habitats marinhos e aquaticos; contudo, a especie tipica - S. 
putrefaciens - foi isolada de especimes cllnicos humanos. Os CDC reconhecem dois biotipos de S. putrefaciens com 
base na necessidade de NaCl para crescer, na oxidaqao de sacarose e maltose e na capacidade de crescer no agar de 
Salmonella-Shigella (SS). 1172 Owen et a/. 810 demonstraram que os microrganismos identificados como S. 
putrefaciens abrangem no minimo quatro grupos genomicos nitidamente diferentes (I-IV). Com base nas propostas 
taxonomicas de Nozue et al. 190 e de Simidu et al., 955 as cepas que fazem parte do grupo genomico IV de Owen (o 
mesmo que biotipo 2 dos CDC) devem ser identificadas como S. alga (nome corrigido para S. algae). 1081 Khashe e 
Jan da" 60 relataram que S. algae era a cepa clinica mais comumente isolada (77%) dos seres humanos, enquanto S. 
putrefaciens (biotipo 1 dos CDC) representava a maioria (89%) das cepas isoladas de outras fontes nao humanas. S. 
algae requer NaCl para crescer, enquanto S. putrefaciens, nao (Tabela 7.14). As cepas de S. putrefaciens e S. algae 
sao oxidase-positivas e moveis com flagelos polares. Essas bacterias podem ser diferenciadas facilmente porque sao 
os unicos microrganismos nao fermentadores que produzem sulfeto de hidrogenio no KIA e no agar de TSI. Todas as 
cepas sao positivas para ornitina-descarboxilase, nitrato-redutase e DNase. As colonias produzem pigmento laranja- 
acastanhado no agar-sangue. Embora nao sejam isoladas comumente das amostras clinicas, S. putrefaciens e S. algae 
foram associadas a ulceras cutaneas, 35 ’ 182,264,271,292,812,1208 infecqdes oticas, 366,474,1150 infecgoes oculares, 140 artrite e 
osteomielite, 634,864 bacteriemia, 130,292,500,701,812,955,1113 endocardite infecciosa 283 e peritonite dos pacientes em dialise 


peritoneal ambulatorial continual - Algumas das infecgoes alegadamente causadas por S. putrefaciens 
provavelmente eram causadas por S. algae. 2 * 2 ' 114 ' Vignier et al. 1136 publicaram uma revisao sobre infecgoes humanas 
causadas por S. putrefaciens e S. algae. Em geral, Shewanellae sao sensiveis a maioria dos antibioticos eficazes 
contra bacilos gram-negativos, exceto penicilina e cefalotina. 3241146 Estudos recentes demonstraram que as medias de 
CIM de S. algae a penicilina, ampicilina e tetraciclina eram mais altas que as correspondentes de S. 
putrefaciens. 560 ' 1142 Veja uma revisao da epidemiologia, do espectro clinico e da identificagao das especies de 
Shewanella no estudo publicado por Janda e Abbott. 504 


Tabela 7.14 Pseudomonas halofilicas e/ou positivas para sulfeto de hidrogenio. 
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< 

Alishewanella c 

Halomonas c 

CDC" 


5. putrefaciens 

5. algae 

A. fetalis 

H. venusta 

Grupo 1 de nao 






fermentadores 

Teste 





halofilicos 

Oxidase 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Motilidade 

+ p.1-2 

+ p.1-2 

- 

+ pe 

+ pe 

Crescimento em MacConkey 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Crescimento em NaCl a 6,5% 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

H 2 S (fundo do TSI) 

+ (93) 

+ (100) 

- 

NA 

- 

Crescimento a 42°C 

- 

+ 

+ 

NA 

V (17) 

OF de glicose 

Fr. 

- 

- 

+ 

V (83) 

OF de maltose 

- 

- 

- 

+ 

V (67) 

OF de lactose 

- 

- 

- 

- 

- 

OF de manltol 

- 

- 

- 

V (80) 

V (67) 

Redu0odeNO 3 

V (80) 

+ 

+ 

+ 

V (33) 

N0 3 emgas 

- 

- 

Dl 

Dl 

- 

Ornitina 

+ 

+ 

Dl 

- 

- 

Hidrolise de esculina 

- 

- 

+ 

+ 

- 

Hidrolise de gelatina 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

DNase 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

a Dados baseados nas referencias 367, 560 e 1172. 

'’Dados baseados na referenda 1144. 

"Dados baseados na referenda 1147. 

"Dados nao publicados dos CDC. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
= reagao acida; Fr. = reagao acida fraca; S = sensivel; R = resistencia; Dl = dados indisponiveis; p = flagelos polares; pe 
flagelos peritriquios. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 


Familia Alteromonadaceae | Grupo halofi'lico 
Genero Alishewanella 

Alishewanella fetalis. A. fetalis e um bacilo gram-negativo halofilico, que cresce em temperaturas entre 25° e 
42°C, embora com crescimento preferencial a 37°C. O NaCl e necessario ao crescimento dessas bacterias. Elas 




podem resistir as concentrates de ate 8%, mas nao crescem com NaCl a 10% e isto ajuda a diferenciar essa especie 
de S. algae, que pode crescer com NaCl nesta concentragao. 144 Alem disso, ao contrario de S. algae, A. fetalis tern 
reagao positiva para hidrolise de esculina. Essa bacteria e oxidase-positiva, catalase-positiva e assacarolitica. Ela nao 
produz H 2 S no fundo do KIA e do agar de TSI. A Tabela 7.14 descreve outras reagoes. Essa bacteria foi isolada na 
necropsia de um feto humano; contudo, sua relagao com infecgoes clinicas nao esta definida." 44 

Familia Halomonadaceae 

Genero Halomonas. As especies de Halomonas sao microrganismos halofilicos e alcalifilicos e fazem parte da 
familia Halomonadaceae que, nos casos tipicos, sao isolados de ambientes hipersalinos. Halomonas venusta foi 
descrita originalmente como Alcaligenes venustus, 11 mas depois foi transferida para o genero novo Deleya (Deleya 
venusta) por Baumann et al.' Em 1996, Dobson e Franzmann propos a combinagao do genero Deleya com um 
genero defmido mais amplamente como Halomonas. 2 * 1 von Graevenitz et al. foram os primeiros a relatar uma 
infecgao humana causada por H. venusta em uma ferida originada de uma mordida de peixe. 1147 Os autores relataram 
que esse microrganismo cresceu nas BAP e em agar MacConkey e formava colonias mucoides incolores. As reagoes 
eram positivas ao nitrato, a ureia e a esculina. A Tabela 7.14 relaciona outras reagoes bioquimicas dessas bacterias. 
De acordo com um estudo, H. venusta era sensivel a maioria dos antibioticos. 1147 

O grupo 1 de nao fermentadores halofilicos dos CDC consiste em seis cepas fenotipicamente semelhantes 
recebidas por esse orgao entre 1971 e 1988, que eram semelhantes a H. venusta, com excegao da hidrolise de 
esculina e da composigao de acidos graxos celulares. Cinco dessas cepas foram isoladas de hemoculturas e a sexta de 
cultura da secregao de uma ferida do quadril (CDC, dados nao publicados). Stevens et al. relataram tres especies 
novas de Halomonas, que causaram bacteriemia em dois pacientes em dialise renal em um centro de nefrologia. Um 
estudo subsequente das maquinas de hemodialise resultou no isolamento de tres especies novas de Halomonas 
originadas do bicarbonato contaminado usado para preparar o liquido de dialise. 1030 

Grupo pigmentado rosa 

Os bacilos gram-negativos nao fermentadores que produzem pigmento rosa e estao associados as infecgoes humanas 
incluem Methylobacterium spp., Roseomonas spp., Azospirillum brasilense e Asaia borgorensis. Essas bacterias tern 
crescimento lento e impdem muitos desafios diagnosticos ao laboratorio de microbiologia, inclusive cultura, 
isolamento e identificagao das especies. Hogue et al. publicaram uma revisao sobre o espectro patologico, a 
taxonomia e a identificagao laboratorial do grupo pigmentado rosa de BNF. 447 

Familia Methylobacteriaceae 

Genero Methylobacterium. As especies de Methylobacterium sao bacterias gram-negativas com pigmentagao 
rosa, que mostram capacidade de utilizar metano facultativamente. 399 Hoje em dia, existem 51 especies de 
Methylobacterium reconhecidas e outras biovariantes inominadas foram identificadas com base no tipo de 
assimilagao de carbono, tipo eletroforetico e grupamentos de homologia do DNA-DNA. 354,399 - 400 ' 1090 M. 
mesophilicum, antes classificado como Pseudomonas mesophilica e Vibrio extorquens, e a especie mais comumente 
isolada dos especimes clinicos humanos. De acordo com alguns estudos, as cepas isoladas sao oxidase-positivas e 
moveis; contudo, a reagao de oxidase pode ser fraca e a motilidade pode ser dificil de ser demonstrada. Em nossa 
experiencia, todas as cepas isoladas pareciam imoveis. Outras reagoes fundamentals incluem testes positivos para 
catalase, urease e amilase (Tabela 7.15). Outras caracteristicas diferenciais podem ser encontradas no estudo de 
Urakami et al. 1090 As cepas isoladas tinham crescimento lento nos meios comuns, mas o crescimento mais 
significativo ocorreu no agar Sabouraud, no agar carvao-extrato de levedura tamponado, ou no agar Middlebrook® 7 
Hll. 368 O crescimento ocorre preferencialmente entre 25° e 30°C. As colonias sao secas e tern coloragao rosea ou 
coral sob luz incandescente (Prancha 7.3 E). Com o exame sob lampada ultravioleta, as colonias parecem escuras em 
razao da absorgao da luz UV. Embora sejam classificadas como bacilos gram-negativos, essas especies geralmente 
nao se coram bem, ou podem apresentar resultados variados na coloragao pelo Gram. Cada celula bacteriana contem 
vacuolos grandes que nao sao corados e conferem a esse microrganismo um aspecto microscopico singular 1009 
(Prancha 7.3 F). Estudos demonstraram que M. mesophilicum causou ulceras cutaneas cronicas, 603 infecgao de 
cateteres centrais, 949 bacteriemia em pacientes imunossuprimidos , 134 ’ 369 ’ 372 ’ 547 ’ 1009 sinovite 654 e peritonite em um 
paciente em dialise peritoneal ambulatorial continua. 934 Tambem foram descritas cepas isoladas de lavados 
bronquicos 331 e da cornea de um paciente em tratamento com corticosteroides. 310 Pesquisadores descreveram um 


paciente com meningite causada pelo M. mesophilicum: Tambem ha relatos de infecgoes sanguineas causadas por 
M. radiotolerans, M. thiocyanatum, M. aminovorans, M. lusitanum e M. zatmanii. 419 ’ 599 A agua de torneira foi 
implicada como possi'vel mecanismo de transmissao das metilobacterias no ambiente hospitalar, porque existem 
indicios de que estas bacterias sejam resistentes a cloragao. 442 902 Veja mais informagoes sobre o assunto nas revisoes 
de Kaye, 547 Sanders, 94 " Truant 10MI e Kovaleva. 588 

Tabela 7.15 Caracteristicas principals das pseudomonas pigmentadas rosa. 


Teste 

Methylobacterium spp. a 

Roseomonas spp.° 

Azospirillum brasilense a 

(Roseomonas faunae) 

Asaia spp. 6 

Oxidase 

+‘ 

V 

+ 

- 

Motilidade 

+ 

V 

+ 

+ 

Crescimento em MacConkey 

V (15) 

+ 

+ 

V (13) 

OF de frutose 

V (50) 

+ 

- 

+ 

OF de glicose 

V (40) 

c 

V (20) 

+ 

OF de xilose 

V (89) 

V 

V (80) 

+ 

OF de manitol 

- 

V 

- 

+ 

OF de metanol 

+ 

- 

- 

- 

Redu<;ao de N0 3 

V (25) 

V 

+ 

- 

Hidrolise de amido 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

Ureia 

+ 

+ 

+ 

- 

Coloniasficam escuras 

quandosaoexpostasa 

luz UV com 

comprimento de onda 

longo 

+ 




Morfologia das colonias 

Secas, cor coral 

Mucoides, rosa 

Mucoides, rosa 

Branco roseo-amarelado, 

brilhantes, lisas 

Morfologia a coloragao pelo 

Gram 

Bacilos vacuolados 

Bacilos cocoides 

Cocobacilos e bacilos 

Bacilos 


a Dados baseados nas referencias, 367, 447, 1172. 

'’Dados baseados nas referencias 252 e 1202. 
c Com excegao de algumas cepas de R. gilardii. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
Dl = dados indisponiveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 

Fami'lia Acetobacteraceae 

Generos Roseomonas e Azospirillum. Roseomonas sao bacterias pigmentadas rosa que, genotipica e 
fenotipicamente se assemelham as especies de Methylobacterium, embora possam ser diferenciadas dessas ultimas 
por sua incapacidade de oxidar metanol, assimilar acetamida e pela perda de absorgao de luz UV em comprimento de 
onda longo.""'’ Os membros desse genero sao bacilos nao fermentadores, cocoides roligos, gram-negativos, que se 
coram fracamente. Sao encontrados em pares ou cadeias curtas, principalmente como cocos, e algumas vezes se 
apresentam como bacilos (Prancha 7.3 G). Essas bacterias crescem em agar-sangue de carneiro a 5%, agar-chocolate, 



meio tamponado com agar, carvao e extrato de levedura (BCYE; do ingles, buffered charcoal yeast extract), agar 
Sabouraud e, quase sempre (91%), tambem no agar MacConkey. O crescimento ocorre a 25, 35 e geralmente a 42°C. 
O crescimento e evidenciado por colonias puntiformes, rosa-claro, brilhantes, elevadas, continuas e geralmente 
mucoides depois de 2 a 3 dias de incubapao a 35°C (Prancha 7.3 H). Nossa equipe observou que Roseomonas 
crescem bem no agar Sabouraud, formando colonias mucoides (algumas vezes “fluidas”) rosa-claro. As colonias nao 
parecem negras quando sao examinadas sob luz UV e isso ajuda a diferenciar Roseomonas de Methylobacterium, 
que sao negras quando examinadas dessa forma. 906 

Todas as cepas tem reapao de oxidase positiva fraca (em geral, depois de 30 segundos) ou sao oxidase-negativas, 
catalase-positivas e urease-positivas (Tabela 7.15). 

O genero Roseomonas foi descrito inicialmente em 1993 para incluir tres especies nomeadas - R. gilardii 
(genomoespecie 1), R. cervical is (genomoespecie 2) e R. fauriae (genomoespecie 3) - e outras tres genoespecie 
inominadas (genoespecie 4, 5 e 6).' 906 Han et al. 420 sequenciaram o rRNA 16S de todas as seis genoespecie de 
Roseomonas e demonstraram que as genoespecie 1, 2, 4 e 5 eram taxons validos, mas que as genoespecie 3 e 6 nao, 
sugerindo que essas especies pertenceriam ao genero Azospirillum. Han et al. tambem propuseram uma nova especie 
- Rosemonas mucosa - e uma nova subespecie - R. gilardii subespecie rosea (de forma a diferencia-la da R. gilardii 
subespecie gilardii). 420 Em seguida, a genoespecie 3 de Roseomonas (denominada R. fauriae) foi identificada como 
um sinonimo mais tardio do Azospirillum brasilense e, por esta razao, o nome mais antigo para essa especie tem 
preferencia taxonomica. 433,1060 Na epoca em que este livro era escrito, o genero Roseomonas tinha 21 especies 
nomeadas e 17 especies do genero Azospirillum. 

As especies de Roseomonas foram descritas em varios relatos de casos isolados de infecpoes associadas a 
cateteres, 11 ’ 64 ’ 260 ’ 699 - 731,903 ’ 985 ’ 1040 osteomielite vertebral, 768 endoftalmite pos-operatoria 178 e abscesso epidural 
vertebral. 694 Tambem existem relatos de peritonite causada por R. gilardii , 950 R. fauriae (hoje conhecida como A. 
brasilense ) 96 e R. mucosa 127 nos pacientes em dialise peritoneal ambulatorial continua. Nos estudos com varios 
casos, cerca de 60% das cepas foram isoladas do sangue; cerca de 20% de feridas, exsudatos e abscessos; e cerca de 
10% de especimes geniturinarias. 260,636,1037 Wang et al. revisaram as caracteristicas clinicas das infecpoes causadas 
por especies de Roseomonas e a sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas. 1156 

Genero Asaia. Asaia sao bacterias ambientais gram-negativas estritamente aerobias, que fazem parte do grupo das 
BAA e estao incluidas na familia Acetobacteraceae. Atualmente, esse genero abrange oito especies. De acordo com 
alguns estudos, os habitats naturais das especies de Asaia sao flores de orquideas, plumbago e arroz glutinoso 
fermentado - todos originarios dos climas tropicais quentes, principalmente na Indonesia e na Tailandia. 1202 Asaia 
borgorensis foi descrita como causa de peritonite de um paciente em dialise peritoneal automatizada." 11 " Daneshvar 
et al. identificaram 14 cepas isoladas de uma especie nova de Asaia, das quais tres foram isoladas de um surto 
associado a dialise. 252 Em um hospital frances, pesquisadores isolaram uma especie de Asaia do escarro de um 
menino de 2 anos com FC utilizando o meio seletivo para Burkholderia cepacia . 10 A. borgorensis foi isolada de dois 
episodios independentes de bacteriemia em pacientes com historia de uso abusivo de drogas intravenosas. 1087,1088 
Outra especie - A. lannensis - foi identificada como causa de bacteriemia de duas crianpas com miocardiopatia 
dilatada idiopatica aguardando transplante cardiaco 527 e em uma crianpa com cancer e transplante de medula ossea. 2 
Especies de Asaia tambem foram isoladas de dois episodios independentes envolvendo agua engarrafada 
aromatizada com frutas, que foram deterioradas em consequencia da proliferapao bacteriana excessiva. 590,745 As 
cepas isoladas e caracterizadas nos CDC sao bacilos moveis, oxidase-negativos, que produzem pigmento rosa e 
conseguem metabolizar OF de glicose, xilose e manitol (Daneshvar MI, comunicapao pessoal). A Tabela 7.15 
descreve outras caracteristicas dessas bacterias. Com a tecnica de difusao em disco, Moore demonstrou que Asaia 
spp. eram resistentes a ceftazidima, meropenem, imipenem, trimetoprima, amicacina, vancomicina, aztreonam, 
penicilina e ampicilina. 745 A cepa de A. borgorensis descrita por Snyder et a/. 1010 era sensivel aos aminoglicosidios 
(amicacina, tobramicina e gentamicina) e resistente a ceftazidima e ao meropenem com base na tecnica de difusao 
em disco. 

Especies inominadas 

Alguns microrganismos que apresentam caracteristicas de pseudomonas ainda nao receberam nomes oficiais. Essas 
bacterias estao descritas a seguir. 


Pseudomonas-like grupo 2. Esses microrganismos constituem um grupo de bacterias Pseudomonas- like ainda 
nao classificadas, que no passado estavam incluidas no grupo IVd dos CDC. As cepas sao oxidase-positivas e 
moveis. As colonias que se formam em agar-sangue tern consistencia pegajosa e sao dificeis de remover. 368 Outras 
caracteristicas que permitem identificar esse grupo sao: crescimento em agar MacConkey; oxidagao de glicose, 
xilose, manitol e lactose; hidrolise de ureia; e reagoes negativas ao indol, nitrato, hidrolise de esculina e oxidagao de 
sacarose e maltose. 268 As cepas isoladas sao semelhantes a B. gladioli, mas nao oxidam dulcitol ou inositol. 11 ' 2 A 
maioria das cepas (66%) e resistente a colistina. 367 As cepas clinicas isoladas de seres humanos foram recuperadas 
das vias respiratorias, sangue, liquido cefalorraquidiano, fezes, urina e liquido de dialise. 368 ’ 391 ’ 567 ' 579 

Grupo 1c dos CDC. O grupo lc dos CDC e um microrganismo gram-negativo Pseudomonas-like na coloragao 
pelo Gram, que se evidencia por um bacilo delgado de comprimento variado. E movel e tem um ou dois flagelos 
polares, cresce no agar MacConkey e oxida glicose e maltose, mas nao xilose, manitol, lactose ou sacarose. Essa 
bacteria reduz nitrato a nitrito sem produgao de gas e e arginina-di-hidrolase positiva, mas e negativa para lisina e 
ornitina-descarboxilase, hidrolise de esculina e hidrolise de gelatina. As reagoes de urease e citrato sao variaveis. O 
microrganismo cresce bem a 25°, 35°C e, em geral, a 42°C. 1172 A Tabela 7.3 descreve outras reagoes. A maioria das 
cepas foi isolada de especimes humanos, inclusive urina, escarro, sangue, lavados bronquicos, feridas, bile e outros 
locais. 1172 Nao existem relatos de que possa causar infecgoes humanas e tambem nao ha informagoes quanto a 
sensibilidade aos antimicrobianos. 

Grupo WO-1 dos CDC. Essa e a designagao atribuida a um grupo de bacilos gram-negativos oxidativos fracos 
(WO; do ingles, weakly oxidative) isolados principalmente de especimes clinicos. Essas bacterias oxidam manitol e 
glicose, geralmente com reagoes fracas e algumas vezes tardias (3 a 7 dias) e reduzem nitrato. A maioria das cepas e 
movel e tem um ou dois flagelos polares; contudo, a motilidade geralmente e detectada tardiamente no meio de 
motilidade, ou e demonstrada apenas na preparagao a fresco. Em geral, as cepas sao oxidase e catalase-positivas. 
Algumas cepas produzem pigmento soluvel (amarelo, castanho, ambar, verde-oliva ou marrom). Outras 
caracteristicas diferenciadoras podem ser encontradas no artigo publicado por Hollis et al. 452 As cepas do grupo WO- 
1 que oxidam xilose e sao citrato-positivas provavelmente sao Acidovorax delafieldii, enquanto as cepas xilose- 
negativas e citrato-negativas quase certamente sao Acidovorax temperans , 1172 As cepas caracterizadas nos CDC 
foram isoladas de sangue (33%), LCR (10%), urina, pulmao, feridas e algumas fontes ambientais. 452 

OFBA-1. OFBA-1 e um bacilo gram-negativo movel, de comprimento medio a longo, que apresenta um ou dois 
flagelos polares e tem a propriedade incomum de produzir acido no meio basico de OF sem carboidrato; dai provem 
o acronimo “OFBA”, que significa “OF Acidobasica”. Bioquimicamente, esse microrganismo e muito semelhante a 
P aeruginosa porque apresenta P-hemolise, crescimento a 42°C, presenga de arginina-di-hidrolase, redugao de 
nitrato em gas e utilizagao da maioria dos carboidratos. 1149,1172 Ao contrario de P. aeruginosa, ele nao produz 
piocianina e pioverdina e nao hidrolisa acetamida. As cepas foram isoladas do sangue, ulcera de perna, ferida 
abdominal, lavado bronquico e infecgao do tunel (infecgao relacionada a cateter) em um paciente em dialise 
peritoneal ambulatorial continua. 1149,1172 

Microrganismos moveis com flagelos peritriquios 
Farmlia Alcaligenaceae 

Essa farmlia inclui generos clinicamente relevantes, como Achromobacter, Advenella, Alcaligenes, Bordetella, 
Kerstersia e Oligella. 212 ’’ 2 ’ 54 Os membros da farmlia Alcaligenaceae sao bacilos gram-negativos, que geralmente sao 
oxidase-positivos, crescem no agar MacConkey e sao moveis com flagelos peritriquios. As Tabelas 7.16 e 7.17 
descrevem as caracteristicas bioquimicas que diferenciam os membros dessa farmlia, assim como outros bacilos nao 
fermentadores que apresentam caracteristicas bioquimicas semelhantes. 

Genero Alcaligenes. A taxonomia do genero Alcaligenes esta intimamente entrelagada a taxonomia do genero 
Achromobacter e, hoje em dia, varias especies de Alcaligenes estao reclassificadas como especies de Achromobacter. 

Alcaligenes faecalis. A. faecalis e a especie do genero Alcaligenes mais comumente isolada em laboratorio 
clinico. Os membros dessa especie produzem reagoes alcalinas fortes em todos os meios com carboidratos. A 
maioria das cepas produz colonias caracteristicas com borda irregular, fma e dispersiva (Prancha 7.4 A). Algumas 


cepas (antes conhecida como “A. odorans ”) produzem um odor tipico de frutas (algumas vezes descrito como odor 
de maqas verdes) e causam coloraqao esverdeada no meio de agar-sangue. Uma caracteristica bioquimica 
fundamental dessa especie e sua capacidade de reduzir nitrito, mas nao nitrato. A.faecalis e encontrado no solo e na 
agua e foi isolado de diversos especimes cllnicos. Essa bacteria raramente causa otite aguda, infecqdes urinarias e 
bacteriemia. 8 ’ 1 " 2 A maioria das infecqoes e oportunista e adquirida de objetos umidos, inclusive nebulizadores, 
respiradores e liquidos de lavagem. A. faecalis e encontrado comumente em culturas mistas, principalmente nos 
especimes de ulceras diabeticas em extremidades inferiores e nos pes e e dificil definir seu significado clinico. 

Genero Achromobacter. O genero Achromobacter foi descrito em 1981 por Yabuuchi e Yano 1199 e, 
originalmente, incluia uma unica especie - Achromobacter xvlosoxidans. Com base em estudos taxonomicos, 
Yabuuchi et a/. 1196 transferiram as especies Alcaligenes ruhlandii e Alcaligenes piechaudii para o genero 
Achromobacter e propuseram a transference do Alcaligenes denitrificans para o genero Achromobacter como 
Achromobacter xylosoxidans subesp. denitrificans, desse modo, automaticamente uma segunda subespecie 
{Achromobacter xylosoxidans subesp. xylosoxidans ) foi criada. Contudo, a reclassificaqao de Alcaligenes 
denitrificans como subespecie de Achromobacter xylosoxidans contradisse um estudo anterior, que demonstrou que 
os dois taxons eram especies diferentes. 1105 Por isso, Coenye etal. sugeriram que Alcaligenes denitrificans deva ser 
reclassificado como Achromobacter denitrificans , 217 Neste livro, esses microrganismos sao tratados como especies 
diferentes e as denominamos de Achromobacter xylosoxidans e Achromobacter denitrificans, respectivamente. No 
tocante a identificaqao, as especies de Achromobacter podem ser divididas em especies assacaroliticas e sacaroliticas 
com base em sua capacidade de metabolizar OF de glicose (Tabelas 7.16 e 7.17). A sensibilidade in vitro das 
especies de Achromobacter e a comparaqao dos metodos de difusao em disco, Etest® e diluiqao de agar foram 
descritas por Almuzara et alf 

Especies de Achromobacter assacaroliticas. A. piechaudii foi descrito primeiramente em 1986. Esse 
microrganismo pode ser diferenciado de Alcaligenes e de outras especies de Achromobacter assacaroliticas por sua 
capacidade de reduzir nitrato, mas nao nitrito, bem como de crescer em cloreto de sodio a 6,5% (Tabela 7.16). 
Embora existam relatos de que essa especie foi isolada principalmente de especimes clinicos humanos, existem raros 
relatos sugestivos de um possivel papel patogenico para essa especie. Um paciente diabetico desenvolveu otite 
purulenta cronica associada a esse microrganismo,' " um homem idoso imunossuprimido apresentou bacteriemias 
recidivantes associadas ao uso de um cateter intravenoso' 4 " e um paciente com historia de cancer, mas sem 
imunossupressao confirmada, desenvolveu bacteriemia causada por essa bacteria. 589 

As cepas de A. denitrificans sao encontradas predominantemente no solo, mas podem algumas vezes ser isoladas 
de especies clinicos humanos. Existem relatos de isolamento de tubos de coleta de sangue, sangue, orelha, LCR e 
urina. 1146 Entre as infecqoes graves atribuidas a A. denitrificans estao pneumonia adquirida na comunidade, 54 
peritonite relacionada com dialise peritoneal 147 e um paciente com abscesso renal e fistula nefrocutanea. 974 Um 
microrganismo bioquimicamente semelhante a A. denitrificans - conhecido como Alcaligenes-like grupo 1 - foi 
isolado de sangue, abscesso cerebral, urina, lavado bronquico, articulaqao do joelho e agua, sugerindo que possa ter 
mais chances de causar infecqdes humanas. Esse microrganismo pode ser diferenciado do A. denitrificans por sua 
composiqao de acidos graxos, impossibilidade de crescer em agar SS, incapacidade de alcalinizar tartarato e 
acetamida e reaqao de urease positiva (Tabela 7.16). 1172 

Recentemente, Coenye et alf descreveram duas especies novas de Achromobacter assacaroliticas - A. insolitus 
e A. spanius. Essas duas especies sao encontradas raramente nos especimes clinicos humanos. Ambas sao oxidase- 
positivas e catalase-positivas e reduzem nitrato sem produzir gas. Essas duas bacterias sao assacaroliticas e, 
bioquimicamente, e dificil diferencia-las uma da outra e das outras especies de Achromobacter assacaroliticas e 
tambem de Alcaligenes faecalis . 218 

Recentemente, Vandamme et al. nomearam quatro novas especies assacaroliticas de Achromobacter, que 
representam diferentes genogrupos de MLST. As especies novas sao A. mucicolens (genogrupo 4), A. animicus 
(genogrupo 6), A. spiritinus (genogrupo 10) e A. pulmonis (genogrupo 11). Todas foram isoladas do escarro humano, 
algumas de pacientes com FC. 1111 

Especies de Achromobacter sacaroliticas. A. xylosoxidans e facilmente diferenciado dos membros do genero 
Alcaligenes e das especies de Achromobacter assacaroliticas por sua capacidade de acidificar glicose e xilose por OF 
(dai o nome de sua especie). Esse microrganismo foi isolado de diversos tipos de especimes, mais comumente 
sangue, 8,304,384 ' 1163 mas tambem LCR, lavados bronquicos, urina, pus e feridas. 497 ’ 1145,1146 A xylosoxidans pode ser um 


patogeno oportunista que, segundo alguns relatos, causa in fee goes nosocomiais como pneumonia, bacteriemia e 
meningite nos pacientes com outras doengas coexistentes. 749,898 ' 1018 Alguns pesquisadores relataram que A. 
xvlosoxidans coloniza as vias respiratorias de criangas intubadas e pacientes com FC e que a colonizagao destes 
ultimos pacientes esta associada a exacerbagao dos sintomas pulmonares. 505,942 Outros estudos tambem 
demonstraram que o A. xvlosoxidans e a especie de Achromobacter isolada predominantemente de pacientes com FC 
em todo o mundo. 25 ’ 68,263 ’ 882,1023 

Tabela 7.16 Caracteristicas-chave das especies de Alcaligenes, Achromobacter assacaroliticas, 
Advenella, Kerstersia, Bordetella e outras semelhantes. 3 
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a A menos que seja referido de outra forma, os dados estao baseados na refer§ncia 367. 

'■Porcentagem de positividade baseada na referenda 1172. 

£ Como tamtam ocorre com o A denitrificans. pode ser diferenciada por sua incapacidade de crescer no agar SS. 

‘’Dados baseados na referenda 224. 

®Dados baseados na referenda 217. 

Dados baseados na referenda 1105. 

®Dados baseados na referencia 210. 

'Dados baseados na referenda 571. 

’Schreckenberger R, comunicagao pessoal. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; ++ = reagao positiva forte (4 h); pe = flagelos peritrfquios; p = flagelos polares; Dl = dados indisponfveis. Os 
numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 


Tabela 7.17 Caracteristicas-chave das especies de Ochrobactrum, Rhizobium, Agrobacterium, 
Pannonibacter e Achromobacter sacaroliticas. 3 
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a A menos que seja referido em contrario, os dados estao baseados na referenda 367. 

b Alguns autores sugeriram que a resist&ncia h colistina seja usada para diferenciar entre o 0. intermedium (resisterrte) e o 0. anthropi( sensfvel). 1132 
Dados baseados na refer§ncia 1047. 

Dados baseados na refer&ncia 1149. 

"MoveI a temperatura ambiente, imdvel a 37°C. ,0>? 

Dados baseados na refer§ncia 464. 

Dados baseados na referenda 1172. 

Duando e testada com 48 de incubagao, a redugao do nitrito pode ser observada apenas nos meios que content nitrito em concentragao < 0,01 %. 

Holmes relatou que a redugao do nitrito 6 negativa no Achromobacter grupo E. 1M 

+= 90% das cepas ou mais sao positivas; -=90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; pe = flagelos peritriquios; p = flagelos polares; L = flagelos laterals; Dl = dados indisponftreis; PAD = fenilalanina- 
desaminase. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 


A. ruhlandii foi descrito originalmente como um comensal do solo e nao parecia ser patogenico para os seres 
humanos. 553 Entretanto, em um estudo realizado por Spilker et al. sobre a distribuigao das especies de 
Achromobacter entre os pacientes com FC, os autores demonstraram que essa especie era a segunda mais 
comumente isolada depois de A. xylosoxidans, representando 23,5% dos isolados. 1023 Um clone excepcionalmente 
resistente de A. ruhlandii, conhecido como cepa epidemica dinamarquesa (DES; do ingles, Danish epidemic strain ), 
espalhou-se entre pacientes dinamarqueses com FC em 2006 e nao pode ser bloqueado, apesar das medidas rigorosas 
de controle de infecgoes. 904,905 Em muitos casos, as especies de Achromobacter isoladas dos pacientes com FC sao 
identificadas erroneamente com base nas reagoes bioquimicas. 904,905 O sequenciamento do rRNA 16S tambem nao 
consegue diferenciar as especies de Achromobacter , S52 > 1022 Papalia relatou que a identificagao de A. ruhlandii pode 
ser realizada pelo sequenciamento de um unico gene OXA (gene bla oxa . 258 ). 825 

Recentemente, pesquisadores nomearam quatro especies sacaroliticas novas de Achromobacter, representando 
diferentes genogrupos de MLST. As especies novas sao A. insuavis (genogrupo 2), A. aegrifaciens (genogrupo 5), A. 
anxifer (genogrupo 7) e A. dolens (genogrupo 14). Todas foram isoladas do escarro humano de pacientes com ou 
sem FC. 1112 

Genero Advenella. O genero Advenella esta na familia Alcaligenaceae e inclui quatro especies: A. faeciporci, A. 
incenata, A. kashmirensis e A. mimigardefordensis, que sao encontradas principalmente no solo, na lama e no 
composto organico. Apenas A. incenata foi isolada de varios especimes clinicos veterinarios e humanos. 224 
Advenella incenata e uma bacteria pequena (1 a 2 mm), gram-negativa cocoide ou bacilar, que ocorre isoladamente, 
em pares ou em cadeias curtas. 224 No agar nutriente, as colonias sao planas ou ligeiramente convexas com bordas 
lisas e de coloragao castanho-clara. 224 Essas bacterias sao oxidase-positivas e catalase-positivas. A motilidade e a 
oxidagao de OF de glicose variam com a cepa. Elas sempre sao negativas para amilase, lisina e omitina- 
descarboxilase, arginina-di-hidrolase, gelatinase, DNase, ONPG, hidrolise de esculina e produgao de indol (Tabela 
7.16). As cepas foram isoladas de sangue, escarro e especimes de feridas humanas. 224 

Genero Bordetella. Hoje em dia, o genero Bordetella inclui oito especies - quatro moveis com flagelos 
peritriquios (B. avium, B. bronchiseptica, B. hinzii e B. trematum [Tabela 7.16]) e quatro imoveis (B. holmesii, B. 
pertussis, B. parapertussis e B. petrii [Tabela 7.18]). As tres especies encontradas mais comumente nos seres 
humanos - B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica - nao podem ser diferenciadas genotipicamente por 
meio de analises da homologia do DNA e provavelmente sao subespecies ou cepas de uma unica especie com 










diversas adaptagoes ao hospedeiro. Entretanto, fenotipicamente, essas bacterias comportam-se de forma muito 
diferente. B. bronchiseptica e movel porque tem flagelos peritriquios e cresce rapidamente nos meios comuns, 
enquanto B. pertussis e B. parapertussis sao imoveis. B. pertussis requer meios especiais para crescer, enquanto B. 
parapertussis cresce nos agares-sangue, chocolate e MacConkey. B. pertussis e B. parapertussis sao os agentes 
etiologicos da coqueluche e estao descritas detalhadamente no Capitulo 9 sobre bacilos gram-negativos exigentes. 

Bordetella bronchiseptica. As colonias de B. bronchiseptica crescem bem no agar-sangue e no agar MacConkey, 
sao incolores e medem cerca de 1,5 mm de diametro. Com a coloragao pelo Gram, esses microrganismos aparecem 
como cocobacilos pequenos. B. bronchiseptica tem a caracteristica bioquimica diferencial de converter rapidamente 
o agar de ureia de Christensen (Prancha 7.2 A). A Tabela 7.16 descreve outras caracteristicas diferenciadoras. Essa 
bacteria e encontrada nas vias respiratorias dos mamiferos silvestres e domesticos, inclusive caes, gatos, coelhos, 
roedores, cavalos e porcos (“ bronchiseptica ” e um termo derivado da palavra grega bronchus, que significa 
“traqueia”). Ela nao e isolada comumente nos laboratories clinicos e existem apenas alguns relatos de infecgao 
humana publicados na literatura. 364 Pedersen et a/. 829 relataram o isolamento de apenas 12 cepas de B. bronchiseptica 
dentre o total de 565 bacilos nao fermentadores e, destas, todas provinham de especimes respiratorios obtidos de 
pacientes sem infecgao na ocasiao. A maioria das infecgdes sintomaticas tem ocorrido em cuidadores de animais, 
que se apresentaram com sintomas brandos semelhantes aos da coqueluche. Ghosh 364 descreveu um caso de 
septicemia fatal causada por B. bronchiseptica e broncopneumonia em um paciente alcoolico desnutrido; isto indica 
que a bacteria possa ser virulenta nas circunstancias adequadas. Woolfrey e Moody revisaram 25 casos de infecgoes 
humanas causadas por B. bronchiseptica, inclusive sinusite, traqueobronquite, pneumonia aguda, pneumonia com 
septicemia, septicemia e coqueluche. 1191 Entre os pacientes com coqueluche, e provavel que B. bronchiseptica tenha 
atuado como colonizador e nao como agente etiologico. Tambem existem relatos de que B. bronchiseptica causou 
pneumonia em pacientes com AIDS, 23 ’ 267,272 ’ 307,351 ’ 664 ’ 727,782 ’ 1189 leucemia aguda, 383 FC 1154 e traumatismo toracico, 889 
bem como depois de transplantes de medula ossea 79,194 ou coragao. 175 Existem dois relatos de bronquite causada por 
B. bronchiseptica - uma mulher idosa 841 e um paciente imunossuprimido. 723 Dois pacientes com meningite, 84,169 um 
paciente com endocardite 359 e um paciente com abscesso pancreatico e bacteriemia associada 714 causadas por B. 
bronchiseptica tambem foram relatados. Isso realga o fato de que essa bacteria pode estar associada a doenga grave. 
Garcia-de-la-Fuente et al? A9 publicaram uma revisao dos aspectos microbiologicos e clinicos das infecgoes 
respiratorias associadas a B. bronchiseptica. A maioria das cepas dessa bacteria e sensivel a maioria dos antibioticos, 
com excegao de ampicilina, cefamandol e cefoxitina. 385,593 

Bordetella ansorpii. B. ansorpii foi descrita primeiramente em 2005 e foi isolada de um cisto epidermico 
purulento, mas seu significado patogenico nao estava definido. 580 Um segundo relato foi publicado em 2007, quando 
um homem de 88 anos com leucemia apresentou hemoculturas positivas. ' 40 Esse microrganismo foi descrito como 
um bacilo gram-negativo movel, que cresce em agar-sangue e em agar MacConkey e e oxidase-negativo. Alem 
disso, B. ansorpii e assacarolitica e tem reagoes negativas para produgao de indol, urease, arginina-di-hidrolase, 
hidrolise de esculina e gelatina, ONPG, redugao de nitrato. 580 

Bordetella avium. B. avium e um patogeno das aves e causa coriza ou rinotraqueite nas aves domesticas, 
especialmente nos penis. 554 Como tambem ocorre com as especies do complexo B. bronchiseptica, B. avium 
demonstra tropismo forte pelo epitelio ciliado das vias respiratorias superiores. 

Bordetella hinzii. Antes conhecida como Alcaligenes faecalis tipo II, ou B. avium-like, Bordetella hinzii foi 
isolada das vias respiratorias dos galinaceos e dos perns em varias partes do mundo. As cepas isoladas de seres 
humanos foram obtidas do sangue 228,544 e do escarro, 347,1109 inclusive isolamentos repetidos de escarro de um paciente 
com FC. 47 B. hinzii tambem foi isolada de varios especimes biliares obtidos por mais de 6 meses de um receptor de 
transplante de figado com colangite. 45 Essa bacteria e movel e oxidase-positiva e deve ser diferenciada de outros 
microrganismos fenotipicamente semelhantes, conforme esta demonstrado na Tabela 7.16. 

Bordetella holmesii. As cepas de B. holmesii foram isoladas principalmente do sangue 
humano. 405,646,717,747,786,978,1058,1171 Shepard et al. nos CDC analisaram as historias clinicas de 30 pacientes com 
bacteriemia causada por essa bacteria, que foram enviadas a este orgao para identificagao. Dentre os 26 pacientes, 
sobre os quais havia informagdes disponiveis, 22 (85%) tinham asplenia anatomica ou funcional. B. holmesii foi o 
unico microrganismo isolado de amostras de sangue de 25 dos 26 pacientes (96%). 978 Apesar dos relatos anteriores 
indicando que B. holmesii nao causava doenga respiratoria, os pacientes podem ser infectados ou colonizados por 
esta bacteria em sua nasofaringe. Cientistas do Massachusetts State Laboratory Institute relataram o isolamento de B. 
holmesii, mas nao de B. pertussis, em 32 especimes nasofaringeos obtidos ao longo de um periodo maior que 3 anos 


de pacientes com sintomas semelhantes aos de coqueluche. 717,1207 Varios estudos demonstraram que B. holmesii pode 
produzir resultados fortemente positivos nos ensaios de PCR dirigidos contra o antigeno IS 481 de B. pertussis, deste 
modo reduzindo a confiabilidade diagnostica destes ensaios. 659,660,896 Russell el al. descreveram um paciente com 
pneumonia intersticial lobar causada por B. holmesii, que evoluiu para fibrose pulmonar. 933 Estudos demonstraram 
que essa bacteria e sensivel a amicacina, ampicilina, cefazolina, cefotaxima, ceftazidima, cloranfenicol, gentamicina, 
mezlocilina, sulfametoxazol-trimetoprima, imipenem, ciprofloxacino e piperacilina-tazobactamo.No passado, B. 
holmesii era classiflcada como grupo NO-2 dos CDC, imovel e oxidase-negativa, tornando-a fenotipicamente 
semelhante as especies de Acinetobacter e ao grupo NO-1 dos CDC (Tabela 7.18). Na segao “Microrganismos 
oxidase-negativos imoveis”, o leitor pode encontrar outras caracteristicas morfologicas e fenotipicas da B. holmesii. 

Bordetella petrii. B. petrii e um microrganismo imovel oxidase-positivo. E isolada principalmente do ambiente e 
e o unico membro do genero capaz de crescer em condigdes de anaerobiose. 1152 Mais recentemente, essa bacteria foi 
isolada de amostras clinicas relacionadas com sinusite, 767 artrite septica e osteomielite, 788 osteomielite mandibular, 341 
mastoidite 1027 e doenga pulmonar cronica, 616 assim como de especimes respiratorios e um fragmento do bago retirado 
a necropsia de um paciente com bronquiectasia e doenga pulmonar cavitaria associada a uma infecgao causada por 
micobacteria nao tuberculosa. 1215 B. petrii tambem foi descrita nos especimes respiratorios de pacientes com 

737,1020 


Tabela 7.18 Caracteristicas-chave das especies de Acinetobacter, Bordetella , grupos NO-1 e EO-5 dos 
CDC e Granulibacter bethesdensis. a 
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a A menos que seja referido em contrario, os dados estao baseados na referencia 1172. 

6 Cresce lentamente no agar-sangue e forma colonias minusculas, apresenta P-hemolise e produz um pigmento castanho 
hid rossoluvel. 1172 

c Dados baseados na referencia 249. 

‘'Dados baseados na referencia 403. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
Dl = dados indisponiveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 

Bordetella trematum. B. trematum e oxidase-negativa e movel com flagelos peritriquios. O crescimento ocorre 
em agar MacConkey e a bacteria utiliza malonato. A Tabela 7.16 descreve outras reaqdes bioquimicas de B. 




trematum. Cepas foram isoladas de infecgoes oticas e feridas dos seres humanos, mas nao de amostras 
respiratorias. 1101 Dorittke et al. 294 descreveram o isolamento de um “microrganismo B. aviumlike ” de um paciente 
com otite media cronica, razao pela qual esta cepa isolada (LMG 13506) foi depois reclassificada como B. 
trematum.""" Daxboeck et al. 259 descreveram o isolamento da B. trematum de uma ulcera do pe diabetico; contudo, 
nao havia evidencia de seu papel patogenico na infecgao do pe. Almagro-Molto et al} 2 publicaram um resumo dos 
casos de infecgao humana causada por B. trematum. 

Genero Kerstersia 

Kerstersia gyiorum. Coenye et al. descreveram um genero novo - Kerstersia gen. nov. - com uma unica especie 
denominada K. gyiorum (do grego gvion, que significa membro, como referenda ao fato de que a maioria das cepas 
foi isolada de feridas dos membros inferiores de seres humanos). 217 Essas bacterias sao celulas coco ides gram- 
negativas pequenas (1 a 2 pm de comprimento), que ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias curtas. No agar 
nutriente, as colonias sao planas ou ligeiramente convexas com bordas livres e cor variando de branco a castanho- 
claro. O crescimento ocorre a 28° e 42°C, a motilidade varia com a cepa e todas sao assacaroliticas e catalase- 
positivas, mas tern reagao negativa ou positiva lenta a oxidase. As reagoes para as descarboxilases da omitina, da 
lisina e da arginina, P-galactosidase, gelatinase, urease, DNase, redugao de nitrato em nitrito, esculina e hidrolise do 
amido sao negativas (Tabela 7.16). Com base em nossa experiencia, K. gyiorum cresce bem na BAP e tambem no 
meio MacConkey, formando colonias opacas, planas e dispersas tipicas, dando uma aparencia de “veu de Proteus” 
(Prancha 7.5 F e G). Na descrigao original, K. gyiorum foi isolada de varios especimes humanos, inclusive fezes, 
escarro e feridas da perna e do tomozelo; contudo, o significado clinico nao foi defmido. 21 Mais tarde, 
pesquisadores descreveram infecgoes graves causadas por essa bacteria, inclusive otites cronicas, 15,765,836 ferida 
cronica na perna 836 e liquido de lavagem broncoalveolar de um paciente com traqueostomia cronica. 282 Nosso 
laboratorio isolou tres cepas no Loyola University Medical Center de urina, ferida da perna e aspirado traqueal. 
Nossas cepas e as de outros tres estudos publicados foram identificadas inequivocamente por meio da tecnica 
MALDI-TOF MS utilizando o Bruker lR BioTyper ( software versao 3.1). 282,765,836 

Kerstersia similis. Outra especie - K. similis - foi descrita como uma genomoespecie bioquimicamente 
semelhante as cepas da K. gyiorum. A identificagao dessa bacteria e possivel apenas com a tipagem genetica ou a 
assimilagao de carbono utilizando o sistema Biolog® GEN III. 1101 

Genero Oligella. O genero Oligella inclui duas especies: O. urethralis (antes conhecida como Moraxella urethralis 
e grupo M-4 CDC) e O. ureolytica (antes referida como grupo IVe dos CDC). 925 Uma e oxidase-positiva e movel 
com flagelos peritriquios (O. ureolytica), enquanto a outra e oxidase-positiva e imovel, mas sera discutida aqui com 
o proposito de dar continuidade. 

Oligella ureolytica. As colonias de O. ureolytica sao detectadas inicialmente por seu crescimento lento no meio 
de agar-sangue, no qual formam colonias puntiformes depois de 24 horas e colonias grandes depois de 3 dias de 
incubagao. As colonias sao brancas, opacas, continuas e nao hemoliticas. Fenotipicamente, as cepas de O. ureolytica 
sao semelhantes as das especies de Achromobacter assacaroliticas, a Bordetella bronchiseptica e a Cupriavidus 
pauculus, porque todos sao assacaroliticos, oxidase-positivos e moveis por meio de flagelos peritriquios. Essas 
bacterias diferem das especies de Achromobacter por sua capacidade de hidrolisar rapidamente ureia no agar de ureia 
de Christensen. A Tabela 7.16 descreve outras caracteristicas diferenciadoras. A maioria das cepas foi isolada da 
urina humana, geralmente de pacientes com cateteres de longa permanencia. A bacteriemia causada pela O. 
ureolytica foi descrita em varios pacientes com diversas doengas predisponentes, inclusive um paciente com uropatia 
obstrutiva, 913 um paciente com AIDS, 689 uma crianga de 18 meses com pneumonia, 615 um recem-nascido 2 e um 
paciente com cancer. 70 Essa bacteria tende a ser sensivel a maioria dos antibioticos, embora exista relato de uma cepa 
altamente resistente, que apresentava resistencia in vitro a penicilinas, cefalosporinas, imipenem, meropenem, 
ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprima, mas era sensivel a aminoglicosidios, tetraciclina e levofloxacino. 615 

Oligella urethralis. O. urethralis e semelhante as especies de Moraxella, porque as cepas isoladas sao de 
bacterias gram-negativas cocobacilares oxidase-positivas imoveis. As colonias sao menores que as da M. osloensis e 
sao opacas a esbranquipadas. O. urethralis e M. osloensis tem outras semelhangas bioquimicas (p. ex., acumulagao 
de acido poli-(3-hidroxibutirico e incapacidade de hidrolisar ureia), mas podem ser diferenciadas com base na 
redugao do nitrito, no crescimento a 42°C e na alcalinizagao de formato, itaconato, prolina e treonina (todas reagoes 
positivas com O. urethralis e negativas com M. osloensis)}"" A analise dos acidos graxos da parede celular tambem 


pode ser usada para diferenciar essas duas especies. 11,2 A Tabela 7.21 descreve algumas caracteristicas bioquimicas, 
que ajudam a diferenciar essas duas bacterias. Como o nome indica, O. urethralis e isolada mais comumente de 
especimes uretrais e e considerada uma bacteria comensal do trato geniturinario; contudo, em casos raros, ela pode 
causar sepse urinaria.* 71 Existe um relato de artrite infecciosa causada por O. urethralis em um paciente, cuja 
apresentagao clinica inicial era semelhante a artrite gonococica. 2 * 

Familia Rhodobacteraceae 

Genero Pannonibacter e grupos Achromobacter A a F. Holmes el al. separaram as acromobacterias em seis 
grupos (A a F) com base nos seus padroes geneticos. 4 Os grupos Achromobacter A, C e D constituem uma unica 
especie e foram considerados identicos a Ochrobactrum anthropi (descrito mais adiante neste capitulo). 465 Os grupos 
Achromobacter B e E constituem os biotipos de um unico genero e especie 455,456,459 que, de acordo com Holmes et 
al., era comprovadamente identico a um taxon descrito antes ( Pannonibacter phragmitetus). 11 2 Entretanto, o 
Achromobacter grupo F e geneticamente diferente dos grupos B e E e, hoje em dia, ainda e inominado. 455,456 Os 
testes bioquimicos uteis a separagao dos grupos Achromobacter A a F de outras bacterias fenotipicamente 
semelhantes foram descritos por Holmes et al. 4M P. phragmitetus pode ser diferenciado de O. anthropi por suas 
propriedades de ter reagoes positivas de ONPG e esculina e nao conseguir produzir acido a partir do adonitol e 
dulcitol. 459 Achromobacter gmpo F e semelhante a O. anthropi, com excegao de que nao produz gas a partir do 
nitrito e nao pode crescer em agar MacConkey (Tabela 7.17). P phragmitetus biovar B foi isolado do sangue de 
pacientes com septicemia 455,458,512 e de um paciente com endocardite a partir de proteses valvares. 2 As cepas de P 
phragmitetus biovariantes E e F tambem foram isoladas do sangue. 455,456 

Farmlia Rhizobiaceae 

O unico membro clinicamente importante da familia Rhizobiaceae faz parte do genero Rhizobium. Entretanto, os 
membros desse genero sao fenotipicamente semelhantes as especies de Achromobacter sacaroliticas e a 
Ochrobactrum anthropi, dos quais devem ser diferenciados. A Tabela 7.17 descreve as caracteristicas que ajudam a 
diferenciar essas bacterias. 

Genero Rhizobium (antes conhecido como Agrobacterium). O genero antigo Agrobacterium incluia varias 
especies de patogenos das plantas, que se distribuem amplamente nos solos do planeta. 552 Em razao de muitos 
estudos comparativos, foram reconhecidas quatro especies de Agrobacterium diferentes: Agrobacterium radiobacter 
(antes conhecido como A. tumefaciens e grupo Vd-3 dos CDC), Agrobacterium rhizogenes (depois transferida para o 
genero Sphingomonas com o nome S. rosa ), 1054 Agrobacterium vitis m e Agrobacterium rubi. 952 A diferenciagao das 
especies fenotipicamente indistinguiveis A. tumefaciens e A. radiobacter estava baseada na existencia de um 
plasmidio indutor de tumores nas plantas - presente na primeira e ausente na segunda. Estudos geneticos 
demonstraram que as duas especies eram a mesma e sugeriram a rejeigao do nome A. tumefaciens e a adogao do 
nomeri. radiobacter como especie tipica do genero Agrobacterium. " 1 Young et a/. 121 " 1211 propuseram uma ementa 
descritiva do genero Rhizobium de forma a incluir todas as especies de Agrobacterium. Depois dessa proposta, as 
combinagoes novas sao Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi e R. vitis. 121 " Farrand et al. publicaram 
evidencias baseadas em comparagoes classicas e moleculares, reforgando a conclusao de que as Agrobacteria 
biovariantes 1 e 3 sejam suficientemente diferentes dos membros do genero Rhizobium, de forma a justificar sua 
conservagao no genero Agrobacterium:'' 2 ' Sem duvida, o capitulo final sobre a classificagao do Agrobacterium 
radiobacter ainda nao foi escrito e esta controversia provavelmente persistira por alguns anos; entretanto, dentro das 
finalidades deste livro de texto, decidimos aceitar os argumentos propostos por Young et al. 1211 e chamamos esta 
bacteria de Rhizobium radiobacter. 

Rhizobium radiobacter. Os testes bioquimicos principals usados para diferenciar o R. radiobacter da outra 
especie diretamente relacionada ( Ochrobactrum anthropi) estao relacionados na Tabela 7.17. Entre as caracteristicas 
essenciais desse grupo de microrganismos esta a reagao rapida de urease e um teste positivo para fenilalanina- 
desaminase. As colonias do R. radiobacter crescem preferencialmente entre 25° e 28°C, mas nao crescem bem a 
35°C. No agar-sangue, as colonias sao circulares, convexas, lisas e nao pigmentadas ou bege-claro. As colonias 
podem parecer umidas e tornar-se extremamente mucoides e rosa no agar MacConkey depois da incubagao 
prolongada (Prancha 7.4 B). Em alguns casos, o R. radiobacter foi isolado de especimes clinicos, mas apenas 
raramente estava relacionado com infecgoes humanas. Em estudos sobre infecgao humana, o Rhizobium foi isolado 


mais comumente do sangue 105 ’ 142 ’ 306 ’ 309 ’ 311 ’ 336 ’ 418 ’ 687 ’860,916,1178 e> em seguida; dialisado peritoneal, 425 ’ 914 - 916 urina 21 ’ 916 e 
llquido ascitico. A maioria das in fee goes ocorreu em pacientes com cateteres transcutaneos ou proteses 
biomedicas implantadas e o tratamento eficaz geralmente requer a remogao do 
dispositivo. 105 ’ 206 ’ 309,311 ’ 336 ’ 418 ’ 860 ’ 867,916 ’ 1178 Lai et al. examinaram os prontuarios medicos de 13 pacientes com 
infeegoes por R. radiobacter ao longo de um periodo de 7 anos. Dez (76%) tinham alguma neoplasia hematologica 
ou cancer de orgaos solidos coexistente. Seis (46%) tiveram neutropenia febril durante a evolugao de sua infeegao. 
Cinquenta e quatro por cento das infeegoes foram bacteriemias associadas ao cateter e 92%, adquiridas nos 
hospitais. 6 " 1 Tambem existe o relato de dois casos de endoftalmite causada por R. radiobacter depois da cirurgia de 
extragao de cataratas. 736,769 A sensibilidade aos antibioticos e variavel e cada cepa deve ser avaliada separadamente. 
Lai et al. 6 01 relataram que todas as cepas testadas por eles foram sensiveis a cefepima, piperacilina-tazobactamo, 
carbapenemicos e ciprofloxacino. 

Farmlia Brucellaceae 
Genero Ochrobactrum 

Ochrobactrum anthropi. O. anthropi e o nome atribuido as especies de “ Achromobacter ” urease-positivas, antes 
designadas como gmpos Vd-1 e Vd-2 dos CDC e grupos Achromobacter A, C e D de Holmes et al. 464 ’ 465 Entretanto, 
estudos subsequentes demonstraram que o biogrupo C e algumas cepas que fazem parte do biogrupo A constituem 
um grupo homogeneo de hibridizagao DNA-DNA separado de O. anthropi, cujo nome de especie atribuido foi 
Ochrobactrum intermedium. 1132 Essas duas especies estao intimamente relacionadas com Brucella spp ., mas 
Ochrobactrum intermedium ocupa uma posigao filogenetica intermediaria entre O. anthropi e Brucella , 1132 As duas 
especies tem propriedades fenotipicas em comum. Ambas sao oxidase-positivas, sacaroliticas e moveis por meio de 
flagelos peritriquios. As bacterias crescem adequadamente nos meios rotineiros quando sao incubadas por 24 horas. 
As colonias medem cerca de 1 mm de diametro e parecem circulares, ligeiramente convexas, lisas, brilhantes e 
continuas. As cepas que nos examinamos cresceram facilmente no agar MacConkey e as colonias pareciam 
mucoides. Os testes essenciais que ajudam a diferenciar O. anthropi de outras bacterias semelhantes incluem sua 
capacidade de hidrolisar ureia, sua incapacidade de hidrolisar esculina e a reapao negativa do teste de ONPG. A 
Tabela 7.17 descreve outros testes uteis para diferenciar o O. anthropi das especies de Rhizobium e das especies de 
Achromobacter sacaroliticas. 

Ate hoje, todas as cepas de O. anthropi foram isoladas de especimes clinicos humanos (o termo anthropi e 
derivado do grego e significa “de um ser humano”)- As cepas foram isoladas principalmente de sangue, feridas, trato 
urogenital ou urina, vias respiratorias, orelhas, fezes, olho e LCR. 36,69 ’ 133 ’ 167 ’ 465 ’ 511 ’ 686 ' 1124 Um fato especialmente 
preocupante sao os relatos recentes de sepse relacionada a CVC causada por O. a«tWj9z. 20 ’ 198 ’ 393 ’ 415 ’ 550 ’ 573 ’ 937 ’ 1031 O 
isolamento dessa bacteria do sangue deve sugerir a possibilidade de infeegao relacionada a um CVC. Infecgdes 
oportunistas e surtos hospitalares de infeegao por O. anthropi tem sido relatados com ffequencia crescente. Ha um 
relato de um paciente que desenvolveu choque septico depois da infusao venosa periferica de uma solugao 
contaminada por essa bacteria 551 ' e outros casos de bacteriemia nosocomial em cinco receptores de transplantes de 
orgaos solidos depois da infusao de globulina antitimocitos contaminada. ’ 1 Tambem ha relatos de pacientes com 
endocardite infecciosa causada por essa bacteria. 683 ’ 919 As caracteristicas clinicas da bacteriemia causada por O. 
anthropi foram revisadas por Hagiya et al. 416 Vaidya et al. publicaram uma revisao sobre infeegao por O. anthropi 
em pacientes imunocompetentes. 1 " ' De acordo com alguns estudos, essa bacteria e sensivel a aminoglicosidios, 
carbenicilina, fluoroquinolonas, imipenem, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima, mas e resistente aos outros 
antibioticos. 101 ’ 367 ’ 550 ’ 1146 

Ochrobactrum intermedium. Atualmente, nao existem testes bioquimicos para diferenciar O. intermedium de O. 
anthropi', contudo, alguns autores sugeriram que a resistencia a colistina (polimixina E) e a polimixina B possa ser 
usada para diferenciar O. intermedium (resistente) de O. anthropi (sensivel). 1132 Pesquisadores publicaram o caso de 
um paciente com infeegao hepatica piogenica causada por O. intermedium', 141 contudo, em razao da semelhanga 
fenotipica marcante entre O. anthropi e O. intermedium, e possivel que algumas infeegoes supostamente causadas 
pelo primeiro tenham sido, na verdade, causadas por O. intermedium. 


Microrganismos oxidase-positivos imoveis 
Farmlia Flavobacteriaceae 


Vandamme et al. relataram que nenhuma das especies conhecidas de flavobacteria estavam diretamente relacionadas 
com a especie tipica F. aqua tile: por esta razao, estes autores sugeriram que as bacterias genericamente classificadas 
de forma inapropriada como F. balustinum, F. gleam, F. indologenes, F. indoltheticum, F. meningosepticum e F. 
scophthalmum fossem incluidas em um novo genero ( Chryseobacterium ) tendo como especie tipica o C. gleam , 1098 
Esses mesmos autores relataram que Flavobacterium breve representava um taxon genetico diferente e sugeriram o 
nome Empedobacter brevis para esta especie."' 1 '' Alem disso, estudos demonstraram que Flavobacterium odoratum 
representava duas especies diferentes, que foram denominadas Mvroides odoratus e Mvroides odoratiminus , 1096 Em 
2005, Kim et al. 566 propuseram a transference de C. meningosepticum e C. miricola para um genero novo - 
Elizabethkingia gen. nov. - com os nomes Elizabethkingia meningoseptica e Elizabethkingia miricola. No Boxe 
7.10, ha um esboqo da classificaqao e nomenclatura atuais dos membros clinicamente importantes da familia 
Flavobacteriaceae. 

Curiosamente, nenhuma das especies de Flavobacterium restantes e encontrada nos especimes clinicos humanos 
e nenhuma e indol-positiva - um aspecto que, no passado, era considerado sinonimo do genero Flavobacterium. As 
Tabelas 7.19 e 7.20 descrevem as caracteristicas-chave diferenciais dos membros clinicamente significativos da 
familia Flavobacteriaceae. A maioria das especies produz colonias com pigmento amarelo no agar-sangue e todas 
sao oxidase-positivas. Todas as especies sao imoveis e negativas para reduqao de nitrato e a maioria nao consegue 
crescer no agar MacConkey. A maioria das especies (com exceqao da Weeksella virosa ) e resistente as polimixinas - 
uma propriedade tambem compartilhada com o grupo pseudomallei descrito anteriormente neste capitulo. Aqui, 
apenas os membros clinicamente significativos da familia Flavobacteriaceae serao descritos com mais detalhes. O 
dilema taxonomico entre Flavobacterium e Sphingobacterium foi revisado detalhadamente em outros 
artigos. 92,981 ’ 1 ° 98,1195 


Boxe 7.10 


Descrigao dos membros clinicamente importantes da familia Flavobacteriaceae 

Genero: Flavobacterium 

Genero tipico abrangendo 121 especies isoladas dos ambientes aquaticos; nao esta associado as infecgoes humanas. 
Genero: Bergeyella 
B. zoohekm 

B. cardium 

Genero: Capnocytophaga 

C. canimorsus 
C. cynodegmi 
C. gingivalis 
C. granulosa 

C. haemolytica 
C. leadbetteri 
C. ochracea 
C. sputigena 

Genero: Chryseobacterium 

87 especies, mas apenas duas estao associadas a infecgoes humanas: 

C. gleum 
C. indologenes 
Genero: Elizabethkingia 
£. anophelis 
E. meningoseptica 
E. miricola 

Genero: Empedobacter 

E. brevis 
E. falsenii 



Genero: Myroides 

Oito especies descritas, mas apenas duas estao associadas a infec^oes humanas: 
M. odoratus 
I/I. odoratiminus 

Genero: Weeksella 

1/K virosa 


Genero Chryseobacterium. Essas especies faziam parte do genero Flavobacterium e ocorrem naturalmente no 
solo, na agua, nas plantas e nos alimentos. No ambiente hospitalar, essas bacterias sao encontradas nos sistemas de 
abastecimento de agua e nas superficies umidas. Elas sao prontamente diferenciadas dos outros bacilos nao 
fermentadores por sua capacidade de produzir indol no caldo com triptofano (Prancha 7.2 C). Em geral, a reaqao do 
indol e fraca e diflcil de demonstrar; por isso, o metodo mais sensivel de Ehrlich (descrito anteriormente neste 
capitulo) deve ser usado. C. indologenes e facilmente reconhecido pela formaqao de colonias amarelo-escuro 
(Prancha 7.4 C). Por outro lado, E. meningoseptica forma colonias com pigmento amarelo muito claro, que pode nao 
ser evidenciado ao exame inicial das colonias com 24 horas. As colonias de Empedobacter brevis tambem sao 
amarelo-claras. A produqao de pigmento pode ser ampliada com a incubaqao da cultura por mais 24 horas a 
temperatura ambiente. Em geral, as especies de Chryseobacterium crescem pouco ou nada no agar MacConkey e sao 
consideradas oxidantes de glicose, embora a maioria das cepas fermente glicose lentamente depois de incubaqao 
prolongada. Ao exame microscopico, as celulas de E. meningoseptica, C. indologenes e dos grupos lie, Ilh e Hi sao 
mais finas na regiao central do que nas partes perifericas e incluem formas fllamentosas; as celulas do grapo Ilg sao 
significativamente menores que as das outras especies. E importante enfatizar que os resultados dos testes (p. ex., 
DNase, indol, ureia e hidrolise de ami do) com esse grupo dependem das escolhas do meio, dos reagentes e do tempo 
de incuba 9 ao. M7 Chryseobacterium indologenes, C. gleum e membros do grupo lib dos CDC estao dispostos 
individualmente na Tabela 7.19. O grupo lib e geneticamente heterogeneo e inclui cepas de C. indologenes, de C. 
gleum e, provavelmente, mais duas genoespecies. Estudos adicionais de hibridizacao DNA-DNA sao necessarios 
para resolver essa questao. A separaqao fenotipica entre C. indologenes e C. gleum tern sido diflcil; contudo, a 
produqao de acido a partir da xilose e o crescimento a 41°C sao consistentemente positivos nos grupos de DNA 
classificados em torno da cepa tipica C. gleum. 1091 A Tabela 7.19 descreve outras caracteristicas, que permitem 
diferenciar os membros desse grupo de microrganismos. 


Tabela 7.19 Caracteristicas dos bacilos nao fermentadores indol-positivos. 
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a A menos que seja referido em contrario, os dados estao baseados nas referendas 367 e 1172. 
i! Porcentagem positiva baseada na referencia 367. 
c Dados baseados nas referencias 566 e 639. 
rf Dados baseados na referencia 536. 

"Porcentagem positiva baseada na referencia 1172. 

'Dados baseados na referencia 451. 
s Dados baseados nas referencias 532 e 1216. 

^Gilardi 367 relartou que e glicose-negativa, enquanto Weyant mz referiu que e glicose-positiva ou positiva tardia. 

'Gilardi 367 relatou que e gelatino-positiva, enquanto Weyant' ,?2 referiu que e gelatino-negativa. 

+ = 90% das cepasou maissaopositivas; — = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a89% das cepassaopositivas;p =flagelospolares; GV = genovariantes; S 
diferentes relatados. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 

= sensi'vel; R = resistente, Dl = i 

dados indisponfveis; D = 

: resultados 

Tabela 7.20 Caracteristicas principais dos generos Myroides e Sphingobacterium a 
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M. odoratus, M, 

S. multivorum 

5. spiritivorum 

5. talpophilum 


5. mizutaii 

Teste 



odoratiminus 











Oxidase 
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+ 



+ 

+ 
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Motilidade 
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- 



- 

- 
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Crescimento em MacConkey'’ 


V (91) 
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V (46) 

+ 
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OF deglicose 
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+ 
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OFdemanitol 
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- 
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Indol 
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- 
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- 



_C 


N0 3 em N0 2 
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- 



- 

+ 
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N0 2 em N 2 



V (46) 


Dl 



Dl 

Dl 
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Gelatina 
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- 



- 

V (86) 
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Amido 



- 


V (79) 



- 

+ 



- 


Esculina 
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+ 



+ 

+ 
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ONPG 



Dl 


+ 



+ 

+ 



+ 


DNase 



+ 





+ 

+ 
















Ureia 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Penidlina 

19% S 

R 

R 

R 

R 

Polimixina 

R 

R 

R 

R 

R 

Pigmento 

Amarelo-claro 

Amarelo-claro 

Amarelo-claro 

Amarelo-claro 

Amarelo 

’Dados baseados nas referencias 367 e 1172. 

’Crescimento em agar MacConkey baseado na referenda 1172. 

: Na camada de xileno, pode-se observar cor rosa muito fraca. 1172 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; S 
= sensivel; R = resistente; Dl = dados indisponiveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem 
reagao positiva. 

Chryseobacterium indologenes. C. indologenes (antes conhecido como F. indologenes e grupo lib dos CDC) e a 
especie mais comumente isolada dos seres humanos, embora raramente tenha significado clinico. 1146 Estudos 
identificaram essa bacteria como causa de bacteriemia em pacientes hospitalizados com doenpas coexistentes graves, 
embora a mortalidade seja relativamente baixa, mesmo entre os pacientes que receberam antibioticos sem testes de 
sensibilidade do C. indologenes . 4fU As infecpoes nosocomiais causadas por esse microrganismo foram relacionadas 
com o uso de dispositivos de longa permanencia durante a internapao hospitalar. 487,490,779,793 Existem relatos de casos 
raros de pneumonia, 487,490,779 meningite e infecpao do sistema nervoso central, 315,435,798 infecpao de feridas, 487,490 
ceratite, 670 infecpao urinaria, 5,48 ' peritonite 6 e bacteriemia. 56,317,397,484,487,490,720,793 

Chryseobacterium hominis. C. hominis e uma especie nova de Chryseobacterium proposta em 2007 para 
representar um conjunto de cepas isoladas clinicamente, que foram caracterizadas bioquimicamente como bacterias 
semelhantes aos grupos Ilh e lie dos CDC. 1121 Todas as cepas sao imoveis, oxidase-positivas e catalase-positivas. O 
crescimento ocorre a 30° e 37°C, mas a temperatura ideal e de 30°C. As bacterias nao crescem no agar MacConkey, 
no agar cetrimida ou no agar acrescido de NaCl a 3%. As colonias sao circulares e mucoides, algumas tambem sao 
pegajosas. Algumas cepas produzem pigmento amarelo-claro ou castanho. Em meios de OF de glicose e OF de 
maltose formam acidos, mas nao em OF de manitol. Todas as cepas sao positivas para produpao de indol e hidrolise 
de esculina, amido e gelatina. A produpao de acidos a partir da sacarose e a redupao de nitrato em nitrito sao 
variaveis. Todas as cepas nao crescem a 42°C e tern reapoes negativas para urease, H 2 S no agar Kligler, 
descarboxilases de ornitina e lisina, arginina-di-hidrolase, alcalinizapao do citrato de Simmons, L-fenilalanina- 
desaminase e ONPG. 1121 Na descripao inicial, as cepas foram isoladas clinicamente de sangue, liquido de dialise, 
pus, dreno infraorbitario, olho e valva aortica. Nao houve referencias quanto ao significado clinico dessas cepas 
isoladas. 1121 Um homem de 58 anos com doenpa de Parkinson, que foi atendido no setor de emergencia do Loyola 
University Chicago Medical Center com historia de nauseas e vomitos ha 2 dias, tinha bacteriemia causada por C. 
hominis. O paciente referia dor abdominal intermitente localizada na regiao epigastrica, sentia-se tonto ao ficar em 
pe ou sentado e seu nivel serico de lactato estava elevado. A revisao dos sistemas era normal sob outros aspectos. As 
hemoculturas obtidas no dia da internapao isolaram Staphylococci coagulase-negativos (provavelmente 
contaminantes) e um bacilo gram-negativo nao fermentador de glicose indol-positivo. Com a tecnica MALDI-TOF 
MS, a bacteria isolada foi identificada como C. hominis (primeira oppao) com escore de 1,695 utilizando o 
equipamento Bruker Daltonics MicroFlex® LT e o software versao 3.1. A identificapao do C. hominis foi confirmada 
pelo sequenciamento do rRNA 16S (Schreckenberger P., comunicapao pessoal). 

Genero Elizabethkingia 

Elizabethkingia meningoseptica. E. meningoseptica (antes conhecida como Flavobacterium meningosepticum e 
grupo Ha dos CDC) 566 e a especie mais comumente associada a doenpas humanas significativas. Em adultos, 
pesquisadores demonstraram que ela causa pneumonia, endocardite, infecpoes de feridas, bacteriemia pos-operatoria 
e meningite, especialmente nos pacientes com doenpas coexistentes 

graves. 50,104,190,233,342,424,443,526,617,688,801,811,908,979,1066,1168 Essa bacteria e extremamente patogenica nos bebes prematures 
e foi associada a meningite ne onatal. 190,233,358,427,462,568,677,861,908,1072 Embora a meningite neonatal ocorra raramente, e 
importante diagnosticar esta doenpa com precisao, porque podem ocorrer epidemias em berparios e a taxa de 
mortalidade relatada chegou a 55%. nA6 E. meningoseptica tem sido relatada com frequencia crescente como agente 
etiologico de infecpoes associadas aos servipos de saude. Em uma unidade de tratamento intensivo, pesquisadores 



descreveram um grapo de quatro pacientes com pneumonia associada ao respirador, que foi atribuida a con tarn inagao 
da agua do umidificador. 1 11 E. meningoseptica tambem foi relatada como causa de infecgoes dos pacientes em 
hemodialise 837 e bacteriuria associada aos serviqos de saude, principalmente pacientes idosos diabeticos. 1220 Jean et 
a/. 508 fizeram uma revisao quanto a incidencia, fatores predisponentes, manifestaqoes clinicas e medidas de 
prevenqao e controle das infecqoes causadas por E. meningoseptica. 

Elizabethkingia miricola. E. miricola e um bacilo nao fermentador imovel, que foi descrito inicialmente em 
2003 depois de ser isolada do sistema de condensaqao de agua da nave espacial russa Mir. 639 Inicialmente, essa 
bacteria recebeu o nome de Chryseobacterium miricola, mas foi reclassificada como uma especie de Elizabethkingia 
em 2005. 566 A unica cepa clinica confirmada de E. miricola foi isolada do escarro e do sangue de um homem com 
linfoma de celulas do manto, que foi submetido a um transplante de celulas-tronco e quimioterapia e precisou de 
suporte respiratorio. 398 Houve crescimento satisfatorio no agar MacConkey. As colonias sao bastante mucoides no 
meio solido e ha produqao de indol e hidrolise de ureia. A bacteria produz acidos a partir da frutose, glicose, lactose, 
maltose, manitol e trealose, mas nao a partir da arabinose, celobiose, rafmose, sacarose, salicina ou xilose. 566 E. 
miricola tem perfil bioquimico semelhante a E. meningoseptica, mas pode ser diferenciada pela reaqao de urease 
positiva (Tabela 7.19). Varios autores relataram erros de identificaqao de E. meningoseptica como E. miricola 
quando utilizaram a tecnica MALD1-TOF MS utilizando o equipamento Bmker Daltonics MicroFlex® LT com as 
versoes 3.0 e 3.1 do softM’are do aparelho. 14,724,960 

Elizabethkingia anophelis. E. anophelis e uma bacteria recem-descoberta depois de ser isolada do intestino 
intermediario do mosquito Anopheles gambiae. 536 Esse microrganismo e um bacilo gram-negativo imovel, que nao 
forma esporos. As reaqoes de oxidase e catalase sao positivas. Em agar nutriente, as colonias sao lisas, amareladas, 
transparentes e brilhantes. E. anophelis nao cresce em agar MacConkey e produzem acidos a partir da glicose, 
lactose (reaqao fraca), manitol, maltose, ramnose, sacarose, trealose e celobiose (reaqao fraca). As reaqoes de 
esculina, indol e ONPG sao positivas, enquanto os testes de urease, hidrolise de gelatina, hidrolise de amido, DNA e 
tirosina sao negativos. As reaqdes de arginina-di-hidrolase, lisina-descarboxilase, omitina-descarboxilase e utilizaqao 
de malonato sao negativas (Tabela 7.19). 536 E. anophelis foi isolada de tres pacientes com sepse, inclusive dois 
recem-nascidos com meningite e a mae de um bebe com corioamnionite.'' 12 Essa bacteria tambem foi relatada como 
causa da meningite de uma menina com 8 dias de vida, que nasceu de parto cesareo na Republica Centro-Africana. 33 ' 
Em uma unidade de tratamento intensivo de Cingapura, pesquisadores relataram um surto nosocomial. 1065 Esse surto 
envolveu cinco pacientes ventilados por traqueostomia, que tambem tinham CVC. As cepas isoladas do escarro e das 
amostras de sangue dos pacientes infectados estavam relacionadas com as cepas isoladas dos aeradores de pia para 
limpeza das maos das UTI cirurgica e cardiotoracica, nas quais os pacientes estavam internados. 1065 

E dificil escolher os antibioticos eficazes apropriados para tratar infecqoes causadas por Elizabethkingia e 
Chryseobacterium. As especies desses grupos sao intrinsecamente resistentes a muitos antimicrobianos utilizados 
comumente para tratar infecqoes causadas por bacterias gram-negativas (aminoglicosidios, antibioticos 
betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol), mas geralmente sao sensiveis aos farmacos usados para tratar infecqoes 
causadas por bacterias gram-positivas (rifampicina, clindamicina, eritromicina, esparfloxacino, sulfametoxazol- 
trimetoprima e vancomicina). 324,1017,1146 Embora os primeiros pesquisadores tenham recomendado vancomicina para 
tratar infecqdes graves atribuidas a E. meningoseptica, 421 ,861 estudos recentes demonstraram atividade in vitro mais 
ampla com minociclina, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprima e quinolonas. 104,335,1017 Um fator complicador na 
escolha do tratamento antibiotico eficaz e o fato de que parametros de CIM quanto a resistencia e sensibilidade desse 
grupo ainda nao foram estabelecidos pelo CLSI e os resultados dos testes de difusao em disco nao sao confiaveis 
para prever a sensibilidade antimicrobiana das especies de Chryseobacterium e Elizabethkingia. 3,168,335,1148 Estudos 
demonstraram que o Etest® e uma altemativa possivel ao metodo padronizado de diluiqao em agar para testar 
cefotaxima, ceftazidima, amicacina, minociclina, ofloxacino e ciprofloxacino, mas nao piperacilina. 483 O tratamento 
defmitivo das bacterias clinicamente significativas deve ser orientado pelos padroes de sensibilidade de cada 
bacteria, que deve ser avaliada por um metodo de incubaqao overnight com determinaqao da CIM. 

Genero Empedobacter. O genero Empedobacter inclui duas especies: Empedobacter brevis (antes conhecido 
como Flavobacterium breve) e Empedobacter falsenii (antes referido como Wautersiella falsenii), que contem duas 
genovariantes diferentes. 532,1098,1216,1217 Essas duas especies raramente sao isoladas de especimes clinicos humanos e 
pouco sabemos quanto a sua capacidade de causar doenqa. 


Empedobacter brevis. Janknecht el al. 505 relataram um surto de endoftalmite causada por E. brevis em uma serie 
de pacientes submetidos a cirurgia de extragao de cataratas no mesmo dia pelo mesmo cirurgiao, sugerindo que a 
fonte da infecgao possa ter sido qualquer coisa entre as lentes e o processo de esterilizagao. Essa bacteria tambem foi 
isolada de uma lesao do pe de um paciente com purpura anafilactoide 785 e do sangue de um paciente com celulite no 
joelho direito. Todas as cepas formam colonias amarelas no agar nutriente, algumas produzem colonias amarelo- 
claro ou cinza-opaco e nao sao hemolfticas no agar-sangue. 46 Todas as cepas sao imoveis e tem reagdes positivas de 
oxidase, catalase, DNase e gelatina. Produzem indol, mas e necessario usar um metodo sensivel (utilizando reagente 
de Ehrlich) para demonstrar a presenga do indol. 467 A maioria das cepas oxida glicose e maltose, mas nao manitol. A 
Tabela 7.19 descreve outras reagdes bioquimicas dessa bacteria. 

Empedobacter (Wautersiella) falsenii. As fontes de isolamento clinico das cepas de E. falsenii utilizadas na 
descrigao original da especie foram sangue, secregao otica, cavidade oral, liquido pleural, pus, secregoes 
respiratorias, feridas cirurgicas e esfregago vaginal, mas os autores nao especificaram seu significado clinico. 532 
Existe um relato de isolamento de E. falsenii da urina de um lactente com infecgao urinaria complicada. 1114 Essa 
bacteria tambem foi isolada de uma amostra respiratoria de um paciente com FC, mas seu significado clinico nao foi 
defmido. 696 E. falsenii pode ser separado em dois grupos ou genovariantes diferentes, com base na caracterizagao 
molecular e nas reagdes bioquimicas. Todas as cepas sao bacilos gram-negativos nao fermentador imoveis e crescem 
em agar-sangue, condigoes aerobias a temperaturas de 20°, 30° e 37°C. Algumas cepas formam colonias com 
pigmento amarelo depois de incubagao prolongada. Todas elas sao oxidase e catalase-positivas e formam acidos a 
partir da glicose e da maltose. 532 Todas as cepas formam indol e urease. A reagao de redugao do nitrato e negativa e a 
de redugao do nitrito e variavel. Todas as cepas da genovariante 1 hidrolisam rapidamente gelatina e esculina, mas a 
reagao do ONPG e negativa. Com excegao de uma, todas as outras cepas da genovariante 2 sao esculino-negativas, 
ONPG-positivas e tem reagao fraca de hidrolise de gelatina. 532 A Tabela 7.19 descreve os resultados de outras 
reagdes. 

Generos Weeksella e Bergeyella. O genero Weeksella proposto originalmente tinha duas especies - W. virosa 
(antes conhecida como grupo Ilf dos CDC) e W. zoohelcum (antes referida como grupo Ilj dos CDC). 470,471 
Vandamme et al. demonstraram que essas duas especies representam taxons geneticos separados e, por isso, propos a 
reclassificagao de uma delas (W. zoohelcum ) como Bergeyella zoohelcum. 1098 As duas especies sao oxidase-positivas, 
geralmente crescem em agar MacConkey, nao produzem pigmento, sao assacaroliticas e indol-positivas. Ambas 
apresentam a caracteristica singular de serem sensiveis a penicilina, o que permite sua diferenciapao facil de generos 
relacionados (Tabela 7.19). 

Weeksella virosa. W. virosa (nome derivado do termo latino para viscoso) forma colonias mucoides pegajosas, 
que sao dificeis de remover do agar. Inicialmente, observa-se que as colonias nao sao pigmentadas, mas a incubagao 
mais prolongada pode resultar na formagao de uma pigmentagao caramelo. W. virosa e urease-negativa e sensivel a 
polimixina B. Essa bacteria tem sido isolada principalmente do trato urogenital feminino, mas existe pouca evidencia 
de que ela possa desempenhar algum papel patogenico. 470,697,892,893 Existem relatos publicados de peritonite 
espontanea 108 e septicemia causadas por W. virosa . 1001 Slenker et a/. 1001 publicaram uma revisao sobre infecgoes 
causadas por essa bacteria, alem de incluir dados sobre sensibilidade antimicrobiana. 

Bergeyella zoohelcum. Uma caracteristica diferenciadora fundamental de B. zoohelcum e a produgao de reagao 
intensa de urease em agar ureia de Christensen. Essa bacteria forma colonias pegajosas, que inicialmente nao sao 
pigmentadas, mas podem formar colonias amarelas a castanhas com a incubagao prolongada. B. zoohelcum e 
sensivel a penicilina, mas resistente a polimixina B. Faz parte da microbiota nasal e oral de caes e gatos. 951 Por isso, 
nao e surpreendente que a maioria das cepas isoladas de seres humanos tenha sido originada de mordidas desses 
animais, 128,471,744,891,951,986,1172 ou de pacientes que tiveram exposigao significativa a caes ou gatos. 408,643,787 Essa 
bacteria foi descrita como causa de septicemia em pacientes idosos com infecgoes cutaneas graves 577,643,787 e, em dois 
casos, os pacientes reportaram que permitiam que seu gato dormisse entre os segmentos superiores de suas 
pemas. 57,787 B. zoohelcum tambem foi descrita como causa de pneumonia de um paciente exposto a um cao portador 
deste microrganismo 4 " 8 e de bacteriemia de outro paciente que ingeriu um alimento preparado com sangue de bode. 88 
Existe um relato de meningite atribuida a B. zoohelcum apos varias mordidas de cao. 128 

Bergeyella cardium. Recentemente, pesquisadores descreveram uma especie nova de Bergeyella (B. cardium), 
que foi identificada como agente etiologico de endocardite infecciosa de dois pacientes intemados em dois hospitais 
diferentes na Coreia. 1013 Os autores relataram que essa bacteria cresceu lentamente em agar-sangue e agar-chocolate 


a 37° e 41°C, mas nao cresceu a temperaturas de 24° e 30°C. O sequenciamento do gene do rRNA 16S das duas 
cepas demonstrou homologia de 94,9% com as sequencias da B. zoohelcum, sugerindo claramente que as cepas 
isoladas fizessem parte de uma especie bacteriana nova do genero Bergeyella. 10 13 Outras propriedades bioquimicas 
das cepas isoladas nao foram reportadas. De acordo com os mesmos autores, essas cepas eram sensiveis a muitos 
antibioticos utilizados comumente, inclusive penicilina. 1 " 1 ’ 

Genero Myroides. Vancanneyt et a/. 1096 demonstraram que o microrganismo antes classificado como 
Flavobacterium odoratum incluia um grupo heterogeneo, que abrangia duas especies diferentes, as quais atribuiram 
os nomes Myroides odoratus e Myroides odoratimimus. As celulas bacterianas dessas duas especies sao bacilos 
gram-negativos com 0,5 mm de diametro e 1 a 2 mm de comprimento. As colonias podem ser de varios tipos, mas a 
maioria tem pigmentagao amarela e forma colonias dispersivas mal defmidas, que podem ser confundidas com a 
morfologia das colonias de alguma especie de Bacillus (Prancha 7.4 D). A maioria das cepas produz um odor tipico 
de frutas (semelhante a A. faecalis). As especies de Myroides crescem em temperaturas de 18° a 37°C, mas nao a 
42°C. Elas sao assacaroliticas, mas tem reagoes positivas de oxidase, catalase, urease e gelatinase. Nao ha produgao 
de indol e o nitrito (mas nao o nitrato) e reduzido (Tabela 7.20). Existem dois testes fenotipicos utilizados 
rotineiramente para diferenciar as duas especies de Myroides e suas diferengas limitam-se aos testes de assimilagao e 
a compos igao dos acidos graxos celulares. 1096 Os microrganismos identificados como M. odoratus tem sido isolados 
principalmente da urina, mas tambem foram encontrados em especimes de feridas, sangue, escarro e secregao 
otica. 468 ’ 1201 As infecgoes clinicas causadas pelas especies de Myroides sao extremamente raras; contudo, existem 
relatos de pacientes com fasciite necrosante rapidamente progressiva e bacteriemia, 236,491 assim como alguns casos de 
celulite recidivante com bacteriemia. 37,396 Crum-Cianflone et al. publicaram uma revisao sobre infecgdes de pele e 
tecidos moles causadas por M. odoratus , 236 A maioria das cepas e resistente a penicilinas, cefalosporinas, 
aminoglicosidios, aztreonam e carbapenemicos. 468 

Grupos inominados lie, lie, llg, llh e Hi dos CDC 

Os grupos inominados lie, lie, llg, llh e Ili dos CDC estao relacionados fenotipicamente com os bacilos que nao 
fermentam glicose, mas produzem indol. 1172 Holmes et al. realizaram estudos de hibridizagao de DNA-DNA e 
sequenciamento do gene do rRNA 16S de 182 cepas fenotipicamente semelhantes, cujas propriedades fenotipicas 
eram semelhantes as de especies de Chryseobacterium, Elizabethkingia e Empedobacter, ou que faziam parte dos 
grupos lie, lie, llh e Hi dos CDC. Esses autores relataram que havia pouca correlagao entre os dados genomicos e os 
membros desses gmpos dos CDC, porque os membros de cada grupo pertenciam no minimo a dois grupos diferentes 
de hibridizagao DNA-DNA (tres grupos, no caso do grupo Hi dos CDC), enquanto um grupo era constituido quase 
unicamente de cepas do grupo He dos CDC. 469 Em outro estudo, Wauters et a/. 1161 relataram que as cepas do grupo 
Hi dos CDC pertenciam predominantemente a especie Sphingobacterium mizutaii, enquanto outro estudo de 
Vaneechoutte et al. 1121 demonstrou que os grupos llh e lie dos CDC pertenciam principalmente a especie 
Chryseobacterium hominis. A classificagao dos diversos grupos identificados por esses pesquisadores e sua 
correlagao com os grupos fenotipicos dos CDC ainda nao esta definida. Dentro das finalidades de identificagao 
laboratorial, os autores deste capitulo preferiram manter a designagao dos grupos dos CDC na edigao atual deste 
livro (Tabela 7.19). Os grupos dos CDC raramente sao isolados de amostras clinicas e pouco sabemos quanto ao seu 
papel patogenico. Existe o relato de um paciente com meningite causada por um microrganismo do grupo He dos 
CDC 1137 e pesquisadores tambem descreveram as caracteristicas fenotipicas de varias cepas isoladas clinicamente 
dos grupos lie e llg. 449,451 As cepas do grupo llg sao facilmente diferenciadas dos outros grupos dos CDC por sua 
capacidade de crescer em agar MacConkey e por sua incapacidade de produzir acido a partir de OF de glicose. 449 A 
Tabela 7.19 descreve as caracteristicas fenotipicas uteis a diferenciagao dos grupos dos CDC. 

Farmlia Sphingobacteriaceae 

Genero Sphingobacterium. As esfmgobacterias sao bacilos imoveis oxidase-positivos com pigmentagao 
amarela. Elas podem ser diferenciadas dos generos Chryseobacterium e Weeksella por sua incapacidade de produzir 
indol a partir do triptofano e sao diferenciadas das especies de Myroides por sua capacidade de produzir acido em OF 
de glicose. Na epoca em que este capitulo era redigido, havia 34 especies do genero Sphingobacterium. S. 
multivorum (antes conhecido como Flavobacterium multivorum ou grupo Ilk-2 dos CDC) e S. spiritivorum (que 
inclui as especies antes designadas como Flavobacterium spiritivorum, F. yabuuchiae e grupo Ilk-3 dos CDC) sao as 


duas especies mais comumente isoladas de especimes clinicos humanos. Esses dois microrganismos podem ser 
diferenciados de outro microrganismo semelhante - Sphingomonas paucimobilis (antes referido como grupo Ilk-1 
dos CDC) - por sua imobilidade e resistencia a polimixina B. A Tabela 7.20 descreve outras caracteristicas 
diferenciais dessas bacterias. S. multivorum foi isolado de varios especimes clinicos, mas raramente foi associado a 
infecgoes graves, inclusive peritonite e septicemia. 42,284,338 ’ 463 ’ 865 Sangue e urina foram as fontes mais comuns de 
isolamento do S. spiritivorum. 461 ' 100 ’ 1019 S. thalpophilum foi isolado de feridas, sangue, secregao ocular, abscesso e 
uma incisao abdominal. 112 O teste de nitrato positivo e o crescimento a 42°C diferenciam S. thalpophilum das outras 
especies de Sphingobacterium. Sphingobacterium mizutaii (antes conhecido como S. mizutae e Flavobacterium 
mizutaii) m ’ m ’ im ’ im foi isolado de especimes de sangue, secregdes de feridas e LCR e pode ser diferenciado das 
outras especies de Sphingobacterium por sua incapacidade de crescer em agar MacConkey e a reagao de urease 
geralmente negativa. 1172 Em geral, as especies de Sphingobacterium sao resistentes aos aminoglicosidios e a 
polimixina B, mas sao sensiveis in vitro as quinolonas e ao sulfametoxazol-trimetoprima. A sensibilidade desses 
microrganismos aos antibioticos betalactamicos e variavel e isso exige a realizagao de testes de sensibilidade para 
cada cepa isolada. 1017 

Familia Moraxellaceae 

A familia Moraxellaceae inclui tres generos clinicamente importantes: Moraxella, Acinetobacter e Psvchrobacter . 842 

Genero Moraxella. Varios elementos importantes levam o microbiologista a suspeitar que um bacilo nao 
fermentador desconhecido faga parte do genero Moraxella. Depois de 24 horas no agar-sangue, as colonias tendem a 
ser pequenas e puntiformes (em geral, menos de 0,5 mm de diametro) e apresentam pouco ou nenhum crescimento 
em agar MacConkey. As celulas bacterianas sao diplococos ou diplobacilos gram-negativos nas preparagoes coradas 
pelo Gram e tendem a resistir a descoloragao. 254 As reagoes de citocromo-oxidase e catalase sao positivas (a primeira 
exclui as especies de Acinetobacter, a segunda excluir as especies de Kingella). A incapacidade de produzir acidos 
pelas especies de Moraxella a partir dos carboidratos tambem elimina a maioria das especies de Neisseria. A maioria 
das especies de Moraxella e extremamente sensivel as concentragoes baixas de penicilina. O exame dos esfregagos 
corados pelo Gram e preparados com amostras retiradas da zona externa de inibigao ao redor do disco de 
sensibilidade a penicilina pode ser usado para diferenciar entre as especies de Neisseria (que conservam sua 
morfologia de cocos) e Moraxella (que produzem formas pleomorficas alongadas) (Prancha 7.4 E e F). 159 Todas as 
especies de Moraxella sao imoveis. 

As especies clinicamente importantes sao M. lacunata, M. nonliquefaciens, M. osloensis, M. atlantae (grupo M-3 
dos CDC) e M. catarrhalis. Essa ultima especie esta descrita junto com as especies de Neisseria patogenicas no 
Capitulo 11. Os grupos M-2 e M-4 dos CDC foram designados como Psychrobacter phenvlpyruvicus e Oligella 
urethralis, respectivamente, esses microrganismos estao descritos adiante nesta segao. Os grupos M-5 e M-6 dos 
CDC foram colocados no genero Neisseria, ainda que seu aspecto microscopico seja de bacilos gram-negativos. O 
grupo M-5 foi designado como Neisseria weaveri , 454 enquanto o grupo M-6 recebeu o nome de Neisseria elongata 
subesp. nitroreducens , 394 Essas especies, junto com outras Moraxellae descritas recentemente (p. ex., M. canis 506 e 
M. lincolnii ) 1102 sao dificeis de diferenciar das especies de Moraxella estabelecidas. As especies que colonizam 
animais incluem M. bovis isolada do gado e de outros animais (inclusive cavalos) saudaveis, M. boevrei e M. caprae 
(caprinos), M. caviae (cobaias), M. cuniculi (coelhos) e M. ovis (ovinos). 

A Tabela 7.21 descreve alguns testes diferenciais uteis a identificagao das especies de Moraxella clinicamente 
importantes. M. atlantae, M. lacunata e M. nonliquefaciens sao semelhantes em varios aspectos. O crescimento de 
M. atlantae e estimulado pelos sais biliares e pelo desoxicolato de sodio, enquanto o crescimento de M. lacunata e 
M. nonliquefaciens nao e. Apenas M. lacunata liquefaz gelatina, enquanto M. lacunata e M. nonliquefaciens 
reduzem nitrato em nitrito. ’ A diferenciagao entre M. lacunata e M. nonliquefaciens nao dispersiva pode ser 
dificil, porque a hidrolise de gelatina (por qualquer metodo) e a liquefagao das partes inclinadas do meio de Loeffler 
podem demorar mais de uma semana. Em alguns casos, a analise dos acidos graxos pode ajudar a definir a 
especie. 1172 Como algumas cepas de Moraxella sao ate certo ponto exigentes e as reagoes bioquimicas comumente 
sao negativas ou duvidosas, muitos laboratories preferem simplesmente relatar os membros desse grupo como 
“especies de Moraxella”. 

As especies de Moraxella fazem parte da microbiota das mucosas e sao consideradas bacterias de baixo potencial 
patogenico. Esses microrganismos ocorrem mais comumente nas vias respiratorias e com menos frequencia no trato 


genital e ocasionalmente podem causar infecgdes sistemicas. M. lacunata, que e reconhecida ha mais de um seculo 
como causa de conjuntivite, e exigente e requer meios enriquecidos sem peptona ou o acrescimo de acido oleico ou 
soro de coelho para contrabalangar um efeito proteolitico toxico. Alem de conjuntivite, essa especie tambem foi 
associada a ceratite, sinusite cronica e endocardite. 766,907,1075 M. nonliquefaciens tambem pode requerer soro como 
suplemento para ter crescimento maximo. Essa bacteria faz parte da microbiota das vias respiratorias superiores dos 
seres humanos e e isolada comumente da cavidade nasal. Ela foi isolada do sangue, olho, LCR, vias respiratorias 
inferiores e outros locais 121 ’ 392 ’ 1075 e foi associada a endoftalmite 308,613,658 e a artrite septica. 518 As cepas mucoides 
atipicas de M. nonliquefaciens foram isoladas de amostras de escarro de tres pacientes com doenga pulmonar 
cronica. 2 '' 7 M. osloensis e isolada comumente dos especimes clinicos e nao requer suplementos para crescer. Em 
geral, essa bacteria nao e patogenica quando e isolada dos seres humanos; contudo, existem descritos casos isolados 
de sinusite, conjuntivite, bronquite, artrite septica, osteomielite, peritonite, meningite, endocardite, infecgao de CVC 
e septicemia. 136,325,421 ’ 922 ’ 975 ' 1042 M. atlantae cresce lentamente no meio de cultura e forma colonias com tendencia a 
estabelecer uma zona de dispersao depois de 48 horas de incubagao. 122 Essa bacteria e uma causa rara de bacteriemia 
dos pacientes imunossuprimidos. 135,261 

M. canis e uma especie nova, que habita as vias respiratorias superiores de caes e gatos. As cepas isoladas de 
seres humanos foram originadas do sangue, 506 linfonodo 1116 e uma ferida causada por mordida de cao. 506 M. canis, 
M. catarrhalis, M. cuniculi, M. caviae e M. ovis fazem parte do grupo das moraxelas cocoides que, ao contrario das 
moraxelas bacilares, apresentam atividade de DNase. As cepas isoladas de M. canis sao semelhantes a M. catarrhalis 
na coloragao pelo Gram; contudo, a morfologia de suas colonias no agar-sangue de carneiro e mais semelhante a dos 
membros da familia Enterobacteriaceae (colonias grandes e lisas). 506 Algumas cepas isoladas tambem podem 
produzir colonias muito viscosas, semelhantes as colonias de Klebsiella pneumoniae , 506 A produgao de um pigmento 
marrom quando e cultivada em agar Mueller-Hinton contendo amido tambem e tipica da maioria das cepas de M. 
canis. 506 M. lincolnii tern sido isolada principalmente das vias respiratorias humanas. 1102 

A maioria das cepas de Moraxella e sensivel a penicilina e seus derivados, cefalosporinas, tetraciclinas, 
quinolonas e aminoglicosidios. 324,923,1017 A produgao de betalactamase foi descrita apenas raramente entre as especies 
de Moraxella. exceto para M. catarrhalis , 518 - 766 ’ 923 Em razao da natureza exigente de algumas especies de Moraxella 
e da previsibilidade do perfil antimicrobiano, os testes de sensibilidade aos antibioticos (exceto para betalactamase) 
geralmente nao sao realizados com as cepas isoladas de especime clinico. 

Genero Psychrobacter. As especies de Psychrobacter clinicamente importantes sao P. immobilis e P 
phenylpyruvicus (antes conhecido como Moraxella phenvlpyruvicus ). 125 

Psychrobacter phenylpyruvicus. P. phenylpyruvicus tem reagao positiva a ureia e fenilalanina e isto ajuda a 
diferencia-lo das especies de Moraxella e Oligella urethralis (Tabela 7.21). Os estudantes e os laboratoristas devem 
lembrar que P. phenylpyruvicus pode ser fenotipicamente semelhante as especies de Brucella e existem varios relatos 
de especies de Brucella identificadas erroneamente como P. phenylpyruvicus com base nos sistemas de identificagao 
disponiveis no mercado. 65,75,833 A diferenciagao entre P. phenylpyruvicus e as especies de Brucella requer 
microscopia (. Brucella sao cocobacilos minusculos) e testes de acidificagao de xilose e glicose. 849,852 P. 
phenylpyruvicus e assacarolitico, enquanto as especies de Brucella utilizam xilose e geralmente glicose quando se 
emprega um metodo suficientemente sensivel para detectar acidificagao deste ultimo agucar. 84 P. phenylpyruvicus e 
uma causa rara de infecgdes humanas, mas existem relatos de que causou bacteriemia, 6 ’ 0 endocardite, 41 ’ 1078 
peritonite 165 e uma lesao micotica no pe. 563 

Tabela 7.21 Caracteristicas-chave dos generos Haematobacter, Moraxella e Neisseria , da Oligella 
urethralis , do Psychrobacter phenylpyruvicus e bacilos do grupo 1 de Gilardi. 
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Ratios baseados na referenda 1172. 

‘Dados baseados na referenda 506. 

C A M. canis produz um pigmento marrom quando e cultivado no agar Mueller-Hinton contendo amido. 506 
Dados baseados na referenda 1102. 

Dados baseados na referenda 434. 

Dados baseados nas references 28 e 454. 

Dados baseados na referenda 394. 

‘A N. elongata subesp. elongata tern reagoes negativas de catalase, glicose e nitrato e reagao positiva de nitrito. A N. elongata subesp. glicolytica e catalase-positiva e tem reagao positiva fraca a glicose ou e glicose-negativa, nitrato- 
negativa e nitrito-positiva. A N. elongata subesp. nitroreducens e catalase-negativa e tem reagao fraca a glicose ou e glicose-negativa e reduz nitrato em nitrito. 2MM 
Dados baseados na referenda 754. 

+=90% das cepas ou mais sao positivas; -=90% das cepas oumais saonegativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; S = sensivel; R = resistente; Dl = dados indisponiveis; C = cocos; CB = cocobacilos; B = bacilos; PAD = fenilalanina- 
desaminase. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 


Psychrobacter immobilis. A maioria das cepas de P immobilis cresce lentamente ou nao apresenta crescimento a 
35°C, mas cresce mais a 20°C 493 Essa bacteria pode ser subdividida em cepas sacaroliticas e assacaroliticas. As 
cepas sacaroliticas de P. immobilis compartilham de todas as caracteristicas das cepas assacaroliticas (Tabela 7.22), 
com excegao de que nao oxidam glicose, xilose e lactose, mas oxidam sacarose e maltose. As cepas assacaroliticas 
sao fenotipicamente semelhantes a P. phenylpyruvicus. O diagnostico de P. immobilis pode ser confirmado por 
estudos de transformagao, perfil dos acidos graxos celulares e temperaturas de crescimento ideal < 35°C. 756,1172 
Algumas cepas de P. immobilis tem odor semelhante ao do agar de alcool feniletilico (AFE) (/. e., odor de rosas) 493 e 
sao resistentes a penicilina, mas sensiveis a maioria dos outros antibioticos. 376,657 Pesquisadores publicaram um caso 
de septicemia causada por P. immobilis em um rapaz de 16 anos com DGC e insuficiencia hepatica fulminante. 1025 
Tambem existem relatos de um paciente com infecgao ocular e um lactente com meningite causadas por P. 
immobilis? 16,651 

Fami'lia Neisseriaceae 

Genero Neisseria. Algumas especies de Neisseria parecem ter formato de bacilos na coloragao pelo Gram e, desta 
forma, podem nao ser reconhecidas inicialmente como tal. Duas dessas especies sao N. weaveri e N. elongata, dentre 
as quais ambas precisam ser diferenciadas das outros BNF fenotipicamente semelhantes (Tabela 7.21). Os membros 
cocoides do genero Neisseria estao descritos no Capitulo 11. 

Neisseria elongata. N. elongata subesp. elongata e N. elongata subesp. glycolytica sao consideradas 
colonizadores transitorios das vias respiratorias superiores e do trato genital dos seres humanos; contudo, a primeira 
delas foi descrita como causa de endocardite humana 33,771 enquanto a segunda foi isolada de feridas e hemoculturas 
humanas. 29,476 A maioria das infecgoes humanas e causada por N. elongata subesp. nitroreducens, que tem sido 
associada a varias infecgoes humanas, embora as doengas causadas mais comumente sejam bacteriemia e 
endocardite 291 ’ 394 ' 414,446,498,539 ’ 581 ’ 729 ’ 839,854,920,998 ’ 1036,1184 e, raramente, osteomielite. 353,1184 Inicialmente, esse 
microrganismo era conhecido como grupo M-6 dos CDC, mas foi reconhecido como uma subespecie singular da N. 
elongata referida como “ nitroreducens ” porque ela reduz nitratos e nitritos em aminas, sem produzir gas. 94 Outras 
caracteristicas dessa bacteria sao as reagoes negativas de catalase, urease e indol; reagao positiva de oxidase; e 
incapacidade de produzir acidos a partir de carboidratos (Tabela 7.21). Nos casos tipicos, N. elongata subesp. 
nitroreducens e sensivel a aminopenicilinas, carbenicilina, cefalosporinas, aminoglicosidios, sulfametoxazol- 
trimetoprima e polimixina, mas tem sensibilidade variavel a penicilina. 291 








Tabela 7.22 Caracteristicas principals de Psychrobacter immobilis, Paracoccus yeei, EO-3, EO-4 e 
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a Dados baseados na referenda 1172. 

"As cepas sacaroliticas de P. immobilis compartilham de todas as caracteristicas das cepas assacaroliticas citadas aqui, 
exceto que oxidam glicose, xilose e lactose, mas nao oxidam sacarose e maltose. 1172 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
Dl = dados indisponiveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva. 

Neisseria weaveri. N. weaveri faz parte da microbiota de caes e esta associada a infecgoes de feridas humanas 
resultantes de mordidas destes animais. 28,67,392,454 Essa bacteria tambem foi isolada de sangue, 28,149 escarro e lavados 
bronquicos, 28,817 olho e liquidos peritoneal e toracico. 28 Existe um relato de infecgao de uma ferida de uma crianga 
mordida por um tigre siberiano branco. 148 N. weaveri apresenta-se como bacilos aerobios gram-negativos, largos, 
roligos e retilineos, com comprimento variavel de medio a grande e tendencia a crescer em cadeias ou formar bacilos 
maiores nos caldos de cultura. 28 O crescimento ocorre as temperaturas de 25° e 35°C e a maioria das cepas tambem 
cresce a 42°C. As colonias sao branco-acinzentadas com borda continua, planas, um pouco brilhantes e lisas. N. 
weaveri e imovel, produz reagoes fortemente positivas de oxidase e catalase e tem reagao negativa de utilizagao dos 
carboidratos. O nitrito e reduzido, mas nao o nitrato e, alem disso, a reagao de fenilalanina-desaminase e fracamente 
positiva (Tabela 7.21). 28 Essa bacteria e sensivel a penicilina, colistina e vancomicina. 

Neisseria zoodegmatis (EF-4b). Neisseria animaloris e Neisseria zoodegmatis sao os nomes novos dos grupos 
de fermentadores eugonicos (EF, ou Eugonic Fermenters, em ingles) dos CDC, respectivamente, EF-4a e EF-4b. 1106 
N. zoodegmatis nao fermenta glicose, nao hidrolisa arginina e nao produz gas a pattir do nitrato e isto a diferencia 
das cepas fermentadoras de glicose, hoje designadas como N. animaloris (EF-4a) e descritas no Capitulo 9 deste 
livro. As cepas de N. zoodegmatis sao bacilos curtos ou cocoides imoveis, que apresentam reagoes positivas de 
oxidase e catalase. Nas placas de cultura, as colonias nao sao pigmentadas e sao descritas por seu odor semelbante ao 
de pipoca. A Tabela 7.22 descreve outras caracteristicas dessas bacterias. A maioria das cepas foi isolada de 
infecgoes humanas depois de mordidas de caes e gatos. 1172 


Especies inominadas 




Bacilos do grupo 1 de Gilardi. Esse grupo consiste em bacilos gram-negativos ovais, nao oxidativos e nao 
exigentes, com comprimento de oval a medio, algumas vezes pleomorficos. As caracteristicas bioquimicas e de 
cultura desses microrganismos sao muito semelhantes as dos grupo M-5 dos CDC, que hoje e conhecido como 
Neisseria weaveri. Todos os bacilos do grupo 1 de Gilardi sao fortemente positivos na reagao de fenilalanina- 
desaminase, produzindo cor vermelho-escuro na parte inclinada do agar, enquanto as cepas da N. weaveri - quando 
sao positivas - produzem reagao fraca a moderada. Todas as cepas da N. weaveri reduzem nitrito a 0,01%, enquanto 
todos os bacilos do grupo 1 de Gilardi sao negativos. 367,754 A Tabela 7.21 descreve outras caracteristicas 
diferenciadoras. Os bacilos do grupo 1 de Gilardi foram isolados de varios especimes humanos, inclusive feridas da 
perna, do brago e dos pes; lesoes orais; urina e sangue; contudo, seu potencial patogenico ainda nao foi defmido. 04 

Farmlia Rhodobacteriaceae 

Genero Paracoccus e grupos de oxidantes eugdnicos (EO) dos CDC 

Punicoccus yeei (EO-2) e grupos EO-3 e EO-4 dos CDC. Os membros desse grupo sao bacilos aerobios gram- 
negativos (algumas vezes com aspecto variavel na coloragao pelo Gram), cocoides ou curtos, grossos ou 
ligeiramente grossos, que crescem (pouco, em alguns casos) em agar MacConkey. Todos sao oxidase-positivos, 
imoveis e indol-negativos e utilizam glicose, xilose e lactose 756 (Tabela 7.22). Daneshvar et a/. 251 propuseram o 
nome Paracoccus veeii (depois alterado para yeei, de acordo com o codigo intemacional para a nomenclatura 
bacteriana) 320 para o antigo grupo EO-2 dos CDC. Os grupos EO-3 e EO-4 dos CDC ainda sao inominados. P. yeei 
cresce em BAP e agar MacConkey e forma colonias nao pigmentadas mucoides ou muito mucoides depois de 48 
horas de incubagao (Prancha 7.4 G). P. yeei tambem tern morfologia celular em forma de “O” na coloragao pelo 
Gram, em razao da existencia de celulas vacuoladas ou coradas perifericamente (Prancha 7.4 H). 756 Essa morfologia 
em forma de “O” nao e observada em P immobilis ou nas cepas do grupo EO-3 ou EO-4. As cepas desses dois 
ultimos grupos produzem pigmento amarelo nao difusivel tipico, que nao e encontrado em P. immobilis ou P. veei. 156 
P. yeei foi isolado de varias infecgdes de feridas e do sangue de seres humanos. 251,343 Alem disso, ele foi descrito 
como causa de ceratite de um usuario de lentes de contato, 232 rejeigao do enxerto de cornea de um paciente 
submetido a um transplante de cornea, 537 miocardite em um coragao transplantado 961 e peritonite em um paciente em 
dialise peritoneal ambulatorial. 1153 Existem relatos de que o grupo EO-3 causou peritonite em um paciente em dialise 
peritoneal continua. 239 Os membros do grupo EO-4 foram isolados do sangue, da urina e de uma fistula nasal, mas o 
significado clinico destas cepas ainda e desconhecido. 1170 

Genero Haematobacter. Haematobacter e um genero novo de bacilos gram-negativos aerobios que, 
fenotipicamente, sao muito semelhantes ao Psychrobacter phenylpyruvicus. Esse genero inclui duas especies 
nomeadas: H. massiliensis (antes conhecido como Rhodobacter massiliensis ) e H. missouriensis, alem de uma 
especie inominada ( Haematobacter genomoespecie l). 4j4 Esses microrganismos sao bacilos estritamente aerobios e 
imoveis, que crescem a 25° e 35°C, mas nao a 42°C. Ao exame microscopico, as celulas bacterianas aparecem como 
bacilos pleomorficos serpentinos com filamentos. O aspecto da coloragao pelo Gram pode ser encontrado no artigo 
publicado por Helsel et a/. 434 As especies de Haematobacter nao sao hemoliticas e pigmentadas nos meios contendo 
sangue. Algumas cepas produzem coloragao verde sob as areas com crescimento moderado a macigo em BAP. 434 
Algumas cepas crescem em agar MacConkey. Todas elas sao assacaroliticas e produzem catalase, oxidase, urease, 
fenilalanina-desaminase e H 2 S (detectado por papel de acetato de chumbo), mas nao produzem indol, nao reduzem 
nitrato ou nitrito e nao hidrolisam gelatina ou esculina. O teste do ONPG tern reagao positiva fraca. 4 ' 4 A Tabela 7.21 
descreve outras propriedades fenotipicas dessa bacteria. As cepas recebidas pelos CDC foram recuperadas 
principalmente de hemoculturas, mas seu significado clinico e desconhecido. 434 Outra cepa de H. massiliensis foi 
isolada do sangue de um paciente na Franga. 299 Tambem ha um relato de isolamento de uma especie semelhante a 
Haematobacter do sangue de um homem de 65 anos com provavel endocardite da valva aortica.' " As cepas de 
Haematobacter tem CIM baixas para amoxicilina, fluoroquinolonas, aminoglicosidios e carbapenemicos, mas as 
CIM sao variaveis para cefalosporinas, monobactamicos e piperacilina. 4 4 

Microrganismos oxidase-negativos imoveis 
Farmlia Moraxellaceae 
Genero Acinetobacter 


Taxonomia. Hoje em dia, o genero Acinetobacter e classificado na fami'lia Moraxellaceae e inclui bacterias que 
se apresentam como cocobacilos gram-negativos oxidase-negativos imoveis. 354,926 Em 1986, Bouvet e Grimont 
apresentaram uma classificagao inedita, que diferenciava 12 grupos diferentes (genoespecie) dentro do genero 
Acinetobacter com base na hibridizagao DNA-DNA e nas caracteristicas nutricionais. 117 Em 1989, Tjernberg e 
Ursing 1073 descreveram tres grupos DNA adicionais codificados de 13 a 15; simultaneamente, Bouvet e Jeanjean 119 
descreveram cinco grupos DNA de especies de Acinetobacter proteollticas, que foram numerados de 13 a 17. 
Entretanto, dois dos grupos DNA descritos por Tjernberg e Ursing diferem fenotipicamente dos grupos DNA 
descritos por Bouvet e Jeanjean. Desse modo, grupos DNA diferentes tem o mesmo numero, acentuando a confusao 
em torno da subdivisao atual do genero. Tambem existem duas genoespecie provisorias designadas como “Entre 1 e 
3” e “Perto de 13TU”. ' 62 Recentemente, o nome Acinetobacter seifertii foi proposto para as cepas referidas como 
“Perto de 13TU”. Quando este livro era redigido, havia 41 especies nomeadas descritas no genero Acinetobacter 
(http://www.bacterio.net/acinetobacter.html). 496 ' 772 ’ 77 '’ i01h Algumas das genoespecies de Acinetobacter originais 
foram nomeadas e estao descritas no Boxe 7.11. 117 ’ 362 ’ 592 ’ 776 ’ 784 ’ 1073 As genoespecies restantes nao tem nomes. Alguns 
pesquisadores descreveram um esquema com testes fenotipicos uteis a identificagao das genoespecies de 
Acinetobacter 1 a 12. 117 

Uma indicagao inicial de que um bacilo nao fermentador possa pertencer ao genero Acinetobacter e a morfologia 
na coloragao pelo Gram: as celulas cocobacilares gram-negativas comumente se apresentam como diplococos 
(Prancha 7.5 A). Esse aspecto semelhante ao da Neisseria gonorrhoeae resultou na designagao do genero 
taxonomico arcaico “Mima" (mimetizar). Os estudantes e os laboratoristas tambem devem estar cientes do fato de 
que as especies de Acinetobacter podem parecer inicialmente cocos gram-positivos nos esfregagos diretos de 
especimes clinicos e nos esfregagos preparados a partir de frascos de hemocultura positiva. 254,423 Depois de 24 horas 
de crescimento no agar-sangue, as colonias medem entre 0,5 e 2,0 mm de diametro, translucidas a opacas (nunca 
pigmentadas), convexas e continuas. A maioria das cepas cresce bem em agar MacConkey e produz uma tonalidade 
rosa-claro (Prancha 7.5 B). Algumas acinetobacterias que oxidam glicose tambem podem produzir coloragao 
marrom singular em agar de infusao de coragao com tirosina, ou em agar-sangue ao qual se acrescentou 
glicose. 987,117 " Tambem observamos esse fenomeno em agar MacConkey e Mueller-Hinton com uma cepa de A. 
baumannii isolada de um especime clinico (Prancha 7.5 C). Pesquisadores descreveram meios diferenciais e 
seletivos para isolar especies de Acinetobacter de especimes contaminados. 475 ’ 507 A identificagao presuntiva das 
especies de Acinetobacter pode ser realizada com base na ausencia de atividade de citocromo-oxidase, na 
imobilidade e na resistencia a penicilina. 

As especies de Acinetobacter causam varias infecgoes humanas, inclusive pneumonia (relacionada mais 
comumente com tubos endotraqueais ou traqueostomias), 141 endocardites, meningites, infecgdes de pele e feridas, 
peritonites (pacientes em dialise peritoneal) e infecgdes urinarias. Tambem existem relatos de casos esporadicos de 
conjuntivites, osteomielites e sinovites. 379 Hoje em dia, esta claro que as especies de Acinetobacter desempenham 
um papel importante na colonizagao e na infecgao dos pacientes hospitalizados. Essas bacterias foram implicadas em 
varias infecgoes nosocomiais, inclusive bacteriemia, infecgdes urinarias e meningites secundarias, mas seu papel 
mais importante e como agente etiologico de pneumonias nosocomiais, principalmente pneumonias associadas ao 
respirador em pacientes internados em unidades de tratamento intensivo. 90 ’ 834,1137,1180 Bergogne-Berezin e Towner 90 e 
Munoz-Price e Weinstein 761 publicaram revisoes abrangentes sobre infecgdes causadas por Acinetobacter. 


Boxe 7.11 


Nomes atribuidos as genoespecies de Acinetobacter 

Genoespecie 3 Designagao atual 

1 A. calcoaceticus 

2 A. baumannii 

3 


4 


A. pittii 

A. haemolyticus 



5 

A.junii 

6 

Inominada 

7 

A.johnsonii 

8/9 

A. Iwoffii 

10 

A. bereziniae 

11 

A. guillouiae 

12 

A. radioresistens 

13TU 

A. nosocomialis 

13BJ, 14TU 

Inominada 

14BJ 

Inominada 

15BJ 

Inominada 

15TU 

A. variabilis 

16 

Inominada 

17 

Inominada 

Perto de 13TU 

A. seifertii 

Entre 1 e 3 

Inominada 

a Descrigao das especies genomicas de acordo com Bouvet e Grimont, 117 Bouvet e Jeanjean 119 e Tjernberg e Ursing. 1073 BJ, 
Bouvet e Jeanjean; TU, Tjernberg e Ursing. 


Complexo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (ACB). O complexo ACB consiste em cinco 
especies genotipica e fenotipicamente relacionadas com nomes validos: A. baumannii, A. nosocomialis, A. pittii, A. 
calcoaceticus, A. seifertii e uma genoespecie descrita provisoriamente como “Entre 1 e 3”. 767 - 777 Em razao das 
dificuldades de diferenciar as cepas sacaroliticas que fazem parte do complexo ACB utilizando testes 
fenotlpicos, 94 ’ 360 ’ 363,619 a maioria dos laboratories prefere relatar os membros deste grupo como “complexo 
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii” , 363 ’ 834 Embora A. baumannii seja a especie clinicamente mais 
importante e esteja envolvido comumente nas infecgoes hospitalares, 332,350,834 ’ 1140,1181 inclusive surtos associados a 
cepas multirresistentes e panresistentes aos antibioticos, 107,285,486 ’ 522,591 ’ 628 ’ 762 ’ 775 ’ 1044 ha um numero crescente de relatos 
de especies mo A. baumannii do complexo ACB como causa de infecgoes nosocomiais. 1 ’ 3,265 ’ 481 ’ 540 ’ 1077 ’ 1115 ’ 1181 Essas 
especies diferem de A. baumannii por caracteristicas como seu potencial infeccioso, sensibilidade antimicrobiana e 
taxa de mortalidade, impondo a necessidade da identificagao precisa para orientar o tratamento e melhorar o 
prognostico clinico. 600,1016 No fiituro, portanto, podera ser importante que os laboratories adotem testes nao baseados 
em fenotipos para identificar os membros do complexo ACB. Nesse sentido, pesquisadores propuseram alguns 
metodos genotipicos para identificar Acinetobacter. 285 As tecnicas utilizadas mais amplamente sao PCR, analise de 
restrigao do gene do rRNA amplificado (ANDRA; do ingles, amplified rRNA gene restriction analysis ), 1119 
amplificagao e sequenciamento das regioes do DNA especie-especificas (inclusive as oxacilinases intrinsecas das 
especies de Acinetobacter), 1086 analise parcial da sequencia do gene rpoB, AU espectroscopia infravermelha 
transformada de Fourier (FTIR; do ingles, Fourier transform infrared spectroscopy) 1016 e MALDI-TOF MS. Dentre 
essas tecnicas, a MALDI-TOF MS parece ser a mais pratica para ser incorporada ao uso rotineiro no laboratorio de 
microbiologia clinica. Varios estudos demonstraram que essa ultima tecnica pode realizar a identificagao rapida e 
precisa das especies de Acinetobacter, inclusive as que fazem parte do complexo ACB. 22 ’ 316 ’ 485 ’ 965 ’ 1015 

Acinetobacter baumannii. A. baumannii e sacarolitico e acidifica a maioria dos carboidratos por OF; em 
particular, a identificagao defmitiva e realizada pela demonstragao da produgao rapida de acido a partir da lactose 



(concentragoes de 1 a 10%). A Tabela 7.18 descreve outras caracteristicas diferenciais. A. baumannii e a especie 
mais comumente isolada dos especimes clinicos humanos, seguido de A. Iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, 
genoespecie 3 e genoespecie 6. 120,531,969,1073 A. baumannii e a especie mais comumente responsavel por infecgoes 
adquiridas nos hospitals 82,332,350,665,834,1137,1140 e tem sido relatado com frequencia crescente como patogeno 
significativo causando sepse, infecgoes de feridas e pneumonia, tanto em pacientes hospitalizados como no contexto 
da comunidade. 172,179,187,693,735,762,970 Essa bacteria tambem foi associada as lesdes sofridas em combates no Iraque e 
Afeganistao. 44,258,963,964 Pesquisadores descreveram um surto fatal de A. baumannii amplamente resistente aos 
antibioticos com virulencia ampliada (as chamadas cepas do Clone B) em uma coorte de pacientes relativamente 
imunocompetentes, suscitando preocupagoes de que possa ser necessario reavaliar o A. baumannii quanto ao seu 
potencial baixo de virulencia. 322 Um sistema de biotipagem para diferenciar os 17 biotipos do A. baumannii baseado 
na utilizagao de seis substratos foi desenvolvido e pode ser util nos estudos epidemiologicos. 118 

Outras especies de Acinetobacter. A. johnsonii, A. Iwoffii e A. radioresistens sao especies assacaroliticas, que 
ocorrem como habitantes naturais da pele humana 120,969 e podem ser comensais na orofaringe e vagina. 120 A. junii e 
uma causa rara de infecgao ocular 868 e bacteriemia, principalmente nos pacientes pediatricos. 93,540,644,1077 A. Iwoffii 
tem sido associado mais comumente a meningite que as outras especies desse genero. 989 Cepas de A. nosocomialis 
foram isoladas de especies clinicos como secregoes traqueais 265 e sangue. 265,1181 Pesquisadores relataram um surto de 
infecgao por essa bacteria em uma unidade de tratamento intensivo neurocirurgica, na qual cinco dos 23 pacientes 
que estavam colonizados pela cepa associada ao surto desenvolveram infecgdes. 1115 Existem relatos de que A. pittii 
causou infecgdes em uma unidade de tratamento intensivo neonatal 481 e infecgoes sanguineas nosocomiais. 743,1181 Em 
um estudo, o perfil clinico dos pacientes colonizados ou infectados por A. pittii era notavelmente diferente do que foi 
observado nos pacientes com infecgdes por A. baumannii. A. pittii foi isolado mais comumente das infecgdes de pele 
e tecidos moles, inclusive infecgdes de feridas cirurgicas, enquanto a colonizagao e a infecgao das vias respiratorias 
eram menos frequentes que as observadas com A. baumannii. 140 A. radioresistens foi isolado de um paciente HIV- 
positivo com bacteriemia adquirida na comunidade. 1141 A. schindleri foi isolado de varios especimes humanos 
(secregoes vaginais, cervicais, faringeas, nasais, oticas, conjuntivais e urina), mas na maioria dos casos nao foi 
considerado clinicamente significativo. 296,772,774 Um estudo demonstrou que A. ursingii causou infecgdes sanguineas 
em pacientes hospitalizados. 296,666,772,774 

A. Iwoffii e A. radioresistens sao assacaroliticos, assim como A. johnsonii, que pode ser diferenciado de todas as 
outras especies de Acinetobacter por sua incapacidade de crescer a 37°C. A Tabela 7.18 descreve outras 
caracteristicas bioquimicas de A. Iwoffii. No estudo publicado por Bouvet e Grimont, 117 o leitor pode encontrar 
descrigdes de mais algumas caracteristicas diferenciais das outras genoespecies. 117 

As especies de Acinetobacter tendem a ser resistentes a varios antibioticos, embora A. Iwoffii tenda a ser mais 
sensivel que as demais. Quase todas sao resistentes a penicilina, ampicilina e cefalotina e a maioria das cepas e 
resistente ao cloranfenicol. 672,968 Estudos demonstraram sensibilidade variavel as cefalosporinas de segunda e terceira 
geragoes e ao sulfametoxazol-trimetoprima. Nos ultimos anos, temos observado uma tendencia crescente no sentido 
de aumento de resistencia aos aminoglicosidios entre as especies de Acinetobacter e cepas de Acinetobacter 
multirresistentes, inclusive aos carbapenemicos, durante surtos nosoco-miais. 107,115,289,486,591,661,690,743,762,775,1138,1188 Os 
testes de sensibilidade antimicrobiana para as especies de Acinetobacter tendem a apresentar problemas. 
Pesquisadores dos CDC, Swenson et al., demonstraram que os resultados obtidos pelo metodo padronizado de 
microdiluigao em caldo nao concordavam com os resultados fornecidos pelo metodo padronizado de difusao em 
disco para alguns antibioticos. Erros muito significativos foram frequentes com os antibioticos combinados, 
betalactamico e inibidor de betalactamases. Quando se utilizou o metodo de microdiluigao em caldo, geralmente 
resistencia mais acentuada foi demonstrada. 1048 Alem disso, de acordo com alguns autores, os testes de sensibilidade 
das especies de Acinetobacter por meio do Etest® forneceram valores de CIM erroneamente altos para tigeciclina. 695 
Hope et a/. 478 relataram que as CIM de minociclina, tetraciclina e tigeciclina eram uma a duas diluigoes mais altas no 
caldo Mueller-Hinton que no agar Mueller-Hinton. Thamlikitkul et a/. 1068 demonstraram que as CIM das especies de 
Acinetobacter determinadas pelo metodo do Etest® geralmente eram quatro vezes maiores que as determinadas pelo 
metodo de microdiluigao em caldo e que o Etest® poderia nao ser um metodo preciso para os testes de sensibilidade 
in vitro das especies de Acinetobacter a tigeciclina. Os niveis de corte de sensibilidade dessas especies a tigeciclina 
nao foram publicados pela FDA ou pelo CLSI, porque as prescrigdes deste antibiotico para tratar infecgoes causadas 
por Acinetobacter ainda nao sao aceitas como indicagao recomendada. Contudo, considerando que a tigeciclina tem 
sido usada para tratar infecgoes por Acinetobacter quando existem poucas opgoes terapeuticas, Jones et al. tentaram 


aplicar os niveis de corte da FDA para difusao em disco >19 mm (sensivel) e < 14 mm (resistente) recomendados 
para a familia Enterobacteriaceae as especies de Acinetobacter, mas demonstraram que isto resultou em um indice 
inaceitavelmente alto de erros (23,3%); contudo, um ajuste dos niveis de corte da tigeciclina pelo metodo de difusao 
em disco para testar Acinetobacter a > 16/< 12 mm (sensivel/resistente) reduziu os erros a um nivel aceitavel. 523 
Hoje em dia, nao existem dados indicando quais metodos de testagem da sensibilidade das especies de Acinetobacter 
fornecem mais informaqoes clinicamente relevantes. Os estudantes e os laboratoristas sao instruidos a ter cautela ao 
realizar e interpretar os resultados dos testes de sensibilidade dessas especies bacterianas. Van Looveren et al. mi e 
Perez et alP 8 publicaram duas revisoes independentes sobre sensibilidade antimicrobiana das especies de 
Acinetobacter e os mecanismos principals da resistencia aos antibioticos. 

O tratamento combinado com aminoglicosidio e ticarcilina ou piperacilina tem aqao sinergica e pode ser eficaz 
para tratar infecqoes graves. Nos casos de infecqdes causadas por especies de Acinetobacter multirresistentes, varios 
estudos demonstraram a eficacia clinica do sulbactam em comb in aqao com ampicilina ou 
cefoperazona. 441 ’ 510 ’ 515 ’ 631 ’ 818 Moland et al. 179 demonstraram sinergismo in vitro entre tigeciclina e amicacina em 
cepas de A. baumannii multirresistente. Os antibioticos mais antigos como minociclina tambem comeqam a ser 
resgatados e reintroduzidos para tratar infecqoes causadas por A. baumannii multirresistente. 157,380 Alem desses 
antibioticos, os unicos antimicrobianos comprovadamente eficazes contra Acinetobacter multirresistente sao 
colistina e polimixina g. 158,516,543,561,562,632 Castanheira et al. 151 relataram que, entre 17 antibioticos testados e 
considerados candidatos ao tratamento d eA. baumannii, minociclina e colistina foram os dois unicos antibacterianos 
que tiveram indices de sensibilidade (com base nos criterios do CLS1) acima de 50% (79,1% e 98,8%, 
respectivamente). Bowers et al} 27, demonstraram que a concentraqao intracelular e o efeito bactericida in vitro da 
minociclina eram ampliados pela polimixina B, sugerindo que a combinaqao destes dois antibioticos possa ser 
clinicamente eficaz. Scheetz et al. 957 demonstraram que polimixina B, minociclina e tigeciclina sao os antibioticos 
mais ativos in vitro contra A. baumannii com resistencia intermediaria ou alta aos carbapenemicos. Os relatos do 
surgimento de cepas de A. baumannii resistentes a colistina e heterorresistentes associadas ao tratamento previo com 
colistina sao cada vez mais preocupantes. 428,628,637,862,873,895 Fishbain e Peleg 330 e Neonakis et a/. 780 publicaram 
revisdes sobre os antibioticos disponiveis hoje em dia e os dados que embasam a utilizaqao dos diversos farmacos no 
tratamento das infecqoes causadas por Acinetobacter. 

Fami'lia Alcaligenaceae 
Genero Bordetella 

Bordetella holmesii (grupo NO-2 dos CDC). No passado, B. holmesii era classificada como grupo NO-2 dos 
CDC e hoje e descrita como um pequeno bacilo gram-negativo cocoide curto, embora ocasionalmente sejam 
encontrados bacilos mais longos de comprimento intermediario. Essa bacteria e assacarolitica, oxidase-negativa, 
imovel, exigente e produz um pigmento soluvel marrom (Tabela 7.18). 1171 A reapao negativa de oxidase e a produqao 
de um pigmento soluvel marrom diferenciam B. holmesii de B. pertussis, B. bronchiseptica e B. avium-, a reaqao 
negativa de urease diferencia estas especies de B. parapertussis. A reaqao negativa de reduqao do nitrato diferencia 
B. holmesii das cepas do grupo NO-1, enquanto a producao do pigmento soluvel marrom a diferencia das especies de 
Acinetobacter. As informaqdes sobre o significado clinico de B. holmesii e sua relapao com doenqa humana foram 
incluidas em outra parte deste capitulo com o subtitulo “Microrganismos moveis com flagelos peritriquios | Genero 
Bordetella ”. 

Especies inominadas 

Grupo NO-1 dos CDC. Pesquisadores isolaram de feridas resultantes principalmente de mordidas de caes ou gatos 
uma especie inominada de um bacilo gram-negativo nao oxidante exigente, que foi designada como grupo NO-1 dos 
CDC (nao oxidante l). 58,450,530 Esse microrganismo e imovel, oxidase-negativo e assacarolitico. Eles tem forma de 
bacilos gram-negativos cocoides com dimensdes intermediarias, que produzem colonias pequenas em agar-sangue de 
cameiro. Fenotipicamente, eles sao semelhantes as especies de Acinetobacter, mas podem ser facilmente 
diferenciados destas ultimas pelo teste positivo de reduqao do nitrato. As analises dos acidos graxos da parede 
celular e da ubiquinona tambem ajudam a diferenciar as cepas NO-1 das especies de Acinetobacter , 450 A Tabela 7.18 
descreve outras caracteristicas fenotipicas. As cepas do grupo NO-1 sao sensiveis a varios antibioticos, inclusive 
aminoglicosidios, betalactamicos, tetraciclinas, quinolonas e sulfonamidas. De acordo com um estudo, 50% das 
cepas isoladas eram resistentes a trimetoprima. 450 


Grupo EO-5 dos CDC. As cepas do grupo EO-5 dos CDC sao bacilos gram-negativos que oxidam glicose e tem 
perfil bioquimico semelhante a A. baumannii. 249 Elas sao oxidase-negativas e imoveis, mas ao contrario das especies 
de Acinetobacter, nao conseguem crescer em agar MacConkey. Algumas cepas produzem um pigmento soluvel 
amarelo. A analise dos acidos graxos da parede celular tambem ajuda a diferenciar entre as cepas do grupo EO-5 e as 
especies de Acinetobacter. A Tabela 7.18 descreve outras caracteristicas. Essas bacterias foram isoladas de sangue, 
liquido peritoneal, aspirado transtraqueal, vesicula biliar e uma ferida do brapo. 249 Nao existem dados disponiveis 
quanto a sensibilidade antimicrobiana. 

PARTE III | ABORDAGEM PARA ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO DOS BACILOS 
NAO FERMENTADORES 

Niveis do servigo na identificacao dos bacilos nao fermentadores 

O nivel no qual a identificaqao das especies de bacilos nao fermentadores e realizada depende do porte e da 
finalidade de cada laboratorio. Os laboratories de referenda, ou as universidades e as clinicas nas quais existem 
estudantes e residentes em treinamento, podem ter a exigencia de identificar todos os bacilos nao fermentadores 
clinicamente relevantes ate o nivel das especies. Os laboratories que prestam servipos principalmente para a 
comunidade medica podem estar preparados para identificar apenas as especies encontradas mais comumente, 
enviando a um laboratorio de referenda as especies isoladas raramente. Em uma analise das amostras bacteriologicas 
enviadas pelos CDC em seus programas de avaliagao de desempenho dos laboratories de microbiologia, Griffin et 
al. 406 demonstraram que os laboratories nos quais o volume das identificaqoes das especies era pequeno (menos de 
80 amostras por semana) tinham, em media, indices de erro quase duas vezes maiores que os laboratories que 
manuseavam mais de 1.200 especimes por semana. Os autores concluiram que essa diferenqa de desempenho e 
constante e que um laboratorio nao pode necessariamente melhorar seu desempenho, tendo em vista as diversas 
razdes enumeradas no Boxe 7.12. Eles recomendaram que os laboratories limitem as atividades de identificaqao aos 
procedimentos que possam ser bem-realizados e tomem providencias para se ter um laboratorio de referencia, que 
lhes possa prestar services de identificapao dos especimes recebidos com pouca frequencia. Os fatores que 
contribuem para as dificuldades na identificagao dos bacilos nao fermentadores estao relacionados no Boxe 7.12. 

Hoje em dia, existem varios sistemas pre-acondicionados disponiveis no mercado para identificagao de bacilos 
nao fermentadores (descritos mais adiantes neste capitulo); 453,576,797,912 ’ 1158 entretanto, como estes sistemas dependem 
do crescimento bacteriano e da formagao de produtos bioquimicos nos meios convencionais ou em substratos com 
composigao nutricional limitrofe, apenas as especies bioquimicamente mais ativas podem ser identificadas com um 
grau aceitavel de precisao. A precisao do desempenho tambem aumenta com o uso de varios sistemas de 
identificagao bacteriana semiautomizados ou automatizados, principalmente porque eles dependem de leituras e 
registro dos resultados por equipamentos automatizados, eliminando os vieses subjetivos inerentes a interpretagao 
visual dos niveis de corte equivocados. Esses equipamentos tem a vantagem de realizar identificagoes mais rapidas 
(varias horas antes) que as tecnicas convencionais. 


Boxe 7.12 


Fatores que contribuem para as dificuldades na identificagao dos bacilos nao fermentadores 

1. A maioria das especies e encontrada apenas raramente. 

2. Em razao dessa frequencia baixa, a equipe do laboratorio pode nao estar familiarizada com alguns bacilos nao fermentadores. 

3. Alguns dos meios de cultura convencionais nao sao adequados a identificagao dos bacilos nao fermen-tadores. 

4. Algumas especies crescem lentamente e a reatividade bioquimica e fraca, exigindo experience consideravel na interpretagao das reagoes 
duvidosas. 

5. 0 controle de qualidade dos meios de cultura pode ser dificil e, em razao de seu uso infrequente, o vencimento da validade torna-se um 
problema. 

6. Os sistemas com kits pre-acondicionados disponiveis no mercado geralmente sao pouco precisos na identificagao das cepas mais exigentes dos 
bacilos nao fermentadores, e isso exige o uso de meios adicionais. 


Diretrizes para isolamento dos bacilos nao fermentadores 



Com as instrugoes precedentes em mente, cada diretor de laboratorio precisa desenvolver uma abordagem logica a 
identificagao dos bacilos nao fermentadores em seu laboratorio. As diretrizes apresentadas a seguir sao uteis a 
abordagem laboratorial de isolamento e identificagao dos bacilos gram-negativos nao fermentadores: 

• Com excegao de P. aeruginosa (e de B. mallei e B. pseudomallei encontradas raramente), os bacilos nao 
fermentadores sao pouco virulentas e, na maioria dos casos, causam infecgdes nosocomiais em pacientes 
debilitados ou imunossuprimidos. Esse nicho restrito de infecciosidade indica que as infecgoes nao sejam 
comuns (com excegao das incidences relativamente altas da P. aeruginosa e do Acinetobacter baumannii, 
conforme foi descrito anteriormente). Contudo, como uma porcentagem progressivamente maior de pacientes 
hospitalizados tem doengas graves coexistentes, os bacilos nao fermentadores tem sido isolados com frequencia 
crescente dos especimes clinicos e precisam ser considerados agentes patogenicos importantes de algumas 
doengas infecciosas. As condigoes ou doengas especificas que predispoem os pacientes as infecgoes por bacilos 
nao fermentadores sao as seguintes: 

• Neoplasias malignas (principalmente do sistema reticuloendotelial), instrumentagao e intervengao cirurgica - 
cateterizagoes (especialmente das vias urinarias e cateteres intravasculares de longa permanencia), 
traqueostomia, pungao lombar, dialises, lavagens e colocagao de shunts e proteses 

• Tratamento prolongado com corticosteroides, antibioticos, antimetabolitos e antineoplasicos 

• Doenga metabolica ou infecciosa cronica coexistente (p. ex., existe uma relagao aparente entre FC e 
infecgoes causadas por B. cepacia, P. aeruginosa mucoide e A. xylosoxidans) 

• Queimaduras, feridas expostas e varias lesdes exsudativas 

• A maioria dos bacilos nao fermentadores tem seu habitat natural em varios ambientes, que funcionam como 
reservatorios potenciais das infecgoes humanas: 

• Diversos tipos de reservatorios de agua comuns nos hospitais - umidificadores, tendas de vaporizagao e 
nebulizadores, banheiras de hidroterapia, solugoes de irrigagao e desinfetantes, tubulagao de agua destilada, 
cremes para limpeza das maos, logoes corporais etc. Em geral, essas solugdes entram em contato direto com 
as mucosas e outras superficies do corpo, durante o periodo de tratamento do paciente 

• Equipamentos (p. ex., equipamentos de anestesia), pingas e termdmetros, que podem ser guardados em 
solugdes desinfetantes; e esfregoes, esponjas e toalhas 

• Areas intertriginosas da pele, inclusive membranas interdigitais dos pes, virilha, axila e dobra do antebrago. 
As infecgoes originadas dessas areas tendem a ser mais comuns no verao 

• Varios animais domesticos, que predispoem seus cuidadores a infecgao 

• Alguns bacilos nao fermentadores tem propensao a causar infecgoes especificas, descritas nas segoes 
subsequentes deste capitulo. A septicemia pode ser diagnosticada com quase todas as especies; a maioria dos 
bacilos nao fermentadores tambem podem causar pneumonite ou bronquite, artrite septica, infecgoes urinarias, 
infecgoes de feridas pds-operatorias e pos-traumaticas e conjuntivite. Algumas especies, principalmente 
Pseudomonas, podem produzir toxinas citotoxicas e llticas, que tomam essas infecgoes localmente graves e 
potencialmente fatais 

• Os bacilos gram-negativos isolados de amostras clinicas e corados pelo Gram podem ser interpretados 
supostamente como bacilos nao fermentadores quando formam colonias pequenas no agar-sangue, crescem 
pouco ou nada em agar MacConkey, nao produzem acido na parte inclinada ou no fundo dos tubos com KIA ou 
agar TSI e tem reagao positiva de citocromo-oxidase 

• Algumas especies de bacilos nao fermentadores tambem tendem a apresentar determinados padroes de 
multidrogarresistencia. Esses padroes sao memorizados com a experiencia e podem ser indicios iniciais de que 
estamos lidando com um bacilo nao fermentador, ou podem indicar um genero especifico. 

Identificacao das especies mais comuns 

A identificagao das tres especies isoladas mais comumente - Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e 
Stenotrophomonas maltophilia - esta descrita em primeiro lugar. A maioria das cepas pode ser identificada 
facilmente com base em apenas algumas observagoes e alguns testes bioquimicos. Nao so a identificagao rapida 
dessas especies comumente isoladas fornece ao medico informagdes imediatas, como tambem evita que o laboratorio 
realize uma bateria de testes secundarios demorados e dispendiosos. 


Pseudomonas aeruginosa 

Mais de 95% das cepas de P aeruginosa isoladas dos especimes clinicos podem ser identificadas observando-se a 
existencia das seguintes caracteristicas principais: 

• Bacilo gram-negativo 

• Oxidase-positiva (dentro de 10 segundos) 

• Odor tlpico de frutas (semelhante ao odor de uvas), ou de tortilha de milho 

• Morfologia tlpica das colonias 

• Em agar-sangue ou agar-chocolate, forma colonias com brilho metalico; podem ser mucoides, asperas ou 
pigmentadas (quando produzem piocianina) e comumente sao beta-hemollticas (Prancha 7.2 F) 

• Em agar MacConkey, aparecem como bacterias lactose-negativas com pigmentagao verde ou brilho metalico; 
podem ser mucoides (Prancha 7.2 G e H). 

Quando essas caracteristicas estao presentes, a identificagao defmitiva de P. aeruginosa pode ser estabelecida 
sem testes adicionais. 208 

A maioria das cepas de P. aeruginosa produz piocianina - um pigmento de fenazina verde hidrossoluvel, que 
confere coloragao esverdeada ao meio de cultura. Na verdade, a observagao da presenga desse pigmento pode ser a 
unica caracteristica necessaria a identificagao de P. aeruginosa, porque nenhum outro bacilo nao fermentador 
sintetiza piocianina. Reyes et al. ' demonstraram que 98% das cepas de P aeruginosa isoladas em seu laboratorio 
produziam piocianina no agar Tech® 569 dentro de 48 horas e sugeriram que o uso deste meio de cultura seja uma 
alternativa satisfatoria a utilizagao dos esquemas de identificagao mais extensivos, quando se suspeita da presenga de 
P. aeruginosa (Prancha 7.1 G). Esses autores observaram que algumas cepas mucoides de P. aeruginosa isoladas de 
pacientes com FC podem nao produzir pigmento e, por isso, podem ser identificadas erroneamente quando se utiliza 
a produgao de piocianina como unico criterio para a identificagao destas cepas incomuns. Algumas cepas de P. 
aeruginosa produzem pigmentos com outras cores - piorrubina (vermelho), piomelanina (marrom ou preto) e 
pioverdina (amarelo). 

O pigmento fluoresceina pode ser detectado com base na observagao de crescimento em alguns meios de cultura 
utilizando uma fonte de luz ultravioleta com comprimento de onda longo (p. ex., lampada de Wood; Prancha 7.1 El). 
Os meios que contem proteose peptona 3 (Difco Laboratories, Detroit, MI) e cations, inclusive magnesio ou 
manganes, aumentam a sintese de fluoresceina. O meio B de King, o meio de Sellers e o agar Mueller-Hinton 
tambem sao apropriados para demonstrar fluorescencia. A fluorescencia pode ser intensificada quando as culturas 
sao incubadas entre 20° e 30°C, em vez de temperaturas de 35° a 37°C. As caracteristicas adicionais relacionadas a 
seguir ajudam a identificar as cepas de P. aeruginosa que nao produzem pigmentos: 

• Crescimento a 42°C 

• Alcalinizagao da acetamida 

• Desnitrificagao dos nitratos e nitritos 

• Celulas moveis com flagelo monotriquio polar. 

Tambem podem ser encontradas variantes que formam colonias mucoides ou anas com reagoes bioquimicas 
atipicas, algumas vezes dificultando a identificagao exata. 

Em resumo, a maioria das cepas de P. aeruginosa pode ser identificada facilmente quando se observam colonias 
grandes tipicas com coloragao verde-azulada nos meios de isolamento primario e confirmada pela detecgao de um 
odor tipico de uvas. A demonstragao do pigmento fluoresceina e da atividade de citocromo-oxidase ajuda a 
confirmar a identificagao defmitiva e, em geral, nao e necessario realizar outros testes. A Tabela 7.5 demonstra as 
caracteristicas principais, que permitem a identificagao de P. aeruginosa. 

Acinetobacter baumannii 

A. baumannii e o segundo bacilo nao fermentador mais comumente encontrado nos laboratories clinicos, embora 
com frequencia de apenas cerca de 1/10 da incidencia de P. aeruginosa. As caracteristicas que permitem a 
identificagao presuntiva desse microrganismo sao as seguintes: 


Cocos ou cocobacilos na coloragao pelo Gram 


• Cresce bem em agar MacConkey (as colonias podem ter tonalidade ligeiramente rosada, que facilita a 
identificaqao quando esta presente) 

• Reaqao de citocromo-oxidase negativa 

• Demonstra utilizaqao rapida de glicose e produz acido 

• Apresenta utilizaqao rapida de lactose a 10% e produz acido 

• Celulas imoveis 

• Resistente a penicilina. 

O primeiro indicio e a observaqao de bacilos minusculos (1,0 x 0,7 pm) nas coloraqoes de Gram preparadas 
diretamente com os especies clinicos. Quando as coloraqoes de Gram sao preparadas a partir das culturas em agar ou 
caldo, as celulas podem parecer maiores e mais semelhantes a cocobacilos (Prancha 7.5 A). As especies de 
Acinetobacter nao sao pigmentadas quando sao cultivadas em agar-sangue e esta e uma caracteristica util para sua 
diferenciaqao de certos bacilos nao fermentadores, inclusive algumas cepas de Burkholderia cepacia oxidase- 
negativas imoveis. Contudo, as colonias que crescem em agar MacConkey podem produzir uma tonalidade rosa- 
claro ou azul-centaurea mais escura quando sao observadas no agar de eosina-azul de metileno (Prancha 7.5 B). A 
resistencia a penicilina ajuda a diferenciar o A. baumannii das especies de Moraxella extremamente sensiveis a este 
antibiotico que, em geral, tambem se apresentam como cocobacilos na coloraqao pelo Gram. A maioria das especies 
de Moraxella tambem tern reaqao positiva para citocromo-oxidase. A. Iwoffii e assacarolitico e pode ser diferenciado 
do A. baumannii porque nao produz acido quando e cultivado nos meios que contem carboidratos. 

Stenotrophomonas maltophilia 

S. maltophilia e o terceiro bacilo nao fermentador mais comumente encontrado nos laboratorios clinicos. As 
caracteristicas que permitem sua identificaqao presuntiva sao as seguintes: 

• Crescimento adequado em agar-sangue e agar MacConkey 

• Reaqao negativa (ou muito tardia) de citocromo-oxidase 

• Produz acido em meio OF de maltose, mas pode ter reaqao negativa em OF de glicose 

• Reaqao positiva para lisina-descarboxilase 

• Reaqao positiva para DNase 

• Algumas cepas produzem pigmento amarelo. 

O padrao de sensibilidade antimicrobiana tambem pode ser um indicio favoravel a identificaqao de S. 
maltophilia, que geralmente e resistente a maioria dos antibioticos, inclusive aminoglicosidios, mas e sensivel ao 
sulfametoxazol-trimetoprima e comumente a colistina. 

Metodos de identificagao por meio de testes bioquimicos convencionais 

Quando um bacilo gram-negativo nao fermentador desconhecido nao e Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 
baumannii ou Stenotrophomonas maltophilia, outras caracteristicas precisam ser avaliadas para estabelecer a 
identidade da especie. Os dois esquemas de identificaqao utilizados mais comumente, ambos baseados nas reaqoes 
bioquimicas fenotipicas, sao os de Weyant et al. (CDC) 1172 e de Schreckenbergen' A escolha de determinado 
esquema e uma questao basicamente de preferencia pessoal, experiencia pregressa e disponibilidade local dos meios 
de cultura necessarios a realizaqao dos varios testes, contanto que os criterios relacionados no Boxe 7.13 sejam 
atendidos. 

Esquema dos CDC | Weyant et al. 

Em resposta ao problema de como identificar bacilos nao fermentadores no laboratorio clinico sem realizar todos os 
testes efetuados em um laboratorio de referencia, Weyant et al. ni2 publicaram um guia em tres partes, que inclui: (1) 
uma chave de identificaqao de aerobios gram-negativos; (2) um conjunto de 12 tabelas de identificaqao; e (3) um 
livro de codigos numericos, com base no qual os numeros dos biotipos derivados podem ser relacionados com os 
nomes das especies. Alem disso, esses autores incluiram procedimentos e formulas dos meios de todos os testes 
bioquimicos citados no manual de identificaqao. De forma a assegurar a interpretaqao correta dos resultados obtidos 
de determinada tabela de identificaqao, e preciso realizar os mesmos procedimentos nos quais as reaqoes estao 




baseadas. O manual e intitulado: “Identificagao de Bacterias Aerobias e Anaerobias Facultativas Gram-Negativas 
Patogenicas Incomuns” e foi publicado pela Lippincott Williams & Wilkins. 1172 

Abordagem pratica a identificacao dos bacilos nao fermentadores | Schreckenberger 

A abordagem utilizada nesse livro foi elaborada por Schreckenberger' " e exige que os diversos bacilos nao 
fermentatores clinicamente importantes sejam divididos em quatro grupos funcionais baseados em uma avaliaqao 
imediata de sua motilidade e sua capacidade de produzir citocromo-oxidase (Tabela 7.23). Depois de efetuar esse 
subagrupamento, as identificaqoes defmitivas podem ser realizadas com base na consulta as Tabelas 7.23 a 7.37, de 
identificacao, e nas instrucoes apresentadas nessas tabelas. Todos os testes bioquimicos utilizados nesse esquema de 
identificacao sao formulacoes bioquimicas convencionais e estao disponiveis comercialmente na maioria dos 
fornecedores de meios de cultura. Observe que, ao trabalhar com essas tabelas, determinada especie de um bacilo 
nao fermentador pode aparecer em mais de uma delas, porque um microrganismo especifico pode nao ser 100% 
positivo ou negativo para determinada caracteristica; por esta razao, ha alguma redundancia intrinseca nesse 
esquema, de forma que um bacilo desconhecido sera identificado, independentemente do resultado obtido com o 
teste de triagem variavel. Com a utilizacao dessas tabelas, o microbiologista deve ser capaz de identificar 
defmitivamente mais de 95% dos bacilos nao fermentadores isolados dos especimes clinicos. 


Boxe7.13 


Abordagem a escolha de um teste convencional 

1. Os resultados positivos e negativos das reagoes descritas na tabela de identificacao devem estar baseados em formulas e procedimentos listados 
no manual de procedimentos do laboratory. Ou seja, os meios e os procedimentos devem ser os mesmos utilizados para gerar os resultados de 
uma tabela de reagoes utilizadas na identificagao. 

2. Todas as reagoes listadas na tabela de identificagao precisam ter um nivel de confianga de 90% ou mais e devem ser derivadas de um banco de 
dados suficientemente numeroso de microrganismos, de forma gue seja estatisticamente significativo. 

3. Todos os testes devem ser realizados sob supervisao padronizada de controle de gualidade, de forma a garantir gue os reagentes, as reaches e os 
niveis de corte estejam o mais proximo possivel dagueles nos quais a tabela estava baseada originalmente. 


Tabela 7.23 Abordagem pratica para a identificagao dos bacilos nao fermentadores. 



Oxidase 


Preparar 

OF de dextrose 
Caldode nitrato 
Lire ia (Christensen) 
Crescimento a 44°C 
Hemolise 

Hidrdlisede gelatina 
Arginina (Moller) 
Malonato 


Motilidade 


Preparar: 

Lisina (Moller) 
OF de maltose 
Esculina 
OF de manitol 
Polimixina 


Irpara a Tabela 7.24 


Irpara a Tabela 7.25 


Instrucdes para a utilizacao das Tabelas 723 a 7.37 


Motilidade 


Cocobacilos Bacilos 


Prepa 

ar: 

Preparar: 

OF de dextrose 

Indol {Ehrlich} 

Ureia (Christensen) 

Ureia (Christensen) 

Fenilalanina-desaminase 

Esculina 

Caldo de nitrato 

Amido 

Caldo de nitrito 

Gelatina 

DNase 


Nitrato 

Gelatina 

DNase 

Penicilina 

MacConkey 

Catalase 

OF de manitol 

MacConkey 

Penicilina 



Polimixina B 



OF de dextrose 


Ir para a Tabela 7.26 


Indol 


Ir para a Ir para a 

Tabela 121 Tabela 7.28 


-1 

Preparar: testes primarios 

Pseudo F 
Lactose a 10% 

Acetamida 
Lisina (Moller) 

Caldo de nitrato 
OF de dextrose 
Pigmento em BAP 


Ir para a Tabela 7.29 

Preparartestessecundarios 

OF de frutose 
OF de maltose 
OF de manitol 
OF de xilose 
KIA (pa ra H 2 S) 

Arginina (Moller) 

ONPG 

Ureia (Christensen) 
Fenilalanina-desaminase 

Hidrdlise de esculina 
Hidrdlise de amido 
Hidrdlise de gelatina 
NaCI a 6,5% 

DNase 
Indol (Ehrlich) 

Polimixina B 
Malonato 

Crescimento a 42°C 
Caldo de nitrito 


Essa abordagem a identificagSo dos bacilosnao fermentadorestem como finalidade reduzir onGmerodetestes bioqulmicosnecessarios a identificagao com base em uma avaliagao preliminar das reagbes de oxidase emotilidade dos microrganismos 
que se pretende identificar. Quando essas inform ag be s estao disponfveis, realiza-se uma bateria especffica de testes para concluir a identificagao da bacteria. Para os microrganismos oxidase-positivos e mOveis, utiliza-se uma abordagem em duas 
etapas com base nas reagbes obtidas na bateria de testes primarios, seguida de outros testes complementares especificados nas tabelas indicadas. Dependendo das necessidades e dos recursos disponfveis, o usuario deste guia pode querer preparar 
todos os testes inclufdos nas baterias primaria e secundaria, sempre que forencontrada um bacilo nao fermentado r oxidase-positiva imCvel, de forma a assegurara identificagao definitive no me nor tempo possfvel. Como legra geral, quando se traba- 
Iha com umBNF, deve-se utilizar um inbculovolumoso e as reagbes devem ser mantidas por48horas, antes queseja realizada a leitura final. 


Etapas a serem seguidas: 

1. Determine os resuItados das reagbes de motilidade e oxidase e avance para o diagrama da Tabela 723. 

2. Prepare os testes bioqufmicos especificados e avance para a Tabela indicada para concluir a identificagao. 

3. Para utilizar as Tabelas 7.24 a 7.37, comece com o primeiro teste bioqufmico relacionado no lado esquerdo da Tabela e localize a(s) c6lulas(s) sombreada(s) no canto superior esquerdo. 

4. Se houveruma Gnica alula sombreadae se a reagao for compatfvel coma obtida comseu espdcime.vocbconseguiu. A identificagao do microrganismo estb relacionada na mesma fileira besquerdadacblula. 

5. Se houver vdrias c6lu las sombreadas e a reagao for compatfvel com a do seu especime, use as reagbes a direita das c6lulas sombreadas para determinara identificagao definitiva. 

6. Se a reagbo obtida com seu espGcime nao for compatfvel com a da(s) cblulas (s) sombreada(s), avance para a prbxima coluna a direita e encontre a(s) c6lulas(s) sombreada(s) desta coluna. Repita os passos 4 e 5, ate encontrar uma identificagao definitiva. 

7. Consideragbes especiais devem ser aplicadas as cdlulas sombreadas que content um sinal de reagao varidvel (V). Nesses casos raros, voc§ precisard tratar a reagao varidvel na cblula sombreada como compatfvel e incompatfvel. 


Tabela 7.24 Bacilos nao fermentadores imoveis oxidase-negativos. 3 


Microrganismo b 

Genomoespecie 

Pigmento 

amarelo 

Urease 

Nitrato 

reduzido 

Pigmento 

soluvel 

marrom 

Crescimento a 

Hemolise do 
sanguede 
carneiro 

Hid rolise 
de gelatina 

OFde 

dextrose 

Arginina 

Malonato 

37°C 

44°C 

CDC EO-5 


+ c 

+ 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

Dl 

Bordetella parapertussis 


- 

+ 

- 

- 

+ 

01 

+ 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

CDC NO-1 


- 

- 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Bordetella holmesii (UQ-2) 


- 

- 

- 

— 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Acinetobacter johnsonii 

7 

- 

- 

- 

- 

-| 

- 

- 

- 

- 

V (35) 

VII 3| 

Acinetobacter baumannii 

2 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ B 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Acinetobacter haemolyticus 

4 

- 

- 

- 


+ 

- 

+ 

+ 

V (52| 

+ 

- 

Acinetobacter sp. 

6 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

V (66) 

+ 

- 

Acinetobacter bereziniae 

10 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Acinetobacter calcoaceticus 

1 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Acinetobacter pittii 

3 

- 

- 

- 

- 

+ 


- 

- 

+ 

+ 

V (87) 

Acinetobacter radioresistens 

12 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

| V|33| 

+ 

+ 

Acinetobacter junii 

5 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Acinetobacter Iwoffii 

8/9 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

1- 1 

Acinetobacter guilbuiae 

11 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


“Dados baseados nas referencias 117,249,450 e 1171. 

'Todos os microrganismos inclufdos nesta tabela apresentam-se como cocobacilos gram-negativos na coloragao pelo Gram. 

“Ccnsiderar tambem Granulibacter bethesdensis (ver Tabela 7.18). 

“Pigmento soluvel marrom produzido quando 6 cultivado a 35°C em agar de infusao de ccragao e tirosina. 

“Tambem deve ter reagao positiva de OF cte ctextrose. 

+=90%dascepasou mais sao positivas; -=90%dascepasou mais sao negativas; V= 11 a89%dascepassao positivas; Dl=dados indisponfveis. Os numerosentre parenteses sao porcentagensdascepasque produzem reagao positiva. 
As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o tftulo 'Etapas a serem seguidas", anteriormente. 


Tabela 7.25 Bacilos nao fermentadores moveis oxidase-negativos. 


















Microrganismo 

Lisina-descar- 

boxilase 

Escu- 

lina 

OF de 
maltose 

OF de 
man itol 

Polimixina 

B 

Pigmento 

Outras 

caracteristicas 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

+ 

+ 

+ 

- 

S 

Amarelo-lavanda 

DNase-positiva 

Complexo Burkhol- 
deria cepacia 

+ 

V (67) 

+ 

+ 

R 

Branco ou amarelo 

DNase-positiva, 

lipase-positiva 

Sphingomonas 

paucimobilis 

“ 

+ 

+ 

- 

V (89) 

Amarelo-escuro 

Sensivel d 
vancomicina 

Pseudomonas 

luteola 

- 

+ 

+ 

+ 

S 

Amarelo-opaco 


Pseudomonas 

oryzihabitans 

- 

- 

+ 

+ 

s 

Amarelo-opaco 


Burkholderia 

multivorans 

V (53) 

- 

+ 

+ 

R 

Branco-acinzentado 

Lipase-positiva 

Burkholderia gladioli 

- 

- 

- 

+ 

R 

Amarelo 

Lipase-positiva 

Bordetella trematum 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Branco-acinzentado 

Acetamida-positiva, 

malonato-positiva 

Kerstersia gyiorum 

- 

- 

- 


Dl 

Branco a 
castanho-claro 

Acetamida-negativa, 

malonato-negativa 

Pandoraea spp. 

- 

- 

- 

- 

R 

Branco-acinzentado 

Lipase-negativa 


3 Dados baseados nas references 209,217,250, 367,438 e 1105. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; Dl = dados indisponfveis. Os numeros entre pa- 
renteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva; R = resistente; S = sensivel. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas 
estao descritas sob o titulo 'Etapas a serem seguidas", anteriormente. 

Esquemas informatizados 

ASHEX® Web ID Program. Quando se realiza uma ampla bateria de testes, geralmente e dificil determinar a 
identidade mais provavel do microrganismo usando tabelas ou diagramas baseados em algoritmos. Por isso, 
Schreckenberger desenvolveu um aplicativo para identificapao de microrganismos conhecido como WIP (Web ID 
Program). 1 '" 7 Esse programa e gratuito e esta disponivel on-line (desenvolvido por Adam Schreckenberger, 2014) e 
pode ser usado para identificar bacterias sem depender de um software que precise ser instalado no computador. O 
aplicativo WIP funciona em qualquer sistema de PC, Apple ou smartphone com conexao ativa a internet. Como o 
programa roda com qualquer navegador de internet, nao e necessario realizar qualquer download adicional. O 
usuario simplesmente precisa incluir as caracteristicas fenotipicas disponiveis em um formulario fornecido on-line 
para calcular a razao de probabilidade e um escore modal. Quando o escore de probabilidade e menor que 95%, o 
programa exibe uma lista de testes fenotipicos que distinguem os dois candidatos principais; do mesmo modo, 
quando o escore modal nao e satisfatorio, o sistema fornece uma lista de resultados incluidos, que nao se conformam 
adequadamente a previsao do candidato principal. O programa efetua a selepao estatistica das bacterias isoladas 
desconhecidas por meio de comparaqoes com matrizes de caracteristicas fenotipicas das cepas conhecidas. O 
programa tern tres fungoes principais: (1) identificar uma bacteria isolada desconhecida; (2) selecionar testes 
adicionais para diferenciar entre as cepas possiveis, caso nao se alcance uma identificagao defmitiva; e (3) armazenar 
e recuperar resultados. Um conjunto de WIP, cada qual voltado para um subgrupo especifico de bacterias gram- 
negativas, esta disponivel na pagina www.pschreck.com, bastando clicar no icone do WIP apropriado na barra de 
tarefas do site. Essa colegao e conhecida como AID (App Identification) Cloud. Cada WIP esta referenciado a uma 
matriz de caracteristicas especificas, que foi criada a partir de uma tabela publicada na literatura ou dos dados do 
proprio autor. 

A tabela associada ao WIP para bacilos nao fermentadores e conhecido como ASHEX e consiste em 887 cepas 
isoladas, representando 93 especies diferentes de BNF com reagoes para 42 testes fenotipicos. A tabela pode ser 
baixada do site na forma de uma planilha de Excel. Esse arquivo inclui a matriz de caracteristicas, assim como os 
resultados gerais das reagoes fenotipicas, que foram usados para computar cada probabilidade. 


Tabela 7.26 Identificagao de cocobacilos imoveis oxidase-positivos. 













Microryanismo 

Odor ou aspecto 
caracteristico 

OF de 
dextrose 

DNase 

Urease 

Fenilalanina- 

desaminase 

Hidrolise de 
yelatina 

Nitrato 
red uzido 

Cresci- 
mento em 
MacConkey 

Nitrito 
red uzido 

Catalase 

Crescimento 
a 35°C 

Psychrobacter immobilis 
(sacarolftico) 

Odor de agar deAFE 
(Slcool feniletflico) 
(rosas) 

+ 

- 

+ 

+ 

” 

V (86) 

V 

Dl 

+ 

~ 

Paracoccus yee/(CDC E0-2) 

Celulas em formato 
de 'O' 6 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

+ 

V (82) 

Dl 

V (82) 

+ 

CDC EO-3 

Colflnias amarelas 
(100) 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

+ 

CDC EO-4 

ColSnias amarelas 
(83) 

+ 

Dl 

+ 

Dl 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

+ 

CDC ff-4b 


+ 

01 

- 

Dl 

- 

+ 

V (65) 

V 

+ 

+ 

M. canis 


- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

M. catarrhalis 


- 

+ 

- 

V 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Psychrobacter 

phenylpyruvicus 0 


- 

- 

+ 

+ 

- 

V (89) 

+ 

- 

Fraca 

+ 

0 . urethralis 

Celulas cocoides 
pequenas 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

V (83) 

+ 

+ 

+ 

M. lacunata 


- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Fraca 

+ 

M. nonliquefaciens 


- 

- 

- 

- 

- 

+ 

V (17) 

- 

+ 

+ 

M. osloensis 


- 

- 

- 

- 

- 

V (26) 

V (49) 

- 

Fraca 

+ 

M. atlantae 

Colonias espalhadas 
ou puntiformes 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

V (20) 

Fraca ou - 

+ 

M. lincolnii 

Cocoide ou bacilos 
roligos 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

^ados baseados nas referencias 251,367,493,754,1102,1170 e 1172. 

*Os esfregagos corados pelo Gram mostram bacilos cocoides a curtos e grossos, que comumente sao vacuolados. As cdlulas bacterianas tern centres que nao se coram, mas sao coradas perifericamente e parecem ter formato de 'O'. 


f As especies de Brucella podem ser confundidascom Psychrobacterphenylpyruvicus em algunssistemas de identificagao disponfveis no comercio. 

+ = 90% das cepas cu mais sao positivas; — = 90% dascepas oumaissaonegativas;V=11 a 89% das cepas sao posit ivas; Dl = dadcs indisponfveis. Os numeios entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao 
positiva. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o tftulo 'Etapas a serem seguidas', anteriormente. 


Tabela 7.27 Identificagao de bacilos com formato de bacilo indol-negativos, imoveis e oxidase-positivos. 3 


Cresci- 


Microryanismo 

Odor ou aspecto 
caracteristico 

OF de 
manitol 

OF de 
dextrose 

Hidrolise de 
esculina 

Hidrolise de 
gelatina 

Urease 

Redugao de 
nitrato 

DNase 

me nt o em 
MacConkey 

Penicilina 

Pol imixina 

Sphingobacterium spiriti- 
vorum (Ilk-3) 

Amarelo-claro 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

R 

R 

Sphingobacterium multi- 
mum (Ilk-2) 

Amarelo-claro 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

V (17) 

R 

R 

Sphingobacterium 

thalpophilum 

Amarelo-claro 

- 

+ 

+ 

V (86) 

+ 

+ 

+ 

V (14) 

R 

R 

Sphingobacterium 

mizutaii 

Amarelo 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

R 

R 

Sphingomonas 
paucimobilis (Ilk-1) 

Amarelo-brilhante, 
sensfvel & 
vancomicina 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

V(10) 

S (33) 

S (89) 

Ralston ia pickettii (VA-1) 

Movel (94), lactose 
a 10% (81), 0NPG 
(0) 

~ 

+ 

— 

V (77) 

+ (100) 

+ (87) 

~ 

V (77) 

R 

R 

Inquilinus limosus 

Nao pigmentado 

' 

—(Tardia) 

+ 


V (33) 

V (33) 

Dl 

Crescimento 
discrete em 3 
dies 

Dl 

R 

Alishewanella fetalis 

Halofflica 

Cresce em NaCI a 
6,5% 


~ 

+ 

+ 


+ 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

Myroides odoratus 

Verde-amarelado, 
odor de frutas 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V (78) 

S (19) 

R 

Haematobacter spp. 

PAD + 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

V 

Dl 

Dl 

Neisseria elongata subsp. 
nitroreducens 

Catalase-negativa 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V (20) 

S 

S 

Grupo 1 de bacilos de 
Gilardi 

PAD + forte 

- 

- 


- 

- 

- 

■ 

+ 

S 

S 

Neisseria weaveri 

Coldnias branco- 
acinzentado 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V (42) 

s 

S 


3 Dados baseados nas referencias 212,269,367,434,754 e 1144. 

+ = 90% dascepasou maissaopositivas;-=90% das cepas ou mais sao negativas; V= 11 a 89% das cepassao positivas; Dl=dados indisponrveis. Os numercs entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva; 
R = resistente; S = sensfvel; PAD = fenilalanina-desaminase. As instrugoes para interpietar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o tftulo "Etapas a serem seguidas", anteriormente. 


Tabela 7.28 Identificagao de bacilos com formato de bacilos indol-positivos, imoveis e oxidase-positivos. 




Microrganismo 

Caracteristica, 
cor ou aspecto 

Urease 

Reducao 
de nitrato 

Hidrolise 
de esculina 

Hidrolise 
de gelatina 

Hidrolise 
de a mi do 

DNase 

Cresci- 
mento em 
MacConkey 

OF de 
manitol 

OF de 
dextrose 

Penicilina 

Polim ixina 

Bergeyella 

zoohelcum 

Nenhum 

pigmento 

++ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

R 

Grupo lie dos CDC 

Nenhum 

pigmento 

- 

+ 

+ 

V 

Dl 

Dl 

- 

- 

+ 

s 

S (40) 

Weeksella virosa 

Coldnias aderidas 
aoagar 

- 

- 

- 

+ 

- 

V (13) 

- 

- 

- 

s 

S 

Empedobacter 

Amarelo-claro 

_ 

_ 

_ 

+ 

V (40) 

+ 

+» 

_ 

Tardia 

R 

R 

brevis 

Grupo lie dos CDC 

Nenhum 

pigmento 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Tardia 

S (80) 

S (40) 

Grupo llg dos CDC 

Nenhum 

pigmento 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

- 

s 

S 

Grupo IlhdosCDC 

Nenhum 

pigmento 

_b 

- 

+ 

_b 

+ 

V (78) 

_b 

- 

Tardia 

s 

R 

Grupo Ili dos CDC 

Dl 

- 

- 

+ 

D 

V (14) 

- 

- 

- 

Tardia 

S (57) 

R 

Elizabethkingia 

Amarelo-claro 

_ 

_ 

+ 

+ 

-|8f 

+ 11001 

V (26) 

Tardia 

Tardia 

R 

R 

meningoseptica 

Chryseobacterium 

Amarelo-claro 

- 

_ 

+ 

+ 

+ 11001 

-vr 

- 

_ 

Tardia 

R 

R 

indologenes 


a Dados obtidos das referencias 269,367,449 e 1172. 

‘Resultados diferentes relatados; a reagao usada aquifoi a descrita por Dees etal. m 

c Os numeros entre parenteses sao porcentagens de reagoes positivas, conforme relatadas por Gilardi GL. 367 

+ = 90%dascepasoumais sao positivas;-= 90% das cepas ou mais sao negativas; V= 11 a 89% dascepas sao positivas; ++= reagao positiva forte (4 floras); Dl = dados indisponfveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens 
das cepas que produzem reagao positiva; R = resistente; S = sensfvel; PAD = fenilalanina-desaminase. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o tftulo 'Etapas a serem seguidas", 
anteriormente. Balneatrix alpaca e amarelo-claro e indol-positiva, masfoi exclufda desta tabela porque e mcvel (ver Tabelas 7.34 e 7.36). 


Tabela 7.29 Testes de triagem para identificagao de especies de bacilos nao fermentadores moveis 
oxidase-positivos. 


Ver Tabela 
7.37 






+ 



- 

+ 



- 

+ 



- 

+ 




+ 





Ver Tabela 

Ver Tabela 

Ver Tabela 

Ver Tabela 

Ver Tabela 

7.36 

7.35 

7.34 

7.33 

7.32 


+ Fluoresc&ncia (bgar Pseudo F e 
exame sob luz UV) 

+ Lactose a 10% 

Acetamida 
Lisina (Moeller) 

Pigmento no agar-sangue 
Gas a partir do nitrato ou nitrito 
OF de dextrose 

Ver Tabela Ver Tabela 
7.31 7.30 


Tabela 7.30 Identificagao dos bacilos nao fermentadores fluorescentes. 



Acetamida 

Crescimento a 42°C 

Gelatina 

Pseudomonas aeruginosa 

+ 

+ 

+ 

P. fluorescens, complexo 

- 

- 

+ 

P.putida, complexo 

- 

- 

- 


+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas. 

Tabela 7.31 Identificagao de bacilos nao fermentadores com reagao de lactose positiva forte 3 (oxidase +, 
motilidade +, fluoresceina -). 


Microrganismo 

Arginina 

Lisina 

OFde 

manitol 

Urease 

0NPG 

Polimixina B 

Burkholderia pseudomallei b 

+ 

- 

+ 

V (43) 

- 

R 

Burkholderia cepacia, complexo 

- 

+ 

+ 

V (45) 

V (79) 

R 

Rhizobium radiobacter 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

S 






Burkholderia multivorans 


V (53) 


+ 


+ ( 100 ) 


R 


+ (98) 


Ralstonia mannitolilytica (Va-3) - - + + - R 

Ralstonia pickettii (Va-1) + R 

Sphingomonas paucimobilis + S (98) 


a Dados baseados nas referencias 367, 438 e 1172. 

6 Considerar tambem P. aeruginosa, P. fluorescens e P. putida, que sao piocianina-negativas e pioverdina-negativas. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; 
os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao positiva; R = resistente; S = sensivel. As 
instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o titulo “Etapas a serem seguidas”, 
anteriormente. O Acinetobacter baumannii e as especies de Sphingobacterium tern reagao positiva forte de lactose, mas estao 
excluidos desta tabela porque sao imoveis (ver Tabelas 7.24 e 7.27). 

Tabela 7.32 Identificagao de bacilos nao fermentadores acetamida-positivos 3 (oxidase +, motilidade +, 
fluoresceina -, lactose a 10% -). 



3 Dados baseados nas referencias 367,438 e 1109. 

6 0s dados relativos a alcalinizagao de malonato estao baseacbs na referenda 62. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; -=90% das cepas ou mais sao negativas; V= 11 a 89% das cepas sao positivas; ++= reagao positiva forte; Dl = dados indisponiveis. 0s numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas 
que produzem reagao positiva; R = resistente; S = sensivel; PAD = fenilalanina-desaminase. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o titulo 'Etapas a serem seguidas', anteriormente. 


Tabela 7.33 Identificagao de bacilos nao fermentadores lisina-positivos. 



Polimixina B 

DNase 

OF de manitol 

Burkholderia cepacia, complexo" 

R 

- 

+ 

Stenotrophomonas maltophilia b 

S 

+ 

- 


a Ver diferenciagao adicional dos membros do complexo B. cepacia na Tabela 7.9. 

'’Algumas cepas de S. maltophilia podem ser oxidase-positivas. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; - = 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas. 


Tabela 7.34 Identificagao de bacilos nao fermentadores pigmentados 3 (oxidase +, motilidade +, 
fluoresceina -, lactose a 10% acetamida -, lisina -). 





Cresci- 


Microryanismo 

Caracteristica, cor 
ou aspecto KIA/H 2 S 

OF de 
frutose 

Arginina 

Gas a partir 
do nitrato 

Inilol 

OF de 
manitol 

OF de 
xilose 

Hidrolise de 
esctilina 

mento em 
NaCI a 6,5% 

Roseomonas spp. 6 

Rosa, mucoide 

+ 

- 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

Methylobacterium spp. 6 

Cor de coral, seca 

V (50) 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Shewanella alga 

Castanho + 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

- 

+ 

Shewanella putrefaciens 

Castanho + 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Massilia timonae 

DNase-positiva, 

_ 

_ 

_ 

_ 

- 

+ 

+ 

_ 

Brevundimonas vesicularis 

amareio-claro 

Castanho/laranja, 






vim 

+ 


Pseudomonas 

sensivel a 
vancomicina 

Amareio-claro 

+ 

+ 

+ 



+ 


+ 

mendocina (Vb-2) c 

CDC Vb-3 C 

Amareio-claro 

+ 

+ 

+ 

. 

V (88) 

+ |94) 

. 

+ 

Pseudomonas stutzeri (Vb-1 ) 

Amarelo, enrugada 

+ 

- 

+ 

- 

V(70| 

+ |94) 

- 

+ 

Balneatrix alpica 

Amareio-claro 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

01 

- 

Dl 

Burkholderia cepacia, complexo 

Amarelo 

+ 

- 

- 

- 

+ 

V 

V (67) 

- 

Sphingomonas paucimobilis 

Amarelo 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

Grupo 0-1 tf dos CDC 

Amarelo, ureia 

+ 

-(4) 

- 

- 

- 

- 

+ |95) 

- 

Grupo 0-2 tf dos CDC 

Amarelo, ureia V (12) 

+ 

V (22) 

- 

- 

- 

- 

V (64) 

- 

^ados baseados nas references 255,367,400,560,645,906 e 1172. 

6 As colonias das especies de Methylobacterium parecem escuras sob luz UV de ondas longas, em razao da absorgao da luz UV. As especies de Roseomonas nao absorvem luz UV e nao parecem escuras. 



C A P. mendocina nao faz hidrdlise de amido, enquanto o grupo Vb-3 dos CDC £ positive para hidrclise de amido. 

"O grupo 0-1 dos CDC tern reagao fraca ou tardia de OF de glicose e reagao negat'iva para OF de maltose; o grupo 0-2 6 OF de maltose-negativa, sacarose-negativa e, em geral, glicose-po6itrva. 

+ = 90% dascepasou maissaopositivas;-=90% dascepasou mais sao negativas;V= 11 a 89% das cepas sao positivas; DI=dados indisponrveis. Os numeros entre parerteses sao porcentagensdas cepas que produzem reagao positiva; 
R = resistente; S = sensivel; KIA= agar ferro de Kligler. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o titulo "Etapas a serem seguidas", anteriormente. 

Todos esses pigmentos formam-se apenas a medida que as culturas "envelhecem". A maioria das especies de Chryseobacterium e Sphingobacterium tambem e pigmentada (amarelo); esses microrganismos estao exclufdos desta tabela 
porque sao imoveis (verTabelas 7.27 e 7.28). 


Tabela 7.35 Identificagao de bacilos nao fermentadores desnitrificantes 3 (oxidase +, motilidade +, 
fluoresceina lactose a 10% acetamida lisina pigmento -). 



a Dados baseados nasreferencias 367,1132 e 1172. 

*0-4. denitrificans pode ser diferenciado de Pseudomonas sp. do grupo 1 dos CDC com base namorfologia dos flagelos. Achmmobacter tem flagelos peritriquios, enquanto Pseudomonas do grupo 1 tern um unico flagelo polar. 
f 0 crescimento em NaCI a 6,5 pode ser fraco ou tardio. 

+, 90% das cepas ou mais sao positivas; -, 90% das cepes ou mais sao negativas; V, 11 a 89% das cepas sao positivas; + +, reagao positive forte (4 boras); os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao 
positiva; R, resistente; S, sensivel. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas semtreadas estao descritas sob o titulo "Etapas a serem seguidas", anteriormente. 


Tabela 7.36 Identificagao de bacilos nao fermentadores dextrose-positivos 3 (oxidase +, motilidade +, 
fluoresceina lactose a 10% acetamida lisina pigmento desnitrificagao -). 




Microrganismo 

Caracteristicas, 

cor 

KIA/H ; S Indol 

0NPG 

OF de 
frutose 

OF de 
xilose 

Cresci- 
mento em 
NaCI a 6,5% 

Fenilalanina- 

desaminase 

Hidrolise de 
esculina 

Arginina 

Cresci- 
meirto a 
42°C 

Hidrolise de 
gelatina 

Methylobacterium spp. 

Cor de coral, seca 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Shewanella 

putrefaciens 

- 

+ 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

V 

Balneatrix alpica 

Amarelo-claro 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

Dl 

- 

+ 

+ 

Fraca + 

Rhizobium radiobacter 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

V (13) 

- 

Pseudomonas-like 
grupo 2 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

A. xylosoxidans 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V (86) 

- 

Brevundimonas 

diminuta 


- 

- 

- 

- 

- 

V (16) 

- 

- 

V (19) 

V (58) 

Pandoraea sp. 

Poli B resistente 

- 

- 

Q 

- 

- 

Dl 

- 

- 

V (77) 

- 

Acidovorax temperans 

- 

- 

- 

+ 

■ 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

P. pseudoalcaligenes 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

V|21> 

- 

V(36| 

V|75| 

- 

CDC Vb-3 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

V (56) 

- 

+ 

V(75) 

- 

0. anthropi/ 
intermedium 1 ’ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V (40) 

V (36) 

V(10) 

- 

Grupo 0-3 dos CDC 

- 

- 

Dl 

+ 

+ 

- 

Dl 

+ 

- 

V (40) 

- 

/?. pickettii (VA-1 ) 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

D 

V (26) 

V (77) 

P. aeruginosa 

- 

- 

- 

+ 

V (85) 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V (46) 

P. fluorescens, 
complexo 

PYR V (23) c 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

P.putida, complexo 

PYR-' 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Acidovorax delafieldii 

PYR+' 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

V (50) 

Dados baseados nas references 209,248,255,367,400,560,1132,1172 e 1177. 


*A resi stencia a colistina e a polimixina B pode ser usada para diferenciar o 0. anthropi (sensfvel) do 0. intermedium (resi stente). n3? 
c Os dados relativos a reagao de PYR foram fornecidos por Schreckenberger (ver Tabela 7.3). 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; -=90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; PYR = pirrolidonil-arilamidase. Os numeros entre parenteses sao porcentagens das cepas que produzem reagao 
positiva. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o titulo "Etapas a serem seguidas", anteriormente. 


Tabela 7.37 Identificagao de bacilos nao fermentadores dextrose-negativos 3 (oxidase +, motilidade +, 
fluoresceina lactose a 10% acetamida lisina pigmento desnitrificagao dextrose -). 


Microrganismo 

Caracteristicas, cor, 
aspecto 

KIA/H 2 S 

OF de 
frutose 

Urease 

Arginina 

Poli B 

N 0 em 

no 2 

N0 2 em 
gas 

Fenilalanina- 

desaminase 

DNase 

Configuragao 

flagelar 

Methylobacterium 1 ’ 

Cor de coral, seca 


V 

+ 

- 

S (35) 

V 

Dl 

- 

- 

Polar, 

monotrfquio 

Roseomonad 

Rosa, mucoide 

- 

+ 

+ 

- 

S (50) 

- 

Dl 

V (17) 

- 

Vari^vel 

Shewanella putrefaciens 

Nenhum crescimento 
em NaCI a 6.5% 

+ 

V 

V 

- 

S 

+ 

- 

- 

+ 

Polar, 1 a 2 

Shewanella alga 

Crescimento em NaCI 
a 6.5% 

+ 

- 

V 

- 

S 

+ 

- 

- 

+ 

Polar, 1 a 2 

P pseudoalcaligenes 

- 

- 

+ 

- 

V (36) 

S 

+ 

Dl 

V (21) 

- 

Polar, 1 a 2 

0. ureolytica 

- 

- 

- 

++ 

- 

S 

+ (100) 

V (63) 

+ (100) 

- 

Peritrfquio 

B. bronchiseptica 

- 

- 

- 

++ 

- 

S 

+ 1100) 

- 

V (25) 

- 

Peritrfquio 

Cupriavidus pa uc ulus 

- 

- 

- 

++ 

- 

S 

- 

- 

- 

- 

Peritrfquio 

Laribacter 

hongkongensis 

Bacilos curvos 

- 

- 

- 

+ 

S 

+ 


Dl 

Dl 

Bipolar 

Inquilinus limosus 

Lipase + 

- 

Dl 

V (25) 

- 

R 

- 

- 

Dl 

Dl 

Imdvel ou polar, 

1 a 2 

Pandoraea spp. 

Lipase- 

- 

- 

V (63) 

- 

m 

V|11) 

- 

Dl 

- 

Polar, 1 a 8 

Brevundimonas diminuta 

- 

- 

- 

- 

- 

S (46) 

- 

Dl 

V (16) 

V (12) 

Polar, 

monotrfquio 

B. hinzii 

- 

- 

- 

- 

- 

S 

- 

- 

V (15) 

- 

Peritrfquio 

P alcaligenes 

- 

- 

- 

V (21) 

V|7) 

S 

V (61) 

V(10) 

V (20) 

- 

Polar, 

monotrfquio 

C. testosteroni 

- 

- 

- 

- 

- 

S 

+ 

V(11) 

V (30) 

- 

Polar, multitrfquio 

A. piechaudii 

Acetamida V (42) 

- 

- 

- 

- 

S 

+ 

- 

- 

- 

Peritrfquio 


^ados baseados nas references 209,212,367,400,560,906,1109,1172 e 1172 

*As especies de Methylobacterium! ormam colonias escuras sob luz UV de ondas longas, em razao da absorgao de luz UV. As especies de Roseomonas nao absorvem luz UV e nao parecem escuras. 

+ = 90% das cepas ou mais sao positivas; -= 90% das cepas ou mais sao negativas; V = 11 a 89% das cepas sao positivas; ++ = reagao positiva forte (4 horas); Dl = dados indisponrveis. Os numeros entre parenteses sao porcentagens 
das cepas que produzem reagao positiva. As instrugoes para interpretar a tabela com base nas celulas sombreadas estao descritas sob o titulo 'Etapas a serem seguidas', anteriormente. 

A tabela completa esta reproduzida neste capltulo, na Tabela 7.3. Para acessar o WIP, entre na pagina 
www.pschreck.com e clique no leone do WIP de sua escolha na barra de tarefas e insira suas reagoes na planilha. 


Metodos de identificagao baseados em sistemas de kits disponiveis no mercado 

Os sistemas de kits pre-acondicionados foram desenvolvidos ou adaptados para a identificagao dos bacilos nao 
fermentadores. Esses kits tern em comum alguns dos atributos dos sistemas comerciais em geral; ou seja, eles sao 
faceis de usar, tem validade longa na prateleira e evitam a necessidade de suprimentos de meios e reagentes novos. 
Alem disso, os sistemas pre-acondicionados tambem fornecem tecnicas padronizadas, que sao precisas e produzem 




resultados reprodutiveis iguais ou melhores que os procedimentos convencionais, com as excegoes descritas mais 
adiante neste capitulo. 

Entre os problemas intrinsecos associados ao uso de alguns desses kits pre-acondicionados disponiveis no 
mercado para identificar bacilos nao fermentadores estao os seguintes: (1) tendencia de que os microrganismos que 
apresentam atividade bioquimica fraca ou tardia de produzirem reagoes falso-negativas; (2) desenho aquem do ideal 
com alguns sistemas para cultivo de determinados bacilos nao fermentadores; e (3) inclusao de alguns testes 
diferenciais, que podem nao ser aplicaveis a identificagao dos bacilos nao fermentadores. Embora os membros da 
familia Enterobacteriaceae geralmente cresgam e apresentem atividade enzimatica exuberante em varios substratos, 
que pode ser detectada nos sistemas de kits, a maioria das especies de bacilos nao fermentadores tem crescimento 
lento e mostra um perfil enzimatico relativamente inativo. O microbiologista deve ter experiencia consideravel para 
interpretar algumas reagoes parciais ou fracas, que podem ocorrer durante a utilizagao desses sistemas. 

Com essas consideragoes em mente, analisaremos a seguir cinco sistemas de kits disponiveis no mercado: 

• API " 20E (BioMerieux, Hazelwood, MO) 

• API® 2ONE (BioMerieux) 

• Crystal® Enteric/Nonfermenter System (Becton Dickinson Microbiology Systems) 

• RapID® NF Plus (Remel) 

• Biolog"’ System (Biolog, Hayward, CA). 

Sistema API® 20E 

O sistema API® 20E, desenvolvido originalmente para identificar membros da familia Enterobacteriaceae, foi 
ampliado para incluir tambem a identificagao de bacilos nao fermentatdores. De forma a maximizar o uso do sistema 
API® 20E para os bacilos nao fermentadores, seis testes foram acrescentados para gerar um numero de perfil com 9 
digitos (Boxe 7.14). Estudos realizados com essas bacterias demonstraram que, embora o sistema API® 20E 
identifique P aeruginosa, S. maltophilia e especies de Acinetobacter com precisao de ate 99%, principalmente 
depois de 48 horas de incubagao, o desempenho com outros bacilos nao fermentadores menos comuns geralmente 
fica aquem do aceitavel. 137,298,748,976 As identificagoes incorretas foram mais frequentes em razao das reagoes falso- 
negativas nos testes de citrato, liquefagao de gelatina, motilidade, arginina-di-hidrolase, ONPG, redugao de nitrato e 
urease. 298 Em outros casos, as identificagoes nao foram possiveis porque o numero de biotipo derivado na fita 20E 
nao estava relacionado no API Profile Index. 298,976 

Sistema API® 20NE 

O API® 20NE e uma modificagao da fita do sistema API® 20E. A conformagao da tira plastica e a mesma do sistema 
20E; contudo, os substratos foram alterados para incluir 8 testes convencionais e 12 testes de assimilagao, que estao 
baseados na observagao de crescimento microbiano em presenga de uma unica fonte de carbono (Prancha 7.5 H). O 
Boxe 7.14 descreve os procedimentos operacionais e os substratos incluidos. As reagoes positivas e negativas sao 
convertidas em um numero de biotipo com 7 digitos e as identificagoes dos microrganismos sao realizadas com base 
em um banco de dados computadorizado, ou de uma lista de perfis fornecida pelo fabricante. Os usuarios desse 
sistema devem lembrar que o banco de dados foi elaborado com base nas reagoes obtidas com temperatura de 
incubagao de 30°C (em vez da faixa convencional de 35° a 37°C), com leitura final realizada depois de 48 horas de 
incubagao. Kiska et al. 575 testaram 150 bacilos nao fermentadores isolados de pacientes com FC e relataram um 
indice global de identificagao correta de 57%, inclusive 43% das cepas de B. cepacia. Alguns estudos demonstraram 
que o desempenho global do API® 20NE e um dos melhores dentre os sistemas de alto desempenho disponiveis no 
mercado para identificar bacilos nao fermentadores. 37,605,709,1151,1158 

Sistema Crystal® Enteric/Nonfermenter 

O kit do Crystal® Enteric/NonFermenter ID esta descrito no Capitulo 6. O banco de dados dos bacilos nao 
fermentadores inclui 24 taxons destes microrganismos, que representam 10 generos diferentes. Outros 20 taxons 
estao incluidos em um grupo referido como “Bacilos Gram-Negativos Variados”, que consiste em um grupo de 
especies oxidase-positivas relativamente inativas e indistinguiveis umas das outras no Crystal®’ N/E System. Nesse 
grupo, estao incluidas algumas especies clinicamente importantes dos generos Alcaligenes, Burkholderia, 
Comamonas, Moraxella, Ochrobactrum, Oligella e Pseudomonas. Em um estudo realizado por Wauters et a/., 1158 o 


Indice global de identificaqao correta de 201 bacilos nao fermentadores (inclusive 31 especies diferentes) foi de 
75,9% com o Crystal® E/NF, em comparagao com 75,3% com o API® 20NE. Vale ressaltar que apenas 36 das 45 
cepas de Pseudomonas foram identificadas corretamente pelo Crystal® E/NF, em comparagao com 41 das 45 
especies com base no sistema API® 20E. A porcentagem global de identificagoes incorretas dos bacilos nao 
fermentadores foi consideravelmente maior com o API " (13,8%) que com o Crystal® (6,3%). Os autores ressaltaram 
que uma vantagem do sistema Crystal® sobre o APE e que as bacterias fermentadoras e tambem as nao 
fermentadoras podem ser testadas no mesmo painel. Alem disso, o API ' 1 20NE pode exigir 48 horas de incubagao, 
enquanto o Crystal® E/NF requer apenas 18 horas de incubagao. Robinson et al. 912 estudaram 131 bacilos entericos 
com o Crystal® E/NF, inclusive 11 especies de bacilos nao fermentadores; contudo, tres especies (P aeruginosa, A. 
baumannii e S. maltophilia) representavam 90% dos bacilos nao fermentadores testados. O sistema Crystal® 
identificou corretamente todas as especies P. aeruginosa, A. baumannii e S. maltophilia testadas, mas identificou 
corretamente apenas 8 das 13 (61,5%) especies nao fermentadoras restantes testadas. 


Boxe7.14 


Sistemas API 20E e API 20NE para identificar bacilos nao fermentadores 


Configuragao funcional 

Cada sistema consiste em uma tira 
deplastico com 20 cupulas 
miniaturizadascontendo 
substratos desidratados e uma 
camara de incubagao de 
plastico comumatampa 
encaixada suavemente 
(Pranchas6.6 A e 7.5 D). Cada 
cupula tern urn pequeno 
orificio na parte superior, por 
meio do qual a suspensao 
bacteriana pode ser inoculada 
com uina pipeta. A agao da 
bacteria nos substratos produz 
turvagao ou alteragoes de cor, 
que sao interpretadas 
visualmente. 


Procedimento operacional 

Para os dois sistemas: acrescente 5 m£ de agua da torneira a uma bandeja 
de incubagao de forma a assegurar uma atmosfera umida durante a 
incubagao. Coloque a tira dentro da bandeja de incubagao. Prepare 
uma suspensao bacteriana do microrganismo a ser testado 
suspendendo as celulas de uma colonia bem isolada com 5 m£ de 
solugao salina esteril a 0,85%. A turbidez deve ser equivalente a urn 
padrao de 0,5 unidade McFarland. 

APf 20E: com uma pipeta de Pasteur, encha cada cupula com a 
suspensao bacteriana por meio do orificio de inoculagao. Cubra as 
tres cupulas de descarboxilases e a de urease com oleo mineral 
esteril. 0 conjunto deve ser incubado a 35°C por 24 a 48 h, antes da 
leitura dos resultados de acordo com as seguintes regras: depois de 
24 h, se a reagao de glicose for positiva, acrescente os reagentes, faga 
urn teste de oxidase e gere urn numero de perfil com 7 digitos, que 
deve ser procurado na parte branca do Indice de Perfis; se a reagao 
de glicose for negativa, mas tres ou mais outras reagoes forem 
positivas antes de acrescentar os reagentes, faga como foi explicado 
antes; se a reagao de glicose for negativa e menos que tres dos 
outros testes forem positivos, nao acrescente os reagentes, incube 
novamente a tira por mais 24 h e inocule para OF de glicose, meio de 
motilidade e agar MacConkey. Depois de 48 h, acrescente os 
reagentes, faga o teste de oxidase e gere urn numero de perfil com 9 
digitos, que deve ser procurado na parte azul do Indice de Perfis. 

API’20NE: Com uma pipeta de Pasteur, encha a parte do tubo das 
primeiras oito cupulas (N0 3 ate 0NPG) com a suspensao bacteriana. 
Inocule uma ampola com meio AUX com 4 gotas da mesma 
suspensao salina. Misture bem. Com outra pipeta esteril, inocule os 
testes de assimilagao - GLU ate PAC (cupulas com linhas coloridas) - 
enchendo o tubo e a cupula ate que se forme uma superficie plana 


Substratos induidos 

API20E: 

0NPG 

Arginina-di-hidrolase 

Lisina-descarboxilase 

Ornitina-descarboxilase 

Citrato 

Sulfeto de hidrogenio 
Urease 

Triptofano-desaminase 
(acrescentar FeCI 3 a 10%) 

Indol 

Voges-Proskauer (acrescentar 
K0H e a-naftol) 

Gelatina 

Glicose 

Manitol 

Inositol 

Sorbitol 

Ramnose 

Sacarose 

Melibiose 

Amigdalina 



de li'quido sem menisco. Acrescente oleo mineral as cupulas de GLU, Arabinose 
ADH e URE. Incube a tira por 24 h a 29° a 31°C. Depois de 24 h, 

Testes complementares: 

acrescente os reagentes de nitrato a cupula de N0 3 e o reagente de 

TRP a cupula correspondente. Fa$a a leitura e anote as reaves. Os Oxidase 

testes de assimilai;ao sao considerados positivos quando ha ^ 

crescimento vislvel na parte cupuliforme do tubo. Desse modo, 

obtem-se um numero de perfil com 7 dlgitos. Se nao for posslvel ^ as 

obter uma identlficagao segura ou o numero de perfil nao for Motilidade 


encontrado no livro de codigos, a tira de teste pode ser incubada por 

MacConkey 

mais 24 h. Para isso, cubra imediatamente as cupulas de N0 3 e TRP 

com oleo mineral. Anote os resultados dos testes de N0 3 , TRP e GLU OF d e 9^ cose oxidativa 

depois de 24 h; nao fa$a a leitura destes testes depois de 48 h. qf de glicose fermentadora 

API' 20NE: 

Testes bioqulmicos: 

Redu^ao de nitrato 
Triptofanase 
Fermentaijao de glicose 
Arginina-di-hidrolase 
Urease 

Hidrolise de esculina 
Gelatinase 
P-Galactosidase 
Testes de assimilagao: 

D-glicose 

L-arabinose 

D-manose 

/V-acetil-D-glicosamina 

Maltose 

d-gliconato 

Ca prato 

Adipato 

L-malato 

Citrato 

Fenilacetato 


RapID® IMF Plus System 



O sistema RapID® NF Plus (Remel) e um micrometodo que utiliza substratos cromogenicos e convencionais para 
identificar bacterias gram-negativas nao fermentadoras de glicose clinicamente importantes e algumas outras 
bacterias gram-negativas que fermentam glicose, mas nao fazem parte da famllia Enterobacteriaceae. Os testes 
incluldos no RapID" NF Plus System estao baseados na decomposigao microbiana de substratos especlficos 
detectados por varios sistemas indicadores. As reagoes usadas constituem uma combinagao de testes convencionais e 
testes cromogenicos com um unico substrata. O sistema esta descrito no Boxe 7.15. No estudo publicado por Kitch 
et al., 516 90,1% de todas as cepas foram identificadas corretamente no nivel da especie, sem realizar testes adicionais. 
Kiska et al. 575 demonstraram que o sistema NF Plus identificou corretamente 80% dos BNF isolados dos pacientes 
com FC, inclusive 81% das cepas de B. cepacia isoladas. Esse foi o indice global de identificagao mais alto dentre os 
quatro sistemas comerciais incluidos no estudo. Hoje em dia, o RapID" NF Plus e o unico sistema de testes nao 
automatizados de 4 horas disponivel para identificar bacilos nao fermentadores. 


Boxe 7.15 


RapID NF Plus System para identificar bacilos nao fermentadores 


Desenho funcional Procedimento operacional 


0 sistema consiste em 10 cavidades 
moldadas na bordadeuma 
bandeja plastica descartavel 
(Prancha 7.5 F), onde as 
reaves ocorrerao. Essas 
cavidades contem reagentes 
desidratadose a bandeja 
permite a inoculagao 
simultanea de cada cavidade 
com um volume 
predeterminado do inoculo. 
Quando o inoculo a ser testado 
e acrescentado a cavidade, o 
substrato do teste e reidratado 
e a reagao tern inicio. Depois da 
incubagao por 4 h, cada 
cavidade e examinada quanto 
a reatividade observando-se o 
aparecimento de alguma cor. 
Emalgunscasos, reagentes 
precisam ser acrescentados as 
cavidades do teste para 
produzir alteragoes de cor. 0 
padrao resultante das reagoes 
positivas e negativas e usado 
como base para a identificagao 
da bacteria isolada por 
comparagao dos resultados 
com a reatividade dos 
microrganismos conhecidos e 


Prepara0o dosinoculos: os microrganismos a serem testados devem ser 
cultivados em cultura simples e examinados pela coloragao com 
Gram e oxidase, antes que o RapID NF System seja usado. Os 
microrganismos testados podem ser retirados de varios meios de 
cultura em agar seletivos e nao seletivos. As placas usadas para 
preparar os inoculos devem ter preferencialmente 24 a 48 h a contar 
da inoculagao. Utilizando um swab com ponta de algodao ou uma 
alga de inoculagao, retire os microrganismos da placa de agar e 
suspenda-os no Li'quido de Inoculagao RapID para produzir turbidez 
detectavel visualmente no minimo a 1 unidade e no maximo 3 
unidades do Padrao de Turbidez de McFarland. As suspensoes devem 
ser misturadas cuidadosamente e utilizadas nos primeiros 15 min 
depois da preparagao. 

Inoculagao dospaineis: retire a tampa do painel, que recobre o acesso 
para inoculagao. Com uma pipeta de Pasteur, transfira 
cuidadosamente todo o conteudo do li'quido de inoculagao para o 
angulo superior direito do painel. Tampe novamente o acesso de 
inoculagao pressionando a tampa novamente no lugar. Depois de 
acrescentara suspensao de teste, incline o painel com as cavidades 
de teste voltadas para cima a um angulo aproximado de 45°. 
Enquanto o painel esta inclinado desta forma, gire-o suavemente de 
um lado para outro de forma a distribuir uniformemente o inoculo 
ao longo das colunas posteriores. Enquanto mantem a posigao 
horizontal nivelada, incline suavemente o painel para frente na 
diregao das cavidades de reagao, ate que o inoculo circule pelas 
colunas posteriores para dentro das cavidades de reagao. Incube os 
paineis a 35° a 37°C em uma incubadora sem C0 2 por 4 h. 

Leitura dospaineis: coloque o painel na bancada e tire a tampa que 
recobre as cavidades de reagao. Sem acrescentar quaisquer 
reagentes, faga a leitura e gradue as reagoes de 1 a 10, comegando a 


Substratos incluidos 

Arginina-di-hidrolase 

Utilizagao de tiol alifatico 

Hidrolise de trigliceridios 

A hidrolise enzimatica de glicosidio 
ou substratos de nitrofenil 
ligados a fosfodiester libera o- 
nitrofenol ou p-nitrofenol 
amarelo: 

p-Nitrofenil-fosfoester 

p- N i trofen i I-Af-a ceti l-|3, D- 
glicosamina 

p-Nitrofenil-a, D-glicosidio 

p-Nitrofenil-p, D-glicosidio 

o-Nitrofenil-p, D-galactosidio 

Hidrolise de ureia 

Utilizagao de glicose 

A hidrolise enzimatica dos 
substratos de p-naftilamidas 
ligados aos substratos libera (3- 
naftilamina livre, que e 
detectada pelo reagente RapID 
NF Plus: 

Prolina-(3-naftilamida 

Pirrolidina-p-naftilamida 

g-Glutamil-p-naftilamida 



leitura da esquerda para a direita; registre os resultados no 
formulario do relatorio. Anote a cor da cavidade 10 (GLU) no espagi 
fornecido no bloco do relatorio. Em seguida, acrescente duas gotas 
do reagente NF Plus nas cavidades 4 a 8, duas gotas do reagente 
Innova Spot Indol na cavidade 9 e duas gotas do reagente Innova 
Nitrate A na cavidade 10. Espere 30 s, mas nao mais gue 3 min para 
gue apare^a alguma cor. Registre os resultados nas celulas 
apropriadas do formulario do relatorio. Procure a especie no 
Compendio de Codigos ou no banco de dados informatizados. 


Biolog® System 

O Biolog® System (Biolog, Hayward, CA) esta descrito no Capitulo 6. A versao mais nova do sistema Biolog® 
disponivel para testes manuais e o GEN III MicroLog® M System sem computador (MLM). A bioquimica redox de 
ultima geragao do sistema Biolog® permite testar e identificar bacterias gram-positivas e gram-negativas aerobias no 
mesmo painel de teste. A coloragao pelo Gram e outros pre-testes nao sao mais necessarios. O protocolo de 
instalagao e simples e pode ser realizado em cerca de um minuto. O Biolog® Microbial ID System pode identificar 
rapidamente mais de 2.500 especies de bacterias aerobias e anaerobias, leveduras e fungos. Infelizmente, esse 
produto nao foi aprovado pela FDA para uso em diagnostico humano in vitro, mas pode ser um recurso valioso em 
microbiologia veterinaria, pesquisa ou testes em laboratories de referenda. 256 ' 453,1214 

Metodos de identificagao baseada em sistemas automatizados 
Vitek® Legacy System 

O Vitek® Legacy System (bioMerieux) descrito no Capitulo 6 tambem tem sido usado com sucesso para identificar 
bacilos nao fermentadores mais comumente encontrados no laboratorio clinico. Pfaller et a/. 644 testaram 91 BNF e 
90,1% foram identificados corretamente. Quinze por cento foram identificadas em 4 horas, outros 45% foram 
identificados em 5 a 8 horas e outros 40% foram identificados em 9 a 18 horas. Colonna et al. 225 testaram 142 BNF e 
encontraram concordancia de 79,6% com o sistema API® NFT. Kiska et al. 575 avaliaram quatro sistemas de 
identificagao, inclusive o cartao da Vitek® GNI, para identificar BNF dos pacientes com FC. No total, os autores 
testaram 150 cepas isoladas, inclusive 58 de B. cepacia, 30 de S. maltophilia, 24 de A. xylosoxidans, 14 de P 
aeruginosa e 24 de outros BNF. O sistema Vitek® identificou corretamente apenas 50% das cepas de B. cepacia e 
60% de todas as bacterias. O’Hara et al .'° 7 testaram 23 bacilos nao fermentadores (8 de Acinetobacter, 10 de P 
aeruginosa e 5 de S. maltophilia) e relataram identificagao correta de 100% com o cartao da Vitek® GNI e versao do 
software R07.1. Rhoads et al. 901 testaram 80 cepas de A. baumannii e 39 de P. aeruginosa e relataram identificagoes 
corretas de 100% e 84,6%, respectivamente, com o cartao da Vitek GNI e versao do software AMS-R08.2. Sung et 
al. avaliaram o sistema GNI+ para identificar 301 cepas de BNF representando 25 especies diferentes. O indice de 
identificagao correta no nivel das especies nos testes iniciais foi de 71,8%, mas aumentou para 92,3% depois da 
realizagao de alguns testes adicionais recomendados pelo protocolo do fabricante. 1045 

Vitek® 2 System 

O Vitek® 2 System esta descrito detalhadamente no Capitulo 6. O cartao original do Vitek 2 para identificar bacterias 
gram-negativas foi redesenhado para melhorar a identificagao das bacterias fermentadoras e nao fermentadoras. O 
cartao novo contem 47 testes (26 dos quais estavam incluidos no cartao anterior e 21 testes sao novos), em 
comparagao com 41 do cartao classico da Vitek® 2 ID-GNB. O banco de dados do cartao novo foi ampliado para 159 
taxons, em comparagao com apenas 101 do cartao original do Vitek® 2. Em um estudo realizado por Funke et al., 244 
133 dos 144 (92,4%) BNF foram identificados corretamente por meio dos cartoes novos do Vitek® 2. 


Triptofano-p-naftilamida 

IV-Benzila-arginina-p- 

naftilamida 

Utilizagao de triptofano com 
produgao de indol 

Redugao do nitrato de sodio 

Em conjunto com o teste de 
oxidase, os testes descritos 
acima totalizam os 18 
parametros do teste. 


incluidos emum banco de 
dados informatizado. 



Sistemas MicroScan® WalkAway-96, WalkAway-40 e Autoscan-4 

Esses tres sistemas (fabricados por Beckman Coulter, West Sacramento, CA) estao descritos no Capitulo 6 e todos 
dispdem de bancos de dados extensivo, que inclui algumas especies de BNF. Pfaller et al. " 44 utilizaram o WalkAway- 
96 Rapid Gram-Negative Panel e relataram que 92,3% dos bacilos nao entericos foram identificados corretamente 
com probabilidades acima de 85%. Tenover et al. 1064 avaliaram o WalkAway-96 (antes conhecido como autoSCAN- 
W/A®) quanto a sua capacidade de identificar 310 bacterias gram-negativas nao fermentadoras de glicose bem 
caracterizadas. Em seu estudo, os autores testaram dois paineis de identificagao: o painel colorimetrico seco Neg ID 
tipo 2 (DCP) e o painel fluorometrico rapido Neg ID (RFP). Os resultados obtidos com o DCP demonstraram que 
41,3% dos 286 microrganismos foram identificados corretamente com confianga de mais de 85%, enquanto 22,4% 
nao foram identificados incorretamente com o mesmo grau de confianga (erros significativos). Quinze por cento dos 
microrganismos nao foram identificados. Problemas de identificagao dos bacilos nao fermentadores relativamente 
comuns - inclusive P. fluorescens, P. putida e S. maltophilia - foram relatados com o painel DCP. Os autores 
relataram resultados melhores com os paineis RFP, com os quais 77,1% das 239 cepas isoladas foram identificadas 
corretamente, enquanto 25% foram identificados incorretamente. Esses pesquisadores tambem assinalaram que os 
resultados obtidos com os paineis RFP ficavam disponiveis em duas horas; deste modo, se nao for possivel 
identificar um microrganismo, outros testes bioquimicos podem ser inoculados no mesmo dia e pouco tempo sera 
perdido na identificagao dos microrganismos. Colonna et al. da UCLA testaram 142 BNF utilizando o painel rapido 
de 2 horas Neg ID e relataram concordancia de 74,6% com o sistema API® NFT. :: O’Hara et al. 191 dos CDC 
testaram 23 cepas de BNF, inclusive 8 de Acinetobacter, 10 de P. aeruginosa e 5 de S. maltophilia, e relataram 
precisao de 100% com o painel Walkaway Neg combo 3 e com a versao do software 17.02. Rhoads et al. 9 " 1 
relataram Indices de identificagao correta de 97,5% e 82,1% com cepas de A. baumannii e P. aeruginosa, 
respectivamente, utilizando o sistema Walkaway-96 com combo 6 para urina e combo 16 negative com versao de 
software 20.20. Sung et al. compararam o MicroScan® Walkaway (W/A) utilizando paineis convencionais Negative 
Combo tipo 12 (incubagao durante a noite) com o Vitek® GNI+ para identificar 301 cepas de BNF, representando 25 
especies diferentes. O W/A identificou corretamente 71,4% das cepas no nivel das especies por meio da testagem 
inicial, mas este indice aumento para 96% depois da realizagao de outros testes recomendados pelo protocolo do 
fabricante." 14 '' Saiman et al. 94 ' avaliaram a capacidade de identificar cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes 
com FC por meio do MicroScan® 1 Autoscan. Utilizando paineis Negative Combo tipo 15, que foram lidos depois de 
20 a 24 horas e novamente com 48 horas, os autores conseguiram identificar corretamente 57% (108 das 189) de 
cepas nao mucoides e 40% (24 das 60) de cepas mucoides. O erro de identificagao mais comum foi com a 
Pseudomonas fluorescens/putida . 941 

Em 1997, a MicroScan® atualizou os paineis do Rapid Gram-Negative Identification do Tipo 2 para o Tipo 3, de 
forma a aumentar a precisao da identificagao e eliminar a necessidade de cobrir os testes de descarboxilase com oleo 
mineral, assim como aumentar a validade do produto de 1 para 2 anos. O banco de dados do painel revisado tambem 
foi atualizado para incluir 119 taxons. Em um estudo dos paineis tipo 3 novos envolvendo varios centres de pesquisa, 
91,3% (63 das 69) foram identificadas corretamente no nivel das especies. 72 Em um estudo realizado por 
Schreckenberger et al., 959 92,2% (71 das 77) dos BNF (representando 10 especies) foram identificados corretamente 
no nivel das especies por meio dos paineis Rapid Gram-negative tipo 3. 

Sensititre® AP80 System 

Os paineis de identificagao Sensititre® AP80 (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH) podem ser inoculados e 
incubados off-line e, em seguida, lidos no Sensititre Autoreader®, ou podem ser inoculados e colocados no 
instrumento ARIS (Automated Reading and Incubation System) descrito no Capitulo 6. O painel do AP80 permite 
identificar bacilos gram-negativos em apenas cinco horas, com a opgao de realizar incubagao adicional durante a 
noite, se for necessario ou desejavel. Colonna et al. 225 testaram 142 BNF utilizando os paineis do Sensititre® AP80 e 
relataram concordancia de 71,1% com o API® NFT. Staneck et al. 11126 testaram 144 bacterias nao entericas, inclusive 
135 cepas nao fermentadoras representando oito especies. Noventa e tres por cento das cepas testadas consistiam em 
apenas tres especies (68 de P. aeruginosa, 33 de Acinetobacter e 25 de S. maltophilia). Os autores conseguiram 
identificar corretamente 99,2% dessas tres especies e 95,1% de todas as bacterias nao entericas testadas. O numero 
reduzido de especies nao fermentadoras desse estudo dificulta a avaliagao do desempenho desse sistema nos testes 
rotineiros dos bacilos nao fermentadores no laboratorio clinico. 


Phoenix® System 

O Phoenix®' Automated Microbiology System (Becton Dickinson Microbiology Systems) e um sistema totalmente 
automatizado para identificagao e testes de sensibilidade antimicrobiana. O Capitulo 6 descreve esse sistema em 
detalhes. Ate hoje, apenas alguns estudos publicados avaliaram esse sistema para identificar BNF. Stefaniuk et a/. 1029 
testaram 54 BNF (22 de P. aeruginosa, 17 de Acinetobacter e 15 de S. maltophilia ) e relataram concordancia de 
96,3% (52 das 54) com os metodos padronizados. Donay et al. 293 testaram 56 BNF representando sete especies e 
relataram identificagao correta de 89,3% com o sistema Phoenix, em comparagao com um sistema de identificagao 
de referenda. 

Metodos de identificagao baseados em sistemas moleculares 
Espectrometria de massa MALDI-TOF 

A tecnica MALDI-TOF MS esta descrita detalhadamente no Capitulo 6. Em uma revisao publicada recentemente, os 
autores revisaram essa tecnologia e suas aplicagoes atuais no laboratorio de microbiologia clinica.' 2, O desempenho 
geral da MALDI-TOF MS foi considerado significativamente melhor que os sistemas disponiveis no mercado para 
identificar BNF, embora seu desempenho global ainda esteja abaixo dos niveis satisfatorios. 14 ' 270 ’ 502,<960 Degand et al. 
avaliaram o desempenho do espectrometro Bruker® Autoflex com software de controle flexivel (Bruker Daltonics, 
Bremen, Alemanha) utilizando 512 cepas de BNF (predominantemente P. aeruginosa) isoladas dos escarros das 
criangas com FC, mais 47 cepas obtidas do Observatoire National des Cepacia (Toulouse, Franga) e identificaram 
corretamente 98,2% delas por meio da MALDI-TOF MS, em comparagao com o indice de identificagao correta de 
91,8% com o sistema API® 20E. Todos os erros de identificagao com a MALDI-TOF MS ocorreram com o 
complexo B. cepacia. 2 " Alumzara et al. 14 avaliaram o Bruker® MicroFlex LT com versao de software RUO 3.1 e 
conseguiram identificar corretamente 64,65% das cepas no nivel das especies e 28,28% no nivel dos generos (no 
total: 92,95%) das cepas de BNF isoladas da pratica clinica. Jacquier et al. 502 testaram 101 cepas de BNF isoladas 
clinicamente (exceto P. aeruginosa, A. baumannii e S. maltophilia) utilizando o Bruker® Autoflex com software de 
controle flex, o Vitek® 2 e o API® 20NE e conseguiram identificar corretamente 80,8%, 70,7% e 57,4% dos 
microrganismos no nivel das especies, respectivamente. Schreckenberger et al. realizaram uma comparagao lado a 
lado da Bruker® MALDI-TOF MicroFlex LT MS utilizando o software Biotyper® 3.0, do Vitek® MALDI-TOF MS 
System usando o software versao 2.0 e do Vitek® MS IVD utilizando software versao 2.0. As amostras estudadas 
incluiam 392 cepas de BNF isoladas menos comumente na pratica clinica, incluindo 30 generos, 71 especies e 5 
grupos inominados de BNF dos CDC. As cepas de P. aeruginosa produtoras de piocianina foram excluidas. Os 
resultados obtidos com os sistemas de MALTI-TOF MS foram comparados com os resultados fornecidos por um 
protocolo de identificagao convencional com 42 testes, conforme foi descrito por Schreckenberger. 4 ® 4 As 
discrepancias foram referendadas com o sequenciamento do rRNA 16S ou com o sequenciamento do genoma 
completo ( whole genome sequencing, ou WGS em ingles) utilizando a tecnologia MiSeq® da Illumina. Os indices de 
identificagao correta no nivel das especies foram de 62,1%, 48% e 54,3% com o Bruker RUO, Vitek® Ruo e Vitek® 
IVD, respectivamente. Os indices de identificagao correta obtidos na identificagao apenas do genero e da 
combinagao de generos e especies para as tres bibliotecas avaliadas foram de 89,7% com o Bruker® RUO, 87,1% 
com o Vitek® MS RUO e 83,3% com o Vitek® MS IVD. Os dois sistemas forneceram niveis baixos (< 5%) de 
identificagdes incorretas; contudo, a capacidade de identificar corretamente os BNF no nivel das especies foi 
reduzida nos dois sistemas. E necessario aperfeigoar os bancos de dados usados para identificar BNF por meio 
desses dois sistemas, de forma a assegurar a identificagao precisa destas bacterias no nivel das especies. 960 

Sequenciamento do gene do rRNA 16S 

Em razao do baixo desempenho dos sistemas disponiveis no mercado para identificar BNF e, em algumas condigoes, 
do desempenho insatisfatorio da tecnica MALDI-TOF MS para identificar estas bacterias no nivel das especies, os 
laboratories tem utilizado cada vez mais os metodos de sequenciamento (p. ex., sequenciamento do gene do rRNA 
16S) para definir a identidade das cepas clinicamente relevantes. O rRNA 16S e um dos componentes da subunidade 
pequena 30S dos ribossomos das celulas procariotas. O uso do gene do rRNA 16S nos estudos filogeneticos foi 
introduzido por Carl Woese, porque este gene e amplamente conservado entre as diversas especies de bacterias e 
arqueias e em razao da taxa de evolugao lenta desta regiao do gene bacteriano. 1 2,1183 Alem dos locais de ligagao 
altamente conservados dos iniciadores, as sequencias do gene do rRNA 16S contem regioes hipervariaveis, que 


podem fornecer sequencias de assinatura especie-especificas uteis a identificagao das bacterias. Por isso, o 
sequenciamento do gene do rRNA 16S tomou-se comum em microbiologia clinica, na medida em que e uma 
alternativa rapida de baixo custo para os metodos fenotipicos de identificagao bacteriana. 203 

Jacquier et al. 502 testaram 188 BNF recolhidos de 9 hospitals franceses e conseguiram identificar 92% no nivel 
das especies e 100% no nivel dos generos utilizando o sequenciamento dos genes do rRNA 16S. Cloud et al. 
compararam as identificagdes fenotipicas de 96 BNF isolados da pratica clinica com as identificagoes realizadas por 
meio do sequenciamento parcial do gene do rRNA 16S 5’ utilizando o sistema MicroSeq® 500 (Life Technologies, 
Grand Island, NY). O sequenciamento identificou 88 cepas (91,7%) com semelhanga > 99%, enquanto 8 cepas 
(8,3%) puderem ser identificadas confiavelmente apenas no nivel dos generos com base no sequenciamento. Os 
testes fenotipicos foram realizados pelos metodos fenotipicos convencionais disponiveis no mercado, que eram 
utilizados em cada um dos laboratories participantes, incluindo-se os sistemas Vitek® ou API® 20NE (bioMerieux, 
Durham, NC) ou o sistema MicroScan® (Beckman Coulter, Sacramento, CA). Com base nos testes fenotipicos, 50/96 
(52,1%) das cepas de BNF foram identificadas corretamente no nivel das especies e 11/96 (11,4%) foram 
identificadas corretamente no nivel dos generos (no total: 63,5%). 206 O maior numero de discrepancias com os testes 
fenotipicos ocorreu com aR fluorescens (7/9) e a S. maltophilia (11/19). 206 Em outro estudo realizado por Mignard e 
Flandrois, 683 BNF isolados da pratica clinica foram analisados por sequenciamento do rRNA 16S. Os autores 
conseguiram identificagdes no nivel das especies de 568 (83,1%) das bacterias e no nivel dos generos de apenas 108 
(15,8%) delas, mas 7 (1%) nao puderem ser identificadas com base no sequenciamento. 733 Em um estudo 
prospective, Bosshard et al. compararam o sequenciamento do rRNA 16S com dois sistemas de identificagao 
disponiveis no mercado (API® 20NE, cartao do Vitek-2® Fluorescent; bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) 
utilizando 107 cepas de BNF (exceto Pseudomonas aeruginosa) isoladas de hemoculturas e de especimes clinicos 
relevantes, quando a identificagao era necessaria. Com base no sequenciamento do rRNA 16S, os autores 
conseguiram identificar 92% das cepas no nivel das especies e 8% no nivel dos generos (total: 100%). Utilizando o 
sistema API® 20NE, 54% das cepas foram identificadas no nivel das especies e 7% no nivel do genero (total: 61%), 
enquanto 39% das cepas nao puderam ser identificadas. No caso do sistema Vitek-2®, os autores conseguiram 
identificar 53% no nivel das especies, 1% no nivel dos generos (total: 54%) e 46% nao puderam ser identificados. 113 

Resolutividade do sequenciamento do gene do rRNA 16S. O sequenciamento do gene do rRNA 16S e 
muito util na classificagao das bacterias, tem resolutividade baixa na definigao filogenetica no nivel das especies e 
pouca capacidade de discriminagao de alguns generos. 113,503,73J Com referencia aos BNF, isso e especialmente 
aplicavel aos membros do complexo Burkholderia cepacia, ao Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter 
baumannii, alguns membros do genero Pseudomonas e aos generos Achromobacter, Bordetella e Ralstonia) 

Como ocorre com qualquer metodo de identificagao, o sequenciamento do gene do rRNA 16S tem suas 
limitagoes e os laboratoristas devem estar cientes destas armadilhas quando utilizam esta tecnica para identificar 
bacterias no laboratorio clinico. 503,733 

Selecao do sistema 

Antes de decidir quanto a utilizagao de um sistema comercial para identificar bacilos nao fermentadores, os 
microbiologistas clinicos precisam avaliar parametros como precisao, relagao custo-eficacia e efeitos no fluxo de 
trabalho. Os sistemas disponiveis no mercado alcangam niveis de precisao iguais ou superiores aos dos metodos 
convencionais usados para identificar P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e S. maltophilia', contudo, estes 
microrganismos metabolicamente ativos tambem podem ser identificados com facilidade por meio de alguns testes 
bioquimicos simples descritos antes neste capitulo. Muitos tem adotado um dos sistemas disponiveis no mercado por 
motivos praticos. Entretanto, em razao da sensibilidade e especificidade baixas relatadas na identificagao de alguns 
dos bacilos nao fermentadores mais exigentes e bioquimicamente inativos, outros meios diferenciais complementares 
ainda devem ser conservados. Por isso, a identificagao definitiva de muitos bacilos nao fermentadores ainda requer 
experiencia, tecnica consideravel e acesso a diversos meios de cultura frescos conservados sob controle de qualidade 
rigoroso. Como um numero relativamente pequeno de bacilos nao fermentadores, principalmente das tres especies 
mencionadas antes, e encontrado na maioria dos laboratories de pequeno e meio portes, deve-se considerar 
cuidadosamente a conveniencia de contar com um laboratorio de referencia. A identificagao dos bacilos nao 
fermentadores nao e dificil quando o microbiologista decide devotar tempo e dedicagao necessarios a obtengao de 
um nivel de precisao aceitavel. Os sistemas pre-acondicionados podem ser recomendados, contanto que os 


microbiologistas conhe 5 am seus inconvenientes e estejam prontos para realizar testes adicionais para identificar 
bacterias exigentes ou fracamente reativas. 
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PARTE I | BACILOS CURVOS - CAMPYLOBACTER, WOLINELLA, ARCOBACTER, HELICOBACTER E 
BACTERIAS RELACIONADAS 

Antecedentes historicos 

O microrganismo atualmente classificado como Campylobacter jejuni foi descoberto em 1931 por Jones et al. 202 como agente 
etiologico da disenteria de invemo em bovinos. Passaram-se 26 anos para que King descrevesse um grupo de bacilos curvos 
microaerofilos e moveis, isolados do sangue de criangas com disenteria aguda, que foram designados por essa pesquisadora como 
“vibrioes relacionados”, pelo fato de serem semelhantes, em muitos aspectos, a Vibrio fetus. 225 King sugeriu, de maneira perspicaz, 
que os vibrioes isolados do sangue das criangas poderiam estar estreitamente relacionados com o microrganismo V. jejuni descrito 
por Jones, em 1931, e que o microrganismo poderia ser mais importante como causa de sindromes diarreicas infantis de etiologia 
desconhecida do que se acreditava a principio. 

Esta foi uma declaragao profetica; entretanto, outros 15 anos transcorreram para que essa associagao fosse comprovada em 
laboratorio. Em 1972, Dekeyser et al. 96 isolaram os “vibriSes relacionados” das fezes de pacientes com enterite aguda, utilizando 
uma tecnica de filtragao que possibilita a passagem dos pequenos bacilos curvos atraves da membrana, retendo, entretanto, os 
microrganismos fecais maiores. Seguiram-se varios outros relatos, que associaram vibriSes relacionados (V. fetus, subesp. jejuni; C. 
jejuni ) com a gastrenterite humana, de distribuigao mundial. 4 "' 41211 Desde entao, essa incidencia relativa tem sido a experiencia na 
maioria dos laboratories clinicos, embora, durante esses ultimos anos, se tenha observado um declinio, em certo grau, das taxas de 
isolamento. 

A historia da descoberta de Helicobacter pylori (anteriormente denominado Campylobacter pyloridis e, em seguida C. pylori) e 
ainda mais repleta de peripecias. A “descoberta” do microrganismo e atribuida a Warren e Marshall em Perth, na Australia, em 
1982; 44 entretanto, na literatura que data do inicio do seculo XX, aparecem muitas descrigoes previas de microrganismos 
espiralados em amostras de biopsia de mucosa gastrica humana. 1 2 ' 2 ' : Somente apos ter obtido uma cultura bem-sucedida dessa 



bacteria, utilizando a “atmosfera para Campylobacter ” peculiar, e que foi dispensada uma seria atengao a esse microrganismo, que 
pode constituir a causa mais comum de infecgao gastrintestinal (GI) humana, bem como a causa mais frequente de gastrite. " 

Classificacao de Campylobacter e taxons relacionados 

A classificagao dos bacilos gram-negativos microaerofilos sofreu mudangas consideraveis no decorrer dessas ultimas decadas. 
Vandamme et a/., 430,433 utilizando uma variedade de tecnicas moleculares, incluindo hibridizagao DNA-rRNA, analise da sequencia 
do RNA ribossomico (rRNA) 16S e analise de imunotipagem, determinaram que as especies de Campylobacter e taxons 
relacionados pertencem ao mesmo grupo filogenetico, ao qual deram o nome de superfamilia VI de rRNA. Nessa superfamilia VI 
de rRNA foram incluidos cinco generos, Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, Wolinella e “Flexispira" (que 
subsequentemente foi colocado no genero Helicobacter). As caracteristicas que diferenciam esses generos relacionados estao 
listadas na Tabela 8.1. Solnick et al. descreveram dois microrganismos espiralados gastricos humanos nao cultivaveis, 
“Gastrospirillum hominis ” 1 e 2, que eles identificaram como helicobacterias por meio de analise do rRNA 16S, dando-lhes o nome 
provisorio de “ Helicobacter heilmanniF , 390 Apos o sucesso do isolamento de “Candidatus H. heilmannif’ in vitro, em 2012, esse 
microrganismo teve o seu reconhecimento taxonomico completo como H. heilmannii. m 

Os estudos realizados por Thompson et al. 42 1 mostraram que as especies de bacterias incluidas na superfamilia VI de rRNA 
podiam ser separadas em tres grupos distintos de rRNA. Esses pesquisadores relataram que apenas os microrganismos incluidos no 
grupo I de rRNA (C. fetus, C. coli, C. jejuni, C. lari, C. hyointestinalis, C. concisus, C. mucosalis, C. sputorum e C. upsaliensis) 
representavam os verdadeiros campilobacteres. Paster e Dewhirst’ 34 verificaram a existencia de uma estreita relagao entre Wolinella 
cun’a, W. recta, Bacteroides gracilis, B. ureolyticus, e os verdadeiros campilobacteres que compSem o grupo I de homologia de 
rRNA e sugeriram que todos os membros do grupo campilobacter fossem colocados no genero Campylobacter. Vandamme et al 433 
confirmaram os achados de Thompson et al. 421 e de Paster e Dewhirst’ 34 e propuseram uma descrigao modificada do genero 
Campylobacter para incluir todos os microrganismos colocados no grupo I de homologia, bem como a transferencia de W. cun’a e 
W. recta para o genero Campylobacter, como C. cun’us e C. rectus, respectivamente. Vandamme et al. 4 ' 4 propuseram a 
reclassificagao de B. gracilis como Campylobacter. Entretanto, embora B. ureolyticus fosse considerado urn membro da familia 
Campylobacteraceae, permaneceu como uma especie incertae sedis ate ser finalmente reclassificado como Campylobacter 
ureolyticus, em 2010. 434 

O grupo II de rRNA continha um grupo homogeneo de microrganismos para os quais Vandamme et a/. 433 propuseram a 
designagao do genero Arcobacter. No momento em que este capitulo estava sendo redigido, o genero Arcobacter incluia 18 
especies isoladas de uma ampla variedade de animais de criagao, moluscos, mexilhoes, fontes de agua e esgoto. 

O grupo III de rRNA continha membros de tres generos diferentes, Helicobacter, Wolinella e “ Flexispira ”, e uma especie 
inominada, CLO-3. Vandamme et al. 42 ’ 2 ’ modificaram a descrigao do genero Helicobacter e propuseram a transferencia de 
Campylobacter cinaedi e C. fennelliae para o genero Helicobacter, como H. cinaedi e H. fennelliae, respectivamente. “ Flexispira” 
esta atualmente incluida no genero Helicobacter. W. succinogenes continua sendo a unica especie do genero Wolinella e nao tern 
sido associada a infecgSes humanas. 

Genero Campylobacter 

As especies de Campylobacter sao bacterias espiraladas e curvas, microaerofilas ( i. e., que necessitam de um teor baixo de O 2 ) e 
capnofilicas (/. e., que necessitam de um teor aumentado de CO 2 ), que sao moveis em virtude da presenga de um unico flagelo polar 
sem bainha. Esses microrganismos sao nao fermentadores e nao oxidativos no seu metabolismo e obtem a energia a partir da 
utilizagao de aminoacidos e intermediaries de 4 a 6 carbonos do ciclo de Krebs. Esses microrganismos eram antigamente 
classificados com as especies de Vibrio, ate que estudos de homologia de DNA demonstraram que eles nao tinham nenhuma relagao 
com os vibrioes. Ate mesmo entre as especies atualmente reconhecidas de Campylobacter, existe muita diversidade genotipica e 
fenotipica. Os microrganismos vivem em uma ampla variedade de nichos ecologicos e ambientes. A maioria das especies e 
encontrada em animais (gado bovino, suinos) e provoca infertilidade e aborto. 

Campylobacter jejuni subesp. jejuni 

Importancia clhiica. C. jejuni subesp. jejuni e o patogeno humano mais importante entre os campilobacteres. Possui 
distribuigao mundial, e, nos paises industrializados, e isolado de amostras de fezes diarreicas com frequencia duas a sete vezes 
maior quando comparado a Salmonella ou Shigella} 4 E tambem onipresente em animais domesticos - os animais de estimagao 
podem ser portadores do microrganismo, e a grande maioria dos galinaceos, perus e aves aquaticas e colonizada. 130 O consumo de 
leite nao fervido 74,439 e de aves parcialmente cozidas 13 ' 1 e a ingestao de agua contaminada 1 ’ ,31 ° constituent as fontes comuns de 
infeegoes humanas. 14 A enterite causada por esse microrganismo caracteriza-se pela ocorrencia de dor abdominal, diarreia 
sanguinolenta, calafrios e febre. Na maioria dos individuos, a infecgao e autolimitada e desaparece em 3 a 7 dias. Os pacientes 
convalescentes podem continuar excretando o microrganismo durante 2 semanas a 1 mes. Se a doenga for grave, o paciente pode 
ser tratado com eritromicina oral. 


Tabela 8.1 Caracteristicas para a diferenciagao de Arcobacter, Campylobacter, Wolinella, Helicobacter e “Flexispira". 

Redugaodo Crescimento Hidrolise da Crescimentoa Morfologia celular 


Genero 


Crescimento a 


Bainha 




nitrato 

em glicina a 

0,5% 

ureia 

15°C 

30°C 

42°C 


flagelar 

Arcobacter 

+ 

Dl 

V 

+ 

+ 

- 

Bacilos curvoseespiralados 

Ausente 

Campylobacter 

+ 

V 

- 

- 

+ 

V 

Bacilos curvoseespiralados 

Ausente 

Wolinella 

+ 

- 

- 

- 

- 

F 

Espiralado 

Ausente 

Helicobacter 

V 

+ 

V 

- 

V 

V 

Bacilos curvoseespiralados 

Presente 

"Flexispira" 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Bacilos fusiformes retos 

Presente 


+ = 90% ou mais das cepas positivas; - = 90% ou mais das cepas negativas; V = 11 a 89% das cepas positivas; F = reagao fraca; Dl = dados 
indisponiveis. 

Dados modificados da referenda 433. 


Embora a enterite e as sindromes diarreicas continuem sendo as manifestagoes mais comuns das infecgoes por Campylobacter, 
surgiram outras doengas nesses ultimos anos. Foram relatados casos de artrite septica, meningite e proctocolite secundaria a C. 
jejuni:' 4 ’ O C. jejuni tem sido descrito como causa de bacteriemia principalmente em pacientes idosos e imunocomprometidos,' 2 ' e 
foi relatado um paciente com infecgao de protese articular apos uma doenga diarreica. 4 ' 8 Atualmente, existem varios relatos que 
associam a infecgao por C. jejuni a sindrome de Guillain-Barre (SGB), uma doenga desmielinizante aguda dos nervos 
perifericos. 154,233 ’ 362 ’’ 93 Os dados provenientes de estudos de testes sorologicos e culturas mostram que 20 a 40% dos pacientes com 
SGB sao infectados por C. jejuni dentro de 1 a 3 semanas antes do aparecimento dos sintomas neurologicos. 13 Entretanto, o risco de 
desenvolver a sindrome apos infecgao por C. jejuni e muito pequeno (< 1 caso de SGB/1.000 infecgoes por C. jejuni)} 4 Nao existe 
nenhuma relagao entre a gravidade dos sintomas GI e a probabilidade de desenvolver SGB apos a infecgao por C. jejuni', e, de fato, 
ate mesmo infecgoes assintomaticas podem desencadear o desenvolvimento de SGB. 12 Nos EUA e no Japao, 30 a 80% dos isolados 
de C. jejuni de pacientes com SGB pertencem ao sorotipo 0:19 de Penner. 15,135 A infecgao causada por C. jejuni tambem foi 
associada a uma doenga imunoproliferativa do intestino delgado (tambem denominada doenga da cadeia alfa). 249 Alios procedeu a 
uma revisao da epidemiologia, da patogenia e das manifestagoes clinicas da infecgao por C. jejuni} 4 

Identificaqao presuntiva a partir de amostras de fezes. E possivel estabelecer um diagnostico presuntivo de enterite por 
Campylobacter quando se observa, em preparagoes de amostras de fezes diarreicas coradas pelo metodo de Gram, a presenga de 
formas caracteristicas gram-negativas curvas, em formato de S ou em asa de gaivota, ou ainda em espirais longas (Prancha 8.1 A). 
Pode-se considerar o exame de preparagdes a fresco ou de esfregagos corados de todas as amostras de fezes diarreicas a procura de 
leucocitos polimorfonucleares e presenga de formas bacterianas sugestivas de especies de Campylobacter. Em alguns laboratories, 
as amostras de fezes para pesquisa de especies de Campylobacter nao sao ainda mais processadas, a nao ser que seja constatada a 
presenga de leucocitos polimorfonucleares. A justificativa para essa pratica reside na pouca probabilidade de isolamento de especies 
de Campylobacter em numeros clinicamente significativos a partir de amostras de fezes com ausencia de leucocitos. O tempo gasto 
e o uso de meios especiais de cultura para amostras nas quais existe pouca probabilidade de isolamento de microrganismos 
importantes nao sao considerados economicamente viaveis. 

Metodos de isolamento laboratorial. O isolamento bem-sucedido de C. jejuni a partir de amostras de fezes depende do uso de 
meios seletivos de cultura (p. ex., Campy-Thio, Campy-BAP) da incubagao em temperatura elevada (42°C) e da atmosfera 
apropriada de incubagao (5% de oxigenio, 10% de CO 2 , 85% de nitrogenio). Foi relatado que a tecnica de filtragao atraves de 
membrana, que e usada em meio agar-sangue nao seletivo, e tao efetiva quanto o uso de meios seletivos de cultura para o 
isolamento de C. jejuni , 398 Esse metodo tem a vantagem de possibilitar o isolamento de campilobacteres senslveis a antibioticos. 
Nessas ultimas decadas, os laboratories de microbiologia clinica tem utilizado, em sua maioria, meios de cultura seletivos e 
condigoes especiais de incubagao necessarios para o isolamento de especies de Campylobacter. 

Varios procedimentos podem ser utilizados para a obtengao de uma atmosfera gasosa apropriada para a cultura de especies 
microaerofilas de Campylobacter. Incluem procedimentos de extragao-substituigao, geradores de gases descartaveis e uso do 
principio de Fortner. Dois desses procedimentos, que tem sido utilizados com sucesso por varios pesquisadores, estao delineados na 
Tabela 8.2. Nao se recomenda o uso de incubadora de C0 2 para a cultura de Campylobacter, visto que apenas as cepas que sao 
muito aerotolerantes crescem na atmosfera produzida. De modo semelhante, nao se recomenda o uso de jarra de vela com extingao 
da chama, visto que o nivel de oxigenio alcangado (12 a 17%) e demasiadamente alto para o crescimento ideal de especies de 
Campylobacter. 244 ' 442 

Foram desenvolvidos varios meios seletivos para possibilitar o isolamento de C. jejuni a partir de amostras de fezes. Merino et 
a/. 281 avaliaram a eficacia de sete meios seletivos para o isolamento de Campylobacter. Os nomes desses meios, a sua composigao e 
um resumo da avaliagao de cada um deles sao apresentados na Tabela 8.3. Na maioria dos laboratories clinicos, foram utilizados o 
meio seletivo de Butzler, o meio de Blaser (Campy-BAP) e o agar-sangue de Skirrow. Entretanto, Merino et a/. 281 constataram que 
o meio de Preston isento de sangue para Campylobacter, com cefoperazona, proporcionou o maior numero de isolamentos de C. 
jejuni. Karmali et al , 212 constataram que um meio seletivo a base de carvao (CSM), constituido de agar base Columbia, carvao 
ativado, hematina, piruvato de sodio, cefoperazona, vancomicina e ciclo-heximida e isento de sangue, e mais seletivo do que o meio 




de Skirrow e proporciona uma maior taxa de isolamento de C. jejuni a partir de cultures mistas. O carvao ativado, a hematina, o 
sulfato ferroso e o piruvato de sodio atuam como substitutos do sangue nos meios de crescimento para Campylobacter. Adiciona-se 
caselna para ajudar o crescimento de determinadas cepas de Campylobacter termofilicas e resistentes ao acido nalidlxico, que sao 
microrganismos ambientais. 

Tabela 8.2 Procedimentos utilizados por varios pesquisadores para criar um ambiente microaerofilo apropriado para a culture de 
especies de Campylobacter. 


Pesquisadores 

Procedimento 

Luechtefeld et al. m 

Extrair 75% do ar de uma jarra anaerobia e substituir, na pressao atmosferica, por uma mistura de 10% de C0 2 e 90% 

Extra^ao—substitui^ao 

de N 2 . Incubar seis placas de meio por jarra. 

Hebert etal. m 

Extrair 75% de ar de uma panela de pressao modificada esvaziando duas vezes o conteudo ate -38 cm de Hg e 

Extra^ao—substitui^ao 

substituir por uma mistura de 10% de C0 2 e 90% de N 2 ate a pressao atmosferica. As placas nao devem ocupar mais 


do que a metade do volume do recipiente. 


Tabela 8.3 Formulas de meios seletivos para o isolamento de Campylobacter jejuni. 


Meio 

Base 

Aditivos 

Meio seletivo de Butzler 

Meio liquido de tioglicolato (Difco Laboratories, 

Detroit, Ml) 

Agar (3%) 

Sangue de carneiro (10%) 

Bacitracina (25.000 Ul/^) 

Novobiocina (5 mg 11) 

Colistina (10.000 Ul/f!) 

Cefalotina (15 mg 1C) 

Actidiona (50 mg IB) 

Agar-sangue de Skirrow 

Agar-sangue base n 2 2 (Oxoid) 

Sangue lisado de cavalo (7%) 

Vancomicina (10mg/f’) 

Polimixina B (2.500 Ul/^) 

Trimetoprima (5 mg 1C) 

Meio de Blaser (Campy-BAP) 

Agar base para Brucella (Becton Dickinson, 

Microbiology Systems, Cockeysville, MD) 

Sangue de carneiro (10%) 

Vancomicina (10mg/£) 

Trimetoprima (5 mg 1C) 

Polimixina B (2.500 Ul/^) 

Cefalotina (15 mg 1C) 

Anfotericina B (2 mg 1C) 

Meio seletivo de Preston para Campylobacter 

Caldo nutritivo n 2 2 (Oxoid CM67) 

Agar New Zealand a 1,2% 

Sangue lisado de cavalo em saponina 5% 

Trimetoprima (lOgg/mf’) 

Polimixina B (5 Ul/mf!) 

Rifampicina (10 pg/rnf!) 

Ciclo-heximida (100 pg/rnf!) 

Meio de Preston isento de sangue para 

Caldo nutritivo n 2 2 (Oxoid CM67) 

Carvao bacteriologico 

Campylobacter 

Agar New Zealand a 1,2% 

Desoxicolato de sodio 


Sulfato ferroso 



Piruvato de sodio 


Hidrolisadode caserna 
Cefoperazona (32 mg II) 

Meio de Butzler para vibrioes Agar base Columbia (Oxoid CM331) Sangue de carneiro desfibrinado 

Cefoperazona (15 mg II) 

Rifampicina (10 mg /£) 

Colistina (10.000 Ul/f) 

Anfotericina B (2 mg II) 

Meio de Preston modificado Caldo nutritivo n 2 2 (Oxoid) Sangue de cavalo desfibrinado 7% 

Cefoperazona (32 mg II) 

Anfotericina B (2 mg II) 

Suplemento para crescimento de Campylobacter (Oxoid) 

Meio seletivo a base de carvao isento de sangue Agar base Columbia (GIBCO) Carvao ativado (Oxoid) 

Hematina (0,032 q/l) 

Piruvato de sodio (0,1 g li) 

Vancomcina (20 mg 1C) 

Cefoperazona (32 mg 1C) 

Ciclo-heximida (100 mg II) 

Dados obtidos das referencias 212 e 281. 

Endtz et a/. 108 compararam um meio seletivo semissolido e isento de sangue para motilidade 149 com dois CSM isentos de 
sangue, dois meios a base de sangue (meio de Skirrow e Campy-BAP de Blaser) e a tecnica de fdtragao atraves de membrana. 
Constataram que o CSM foi o unico meio mais apropriado; entretanto, as taxas de isolamento mais elevadas foram observadas 
quando o CSM foi usado em associagao com qualquer outro meio ou com a tecnica de fdtragao. Endtz et al. tambem relataram que 
o prolongamento do tempo de incubagao de 48 para 72 horas levou a um aumento na taxa de isolamento, independentemente do 
meio utilizado. 108 

Os swabs retais ou amostras de fezes obtidas com swab podem ser inoculados diretamente em uma pequena area da superficie 
de um dos meios de agar seletivos recomendados. As amostras de fezes formadas tambem podem ser processadas por meio de 
emulsificagao de uma pequena porgao (do tamanho de um amendoim) em soro fisiologico tamponado com fosfato ou caldo antes de 
semear uma ou duas gotas sobre a superficie do agar com uma pipeta Pasteur; de modo semelhante, uma ou duas gotas de amostras 
de fezes liquidas podem ser semeadas diretamente. 

O Boxe 8.1 fomece um resumo de um procedimento que possibilita o isolamento de campilobacteres entericos a partir de 
amostras de fezes. Essa tecnica e compativel com as informagdes atuais obtidas da literatura sobre as necessidades de culture dessas 
bacterias e mostra-se adequada para uso na maioria dos laboratories clinicos. 

Steele e McDermott’ 98 descreveram uma tecnica altemativa de fdtragao com membrana, que pode ser usada em associagao com 
um meio Campy-seletivo, com resultados equivalentes (Prancha 8.1 B e Boxe 8.2). 


Boxe 8.1 


Procedimento para o isolamento de C. jejuni e de outras especies entericas de Campylobacter de amostras de fezes 

1. Utilizando uma amostra de fezes ou uma amostra de swab em meio de Cary-Blair, preparar uma suspensao turva de fezes em 10 ml de caldo de infusao cerebro— 
coragao (BHI; do ingles, brain-heart infusion). Semear imediatamente uma ou duas placas (de preferencia duas) de um meio seletivo para Campylobacter (os 
melhores resultados sao obtidos com CSM, conforme assinalado no texto); semear em estrias para obter colonias isoladas e manter em uma jarra com nitrogenio (ver 
Capitulo 16) ate semear os meios remanescentes. 

2. Centrifugar levemente a amostra (em aproximadamente 1.000 g ) durante 5 min. 

3. Com uma seringa, retirar cerca de 5 ml do sobrenadante e filtrar atraves de um filtro Millipore de 0,65 p l esterilizado, conforme descrito por Butzler. 55 Descartar os 
primeiros 3 ml de liquido e utilizar 1 ou 2 gotas do liquido remanescente para semear duas placas de agar chocolate sem agentes seletivos ou um meio de agar- 




sangue, como o agar-sangue anaerobio dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), gue ira sustentar o crescimento de Campylobacter. Semear em estrias 
para isolamento. 

4. Incubar um conjunto de placas de agar Campy-seletivo e agar chocolate a 42°C em uma atmosfera de 5% de 0 2 ,10% de C0 2 e 85% de N 2 , e as placas restantes, a 35 a 
37°C na mesma atmosfera gasosa. 

5. Observar as placas depois de 24,48 e 72 h de incuba^ao a procura de colonias caracteristicas das especies de Campylobacter e identificar os isolados com as tecnicas 
descritas no texto. As placas gue nao apresentarem crescimento depois de 24 ou 48 h de incubagao devem ser incubadas por mais 24 a 48 h na mesma incubadora e 
nas mesmas condigoes atmosfericas gasosas ja descritas. 


Em geral, nao se recomenda o uso rotineiro do “caldo Campy” seletivo de enriquecimento. Os caldos de enriquecimento podem 
ser apropriados se houver atraso no envio das amostras de fezes, ou se forem deixadas por muito tempo em temperature ambiente. 
Cada diretor de laboratorio deve decidir se o uso de um caldo de enriquecimento sera benefico, com base nos padrdes de doengas 
locais e o grau de eficacia com que a coleta e o transporte de amostras de qualidade podem ser monitorados. Por serem 
microaerofilas, os campilobacteres tendem a crescer melhor proximo a parte superior do tubo. Se for utilizado um caldo para 
Campylobacter, deve-se utilizar o seguinte procedimento para repique: 

Utilizar uma pipeta de plastico polietileno da marca Falcon, que pode ser invertida. Colocar a ponta da pipeta 2,5 cm abaixo da 
superficie do meio e obter uma amostra de modo continuo a medida que a pipeta e retirada. Inverter a pipeta para facilitar a mistura 
da amostra, colocar tres gotas em uma placa Campy-BAP e semear em estrias para isolamento. Incubar como se fosse uma placa de 
culture primaria. 

Identificaqao a partir da cultura. O aparecimento de colonias em um dos agares seletivos para Campylobacter, que foram 
incubados a 42°C no ambiente microaerofilo descrito anteriormente, fomece uma evidencia presuntiva de que o microrganismo e 
uma das especies termofilicas de Campylobacter (mais comumente C. jejuni). A morfologia das especies de Campylobacter em 
agar seletivo varia desde colonias planas, cinzentas e irregulares, que podem ser secas ou umidas, ate colonias arredondadas, 
convexas e brilhantes, com bordas inteiras (Prancha 8.1 C, D). As colonias tendem a formar um crescimento confluente ao longo 
das estrias sobre a superficie do agar. Nao se observa a ocorrencia de reagdes hemoliticas em agar-sangue. A identificaqao pode ser 
ainda mais confirmada pela realizagao de testes rapidos de catalase e citocromo oxidase (C. jejuni, C. coli e C. lari sao positivos 
para ambos os testes). Em certas ocasioes, especies de bacterias termofilicas, alem de especies de Campylobacter, notavelmente 
Pseudomonas aeruginosa, podem aparecer e crescer nos meios seletivos. Entretanto, e pouco provavel que P. aeruginosa seja 
confundido com C. jejuni. A morfologia das colonias dos dois microrganismos e diferente, e, se houvesse qualquer duvida, a 
coloragao de Gram pode rapidamente diferenciar as especies de Campylobacter de P. aeruginosa. 


Boxe 8.2 


Tecnica de filtra$ao por membrana de Steele e McDermott 

1. Misturar 1 g de fezes em 10 mf de soro fisiologico esteril contendo esferas de vidro. Agitar durante 30 s. 

2. Colocar um filtro com membrana de triacetato de celulose Gelman 0,45 de 47 mm (Gelman n 2 63069) na parte central, sobre a superficie de uma placa de agar nao 
seletivo para Brucella contendo 5% de sangue de carneiro. 

3. Com uma pipeta Pasteur, colocar 8 a 10 gotas de suspensao fecal sobre a superficie do filtro. Ter cuidado para assegurar que as gotas nao se estendam ate a borda do 
filtro. 

4. Retirar o filtro e descartar a suspensao 30 min apos a aplicaqao. 

5. Incubar a placa em ambiente apropriado para cultura de especies de Campylobacter, conforme descrito anteriormente. 

As preparagdes de colonias de C. jejuni depois de 24 a 48 horas de incubagao em agar-sangue, coradas pelo metodo de Gram, 
revelam formas caracteristicas gram-negativas curvas, em fonnato de “S”, em asa de gaivota ou em espirais longas (Prancha 8.1 A). 
As formas cocoides sao observadas mais comumente em cultures mais velhas de C. jejuni, particularmente apos exposigao das 
colonias ao ar ambiente. E importante seguir estritamente o tempo correto de coloragao de Gram, visto que as especies de 
Campylobacter tipicamente exibem coloragao fraca. Por esse motivo, pode-se estender o tempo de coloragao do contracorante 
safranina em pelo menos 10 minutos para possibilitar maior intensidade de coloragao. 

Uma vez isoladas, ambas as subespecies de C. jejuni podem ser facilmente identificadas, visto que sao as unicas do genero que 
hidrolisam o hipurato (Prancha 8.1 E e Tabela 8.4). Alem disso, essa especie mostra-se resistente a cefalotina e e habitualmente 
sensivel ao acido nalidixico, embora se tenha relatos de ocorrencia ocasional de isolados resistentes (Prancha 8.1 F). 

Outras especies de Campylobacter. Na ocasiao da elaboragao deste capitulo, havia 33 especies e subespecies de Campylobacter 
descritas (http//www.bacterio.net/campylobacter.html). Somente as especies associadas a infecgdes humanas serao discutidas de 
modo mais detalhado neste capitulo. 

Campylobacter coli. C. coli, que esta estreitamente relacionado com C. jejuni, tambem e um importante patogeno humano 
transmitido por alimentos. 405 Compartilha varias caracteristicas de cultura com C. jejuni, incluindo sensibilidade ao acido nalidixico 
e resistencia a cefalotina. C. coli pode ser diferenciado de C. jejuni, pelo teste de hidrolise do hipurato (C. jejuni hidrolisa o 
hipurato, o que nao ocorre com C. coli). Quando esse microrganismo e isolado em laboratories que nao realizam o teste do hipurato, 
a leitura do laudo deve ser de “C. jejuni/C. coli”. Estima-se que C. coli seja responsavel por 5 a 10% dos casos de enterite por 




Campylobacter nos seres humanos. 290 Foi tambem relatado um paciente com infecgao das vias urinarias causada por C. coli 
resistente as quinolonas. 328 

Campylobacter concisus. C. concisus tem a capacidade de crescer em condigdes anaerobias e exige a presenga de hidrogenio ou 
de formiato para o seu crescimento. O microrganismo e isolado mais comumente de fissuras gengivais em seres humanos. 
Entretanto, pode tambem provocar doenga GI, particularmente em pacientes imunocomprometidos. 1,2,48,431 C. concisus foi sugerido 
como possivel agente etiologico da doenga de Crohn. 152,188,243,265,461,462,463 Em um estudo conduzido por Zhang et a/., 463 foi 
constatada a presenga mais frequente de C. concisus e foram detectados niveis mais elevados de anticorpos dirigidos contra essa 
bacteria em criangas com doenga de Crohn, em comparagao com controles. O isolamento de C. concisus de amostras de fezes exige 
o uso do metodo de filtragao (discutido em outra parte deste capitulo). 

Campylobacter curvus. C. curvus era originalmente denominado Wolinella cwrva. 413,433 As celulas sao gram-negativas, curtas e 
ligeiramente curvas. Alem disso, podem ocorrer celulas helicoidais ou retas. As cepas exibem motilidade rapida e semelhante a uma 
flecha e sao nao sacaroliticas. O microrganismo cresce em condigoes anaerobias e em atmosfera com 5% de 0 2 contendo H 2 . Nao 
ocorre nenhum crescimento em ar enriquecido com 10% de C0 2 . Todas as culturas necessitam de formiato e de fumarato para o seu 
crescimento em caldo. As colonias de algumas cepas exibem morfologia em corrosao em meios de agar. Foram isoladas cepas 
exclusivamente de fontes humanas, incluindo canal dentario, abscesso alveolar, abscesso hepatico, abscesso bronquico e 
sangue. 156,413 C. curvus e cepas semelhantes a C. curvus foram associadas a episodios esporadicos de gastrenterite sanguinolenta. 7 A 
Tabela 8.5 fomece caracteristicas uteis para distinguir C. curvus de especies semelhantes. 

Campylobacter fetus subesp. fetus. C. fetus subesp. fetus esta principalmente associado a aborto infeccioso do gado bovino e 
ovinos e constitui uma causa infrequente de infecgoes humanas. Em geral, as infecgoes resultam em doenga sistemica e acometem 
habitualmente individuos debilitados com doengas hepaticas cronicas, renais ou neoplasicas ou individuos com comprometimento 
da fungao imune. 68,336 Foi relatado que C. fetus subesp. fetus causa proctite e proctocolite em homens homossexuais; 99 trabalho de 
parto prematuro e sepse neonatal em seres humanos; 69 aborto septico, 412 meningite neonatal; 241 infecgao de protese de articulagao 
do quadril; 28,459 e endocardite tanto valvas nativas quanto de proteses valvares. 113 C. fetus e a especie mais comumente identificada 
de Campylobacter como causa de bacteriemia. 323 Em um estudo, foi constatado que pacientes com bacteriemia por C. fetus tinham 
idade mais avangada, eram mais provavelmente do sexo masculino e tinham mais tendencia a apresentar dispositivos medicos 
implantados e nenhuma causa identificada de imunossupressao, em comparagao com pacientes com bacteriemia causada por outras 
especies de Campylobacter , 323 Nao se acredita que C. fetus possa causar gastrenterite; todavia, em virtude de sua sensibilidade a 
cefalotina e ausencia de crescimento a 42°C, esse microrganismo pode nao ser isolado em laboratories clinicos nos quais sao 
utilizados meios seletivos e temperatures elevadas de incubagao como triagem para C. jejuni; por conseguinte, seu papel etiologico 
nessa infecgao nao e conhecido. 163 

Campylobacter fetus subesp. venerealis. C. fetus subesp. venerealis constitui parte da microbiota do trato genital de touros, 
porem nao tem sido associado a infecgao em seres humanos. ’ 85 

Campylobacter gracilis. O nome Bacteroides gracilis foi proposto por Tanner et al 412 para referir-se a um grupo de bacterias 
que causam corrosao do agar, originalmente consideradas anaerobias. Em 1995, Vandamme et al. propuseram a transference desse 
microrganismo para o genero Campylobacter como C. gracilis , 428 Essas bacterias sao encontradas em fissuras gengivais de seres 
humanos e foram isoladas principalmente de locais de infecgao tecidual profunda. 200,251,381,414 Johnson et al. relataram que 83% das 
amostras em que C. gracilis foi isolado foram obtidos de pacientes com infeegdes graves viscerais ou de cabega e pescogo. 200 Em 
um homem de 80 anos de idade com historico de hipertensao, nefropatia hipertensiva e doenga pulmonar obstrutiva cronica 
(DPOC), foi relatado o desenvolvimento de bacteriemia fatal causada por C. gracilis. 380 C gracilis e microaerofilo e nao sacarolitico 
e assemelha-se aos campilobacteres em quase todas as suas caracteristicas fenotipicas. As celulas individuais sao gram-negativas, 
pequenas e nao ramificadas; com frequencia, exibem extremidades afiladas e arredondadas. O crescimento e estimulado em cultures 
de caldo pelo formiato e fumarato. Esses microrganismo podem ser diferenciados de outros campilobacteres pela ausencia de 
flagelo e atividade de oxidase. 412 Os isolados de C. gracilis parecem ser menos sensiveis aos agentes antimicrobianos do que as 
especies estreitamente relacionadas (p. ex., C. ureolyticus), e foi relatado que apenas 67% dos isolados sao sensiveis a penicilina. 200 
Foi descrito um meio seletivo para o isolamento de C. gracilis que contem base de agar de soja tripticase, formiato, fumarato, 
nitrato e dois agentes seletivos, o acido nalidixico e a teicoplanina. 232 

Campylobacter helveticus. C. helveticus e um Campylobacter termofllico e catalase-negativo, que tem sido isolado das fezes de 
caes e gatos domesticos. 395 Deve-se assinalar o fato de que quase metade dos isolados de Campylobacter provenientes de gatos 
pertence a especie C. helveticus , 55 As colonias de C. helveticus sao aderentes ao agar-sangue e podem ser diferenciadas de outras 
especies termofilicas (C. jejuni, C. coli e C. lari), em virtude de uma reagao da catalase-negativa. O microrganismo e acetato de 
hidroxila-positivo e sensivel ao acido nalidixico e a cefalotina. 

Campylobacter hyointestinalis. Campylobacter hyointestinalis, que esta estreitamente relacionado com C. fetus subesp. fetus, 
foi inicialmente encontrado apenas em animais, principalmente como causa de ileite em suinos; 137 entretanto, mais recentemente, a 
sua presenga foi relatada em amostras clinicas humanas. Em um relato, C. hyointestinalis foi isolado de amostras de fezes de quatro 
individuos, todos eles com diarreia aquosa nao sanguinolenta. O individuo mais novo (8 meses) e o mais idoso (79 anos) eram do 
sexo feminino, enquanto os outros dois eram homens homossexuais. 107 Na Franga, foi relatado o caso de uma mulher de 52 anos de 
idade com leucemia mieloide cronica e diarreia aquosa nao sanguinolenta associada a esse microrganismo, 287 e, nos EUA, foi 
relatado o seu isolamento da culture retal de um homem homossexual com proctite. 115 C. hyointestinalis nao e isolado em muitas 


formulagoes de meios para Campylobacter, visto que ele e sensivel as cefalosporinas, como a cefalotina e a cefoperazona. Embora 
cresga a 42°C, seu crescimento e mais exuberante a 35°C. 115 O microrganismo tambem e resistente ao acido nalidixico, negativo 
para hipurato e produz sulfeto de hidrogenio em agar triplice agucar-ferro (TSI; do ingles, triple sugar iron). A produgao de sulfeto 
de hidrogenio em agar TSI depende da incubagao do teste emum ambiente microaerofilo contendo hidrogenio. 1 ' 


Tabela 8.4 Caracteristicas diferenciais das especies de Campylobacter e taxons relacionados de importance medica. 
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a Sensibilidade a antibioticos determinada com discos de 30 pig. 
b Ver Prancha 8.1 G. 

+ = 90% ou mais das cepas positivas; - = 90% ou mais das cepas negativas; V = 11 a 89% das cepas positivas; ++ = reagao positiva forte; F = 
reagao fraca; Dl = dados indisponiveis; C = relatos contraditorios na literatura; R = resistente; S = sensivel; TMAO = oxido de trimetilamina; as 
areas sombreadas indicam reagoes fundamentals; CLO = organismo semelhante a Campylobacter (do ingles; Campylobacter-Wre organism). 
Dados obtidos das references 11,22, 26, 51, 110, 116, 144, 174, 221,319, 336, 343, 370, 395, 396, 399,422, 430, 433 e 435. 


Tabela 8.5 Caracteristicas uteis para a diferenciagao de Campylobacter curvus, C. rectus C. gracilis e C. ureolyticus. 
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hyointestinalis” obtidos do 

estomago de suinos. Esses 


microrganismos isolados diferem o suficiente de C. hyointestinalis para justificar a criagao de uma classificagao separada de 
subespecie, C. hyointestinalis subesp. lawsonii , 319 A criagao dessa nova subespecie exige a mudanga da descrigao de C. 
hyointestinalis para C. hyointestinalis subesp. hyointestinalis. C. hyointestinalis subesp. lawsonii pode ser diferenciada de subesp. 
hyointestinalis pela sua incapacidade de crescimento em bile a 1,5%. C. hyointestinalis subesp. lawsonii foi isolado do intestino e 
do estomago de suinos, do intestino de hamster e das fezes do gado bovino, de cervos e seres humanos; entretanto, a sua 
patogenicidade permanece desconhecida. ’ 1 ' 1 






Campylobacter jejuni subesp. tloylei. Foi isolado uma subespecie C. jejuni de amostras clinicas humanas, incluindo biopsias do 
epitelio gastrico 21 ' e fezes de criangas com diarreia . M A patogenicidade do microrganismo pennanece desconhecida. C. jejuni 
subesp. dovlei pode ser prontamente diferenciada de outras especies de Campylobacter, visto que nao reduz os nitratos e hidrolisa o 
hipurato.' ’ 1 Mostra-se sensivel a cefalotina e, portanto, nao e isolado em meios que contem antibioticos do tipo cefalosporina. 

Campylobacter lari. Esse microrganismo, anterionnente denominado C. laridis e hoje em dia conhecido como C. lari, e 
termofflico, haloterante e resistente ao acido nalidixico; nos demais aspectos, compartilha varias caracteristicas com C. jejuni e C. 
coli , 383 O crescimento em condigoes anaerobias na presenga de oxido de trimetilamina (TMAO; do ingles, trimethylamine oxide) a 
0,1% e a incapacidade de hidrolisar o acetato de indoxila ajudam a identificar essa especie (reagentes disponiveis no Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO). Atualmente, C. lari e considerado parte de um grupo de especies de Campylobacter estreitamente 
relacionadas, designado como grupo de C. lari e composto de cinco especies (C. lari, C. insulaenigrae, C. volucris, C. 
subantarcticus e C. peloridis), bem como um grupo de cepas denominadas Campylobacter termojilico urease-positivo (UPTC; do 
ingles, urease-positive thermophilic Campylobacter) e outras cepas semelhantes a C. lari , 283 Muitos laboratories baseiam-se na 
resistencia ao acido nalidixico para distinguir C. lari de C. jejuni e C. coli; entretanto, a resistencia de C. jejuni ao acido nalidixico 
esta sendo observada com frequencia aumentada. C. lari e endemico em gaivotas marinhas, porem e um patageno humano 
excepcional. Todavia, em certas ocasioes, provoca enterite simulando as infeegoes por C. jejuni e, em raros casos, bacteriemia, 
particularmente em individuos imunocomprometidos. 32,79 ' 269,300,415 

Campylobacter mucosalis. C. mucosalis, anterionnente classificado como C. sputorum subesp. mucosalis, produz um pigmento 
amarelo e e catalase-negativo. Do ponto de vista fenotipico, essa especie e muito semelhante a C. sputorum biovariante sputorum e 
bubulus, porem e capaz de crescer a 25°C. Diferentemente da maioria das especies de Campylobacter, essa especie necessita de 
hidrogenio e de formiato como doador de eletrons para o seu crescimento, uma exigencia essencial de C. concisus, C. mucosalis, C. 
curvus e C. rectus , 430 Figura et a/. 118 relataram o que se acreditou ser o primeiro isolamento de C. mucosalis em criangas com 
enterite. Todavia, esse achado foi contestado, e os estudos com sondas moleculares demonstraram que os isolados consistiam em C. 
concisus. 244 > 246 - 316 E dificil diferenciar essas duas especies com base apenas em testes bioquimicos, e foi sugerida a necessidade de 
utilizar metodos moleculares para a identificagao precisa dessas duas especies. 24 *’ On 1 *’ sugeriu o uso de diversos meios de culture 
contendo varios agentes inibidores para diferenciar C. concisus e C. mucosalis. Ate o momenta, nao ha nenhum relatario 
confirmado associando C. mucosalis a infeegoes humanas. 

Campylobacter rectus. C. rectus foi originalmente denominado Wolinella recta. 412,433 Ao exame microscopico, as celulas 
aparecem pequenas e retas, com extremidades arredondadas e gram-negativas. As cepas exibem motilidade rapida e semelhante a 
uma flecha e sao nao sacaroliticas. O crescimento e anaerobio; todavia, algumas cepas podem crescer em atmosfera com 5% de 0 2 , 
mas nao no ar enriquecido com 10% de C0 2 . O crescimento em caldo e estimulado pelo formiato e pelo fumarato. Ocorre redugao 
de nitratos e nitritos, e as reagoes de oxidase e catalase sao negativas. Outras caracteristicas de identificagao sao fomecidas na 
Tabela 8.5. C. rectus e encontrado em fissures gengivais de seres humanos, 412 e foi relatado que provoca infeegoes endodonticas 
primarias. 381 Spiegel e Telford 394 descreveram o isolamento desse microrganismo, juntamente com Actinomyces viscosus, de massa 
actinomicotica da parede toracica. C. rectus foi tambem relatado como causa de abscesso de mama, 156 abscesso do palato em um 
paciente com adenocarcinoma gastresofagico 263 e abscessos extraorointestinais. 100 

Campylobacter showae. C. showae e uma especie recentemente descrita, isolada de fissures gengivais humanas. 11 " O 
microrganismo aparece como bacilo reto com extremidades arredondadas e possui dois a cinco flagelos unipolares sem bainha - 
uma caracteristica singular entre as especies de Campylobacter. O microrganismo cresce em atmosfera microaerofila, na presenga 
de fumarato, com formiato ou Fl 2 , porem prefere crescer em condigoes anaerobias. Em virtude do numero limitado de caracteristicas 
bioquimicas confiaveis passiveis de serem usadas para diferenciar as especies de Campylobacter estreitamente relacionadas, pode 
ser necessaria a obtengao de testes sorologicos ou moleculares ou perfis proteicos para a identificagao de isolados dessa especie. 110 
Nao foi constatada nenhuma associagao com doenga humana. 

Campylobacter sputorum. C. sputorum tern a capacidade de crescer em condigoes aerobias e pode ser isolado da cavidade oral 
e de fissures gengivais em seres humanos. Esse microrganismo nao e reconhecido como agente de doenga humana, embora se tenha 
relatado a ocorrencia de alguns isolados clinicos. Sao descritas tres biovariantes (biovar.): C. sputorum biovar. bubulus, C. sputorum 
biovar. sputorum e C. sputorum biovar. fecalis . 361 

Campylobacter upsaliensis. C. upsaliensis e catalase-negativa ou apenas fracamente positiva e, portanto, foi designada como 
cepa CNW (do ingles, catalase-negative or weakly-positive) de Campylobacter. Entretanto, como tambem podem ocorrer reagbes 
de catalase fracas com C. jejuni subesp. doylei, a designagao CNW nao e mais valida. Com excegao da ausencia ou baixa produgao 
de catalase, esse microrganismo compartilha varias caracteristicas com especies patogenicas de Campylobacter. Essa especie e 
termofilica (i. e., cresce a 42°C) e mostra-se altamente sensivel a farmacos presentes nos meios seletivos de isolamento, tomando-os 
inapropriados para o isolamento de C. upsaliensis. 400 Goossens et a/. 145 relataram o isolamento de 99 cepas de C. upsaliens pelo 
metodo de filtragao, com apenas quatro cepas isoladas simultaneamente de meios seletivos. 

Os animais domesticos de estimagao podem atuar como reservatorios dessa especie, que foi isolada pela primeira vez de caes 
saudaveis, caes com diarreia e, posteriormente, de gatos assintomaticos. 129,371 Os dados de alguns relatos sugerem que esse 
microrganismo pode ser um agente oportunista de infeegbes em criangas. Lastovica et al. 24 ' relataram o isolamento de C. 
upsaliensis de hemoculturas de 16 pacientes, 10 dos quais tinham 10 meses de idade ou menos. Walmsley e Karmali 441 relataram o 
isolamento desse microrganismo a partir de amostras de fezes de seis criangas. Outros relatos associaram o isolamento de C. 


upsaliensis do sangue de pacientes com doenga basal grave. 59 ’ 81 Houve um relato de isolamento de C. upsaliensis a partir do sangue 
e de amostra fetoplacentaria de uma mulher gravida de 18 semanas que sofreu aborto espontaneo. 151 A paciente nao tinha nenhuma 
doenga basal, e a sua unica gravidez anterior tinha sido normal. A analise numerica dos perfis proteicos revelou que as cepas 
isoladas dessa paciente e de um gato saudavel na sua residencia eram quase identicas, implicando o gato como posslvel fonte da 
infecgao. 151 O unico relato de isolamento de C. upsaliensis de uma amostra diferente de sangue ou fezes foi de uma paciente com 
abscesso de mama, em que C. upsaliensis foi isolado, juntamente com uma especie de Peptostreptococcus, do exsudato purulento 
obtido por aspiragao do local infectado com agulha fina. lj6 Sandstedt e Ursing 3 ™ descreveram C. upsaliensis, incluindo suas 
caracterlsticas fenotlpicas e a sua importancia cllnica. 

Campylobacter ureolyticus. C. ureolyticus era anteriormente conhecido como Bacteroides ureolyticus, porem foi reclassificado 
como especie de Campylobacter, em 20 1 0 428,429 C. ureolyticus difere de outras especies de Campylobacter na sua composigao de 
acidos graxos e metabolismo proteolitico. Difere tambem da maioria dos campilobacteres pela sua capacidade de hidrolisar a ureia 
(apenas algumas cepas de C. lari e C. sputorum tambem sao urease-positivas). 428,429 Foram isoladas cepas de C. ureolyticus de 
pacientes com ulceras superficiais, infecgoes de tecidos moles, uretrite nao gonococica nao causada por clamidias e doenga 
periodontal. 104,105 ’ 123 ’ 124 C. ureolyticus tambem foi relatado como causa de gastrenterite. 52 Em um estudo conduzido por Johnson et 
al., foi constatado que as cepas de C. ureolyticus sao uniformemente sensiveis a penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, 
clindamicina, cloranfenicol, metronidazol e aminoglicosidios. 200 

Campylobacter volucris. C. volucris e uma nova especie de Campylobacter, que foi isolado pela primeira vez de uma amostra 
de swab retal de gaivotas de cabega preta na Suecia, em 2010. 93 Foi relatado um caso humano com bacteriemia por C. volucris em 
um paciente imunocomprometido com policitemia vera e cirrose hepatica alcoolica. 2,4 C. volucris e gram-negativo, com morfologia 
de bacilo curvo. E positivo para oxidase e catalase e reduz o nitrato. O acetato de indoxila e o hipurato nao sao hidrolisados. Nao ha 
produgao de H 2 S em agar TSI. As cepas crescem em placa de agar-sangue a 37°C e a 42°C em condigoes microaerofilas, porem nao 
crescem em condigoes aerobias. 9 ' 

Genero Arcobacter 

O genero Arcobacter pertence a familia Campylobacteraceae e inclui as antigas especies de Campylobacter aerotolerantes; 45 ,4 ' 5 
caracteriza-se pela sua capacidade de crescer na presenga de niveis atmosfericos de oxigenio. ' 18 Outras caracterlsticas uteis para 
diferenciar as especies de “ Campylobacter ” aerotolerantes de outras especies de Campylobacter incluem hidrolise do acetato de 
indoxila; crescimento a 15°C, 25°C e 36°C, mas nao a 42°C; e incapacidade de hidrolisar o hipurato (Tabela 8.4). Tres especies 
foram imediatamente associadas a doengas tanto em seres humanos quanto em animais: Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus e A. 
skirrowii. 

Arcobacter butzleri. Kiehlbauch et al. nos Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 221 relataram que as cepas de 
campilobacteres aerotolerantes nao formam um grupo homogeneo. A maioria dos isolados dos seres humanos, tanto nos EUA 
quanto em outros paises, forma um grupo de homologia de DNA distinto, que eles denominaram Campylobacter butzleri, que foi 
modificado para Arcobacter butzleri apos o aceite da nova designagao de genero para esse grupo de microrganismos. 435 As cepas de 
A. butzleri podem ser diferenciadas de A. cryaerophilus pela demonstragao de aerotolerancia tanto a 30°C quanto a 36°C (A. 
cryaerophilus e aerotolerante a 30°C, mas nao a 36°C). Alem disso, A. butzleri cresce em agar MacConkey e em meios contendo 
glicina e nitrato (com redugao do nitrato a nitrito) e em NaCl a 1,5 e 3,5%. A. ayaerophilus produz as reagoes opostas. 221 A maioria 
dos isolados de A. butzleri em seres humanos foi obtida de amostras de fezes de pacientes com doenga diarreica; 221,254,434 entretanto, 
o microrganismo foi isolado raramente do conteudo abdominal, do liquido peritoneal e do sangue. 221,456 

Arcobacter cryaerophilus. A. ayaerophilus (anteriormente A. crvaerophila ) cresce bem em condigoes aerobias, embora possa 
exigir condigoes microaerofilas para o seu isolamento inicial. Ocorre crescimento ideal a 30°C, e o microrganismo nao cresce a 
42°C. Bioquimicamente, essa especie assemelha-se C. fetus subesp .fetus', entretanto, A. cryaerophilus e positivo para o acetato de 
indoxila, o que nao ocorre com C. fetus subesp. fetus (Tabela 8.4). As cepas sao, em sua maioria, sensiveis ao acido nalidixico e 
resistentes a cefalotina. Em um relato de Borczyk et al., 45 comparando o crescimento de A. cryaerophilus em CSM, agar-sangue de 
Skirrow e agar cefsulodina-irgasana-novobiocina (CIN), foi constatado que o crescimento mais exuberante foi obtido em agar CIN 
incubado durante 24 a 48 horas a 25°C e a 36°C. A. cryaerophilus foi isolado de fezes humanas de individuos sadios e 
assintomaticos. 181,369 A. cryaerophilus foi isolado das fezes de um homem infectado pelo HIV com diarreia intermitente; entretanto, 
foi constatado que essa cepa e A. butzleri 416,417 

Arcobacter skirrowii. A. skirrowii e a especie mais recentemente descrita Ac Arcobacter. As cepas foram isoladas principalmente 
do liquido prepucial de touros, outras cepas foram isoladas de fetos abortados e de fezes diarreicas de vacas, suinos e ovinos. A. 
skirrowii foi isolado de amostras de fezes de um homem de 74 anos de idade com diarreia cronica; entretanto, nao houve nenhuma 
associagao com animais de criagao ou animais de estimagao, e nao foi estabelecido se a cepa estava etiologicamente associada a 
diarreia do paciente. 454 Samie et al/' 9 verificaram a presenga de A skirrowii em 1,9% dos pacientes intemados e em criangas de 
ensino fundamental em uma regiao da Africa do Sul, porem nao foi constatada nenhuma associagao com diarreia. 


Genero Helicobacter 


O genero Helicobacter compreende 35 especies formalmente validadas por ocasiao da elaboragao deste capitulo. Os nomes 
propostos que ainda nao foram validados pelo International Committee on Systematic Bacteriology estao indicados entre aspas. As 
especies de Helicobacter sao microaerofilos estritos, com morfologia espiralada ou helicoidal. Muitas especies exibem uma forte 
atividade de urease. A cepa da especie Helicobacter “flexispira” (anteriormente “ Flexispira rappini ”) e o nome proposto para um 
microrganismo estreitamente relacionado com Helicobacter, todavia, esse microrganismo tem o formato de um charuto, em lugar 
de ser curvo e fusiforme. As especies incluidas no genero Helicobacter possuem flagelos com bainha. Nenhuma especie de 
Campylobacter ou Wolinella tem flagelos com bainha (Tabela 8.1). 

Helicobacter pylori. Essa especie foi inicialmente denominada Campylobacter pyloridis e, em seguida, Campylobacter pylori. A 
analise molecular forneceu evidencias mostrando que esse microrganismo nao pertence ao genero Campylobacter. 144 As 
caracteristicas que distinguem esse microrganismo das especies de Campylobacter incluem a presenga de multiplos flagelos com 
bainha, hidrolise intensa da ureia e perfil singular de acidos graxos (/'. e., alta porcentagem de acido 14:0, baixa porcentagem de 
acido 16:0 e presenga de acido 3-OH-18:0). O sequenciamento do rRNA 16S mostrou que esse microrganismo esta estreitamente 
relacionado com W. succinogenes. Entretanto, existem muitas diferengas nas caracteristicas bioquimicas e de crescimento entre H. 
pylori e W. succinogenes, indicando que essas especies nao devem pertencer ao mesmo genero. W. succinogenes e catalase- 
negativa, urease-negativa, carece de atividade y-glutamiltranspeptidase ou fosfatase alcalina e nao cresce a 30°C ou em glicina a 
0,5%; H. pylori possui as caracteristicas opostas. 

H. pylori e encontrada apenas nas celulas epiteliais secretoras de muco do estomago. H. pylori constitui uma importante causa 
de gastrite antral cronica 268 e e um importante fator na patogenia da doenga ulcerosa peptica. ” 7 Alem disso, ha fortes evidencias de 
que H. pylori esteja associado ao adenocarcinoma gastrico e ao desenvolvimento de linfoma nao Hodgkin gastrico ( i. e., linfomas 
de tecido linfoide associado a mucosa [MALT; do ingles, mucosa-associated lymphoid tissue]). 321 ’ 391 A gastrite por H. pylori e 
disseminada em muitos paises do mundo e pode constituir uma das infecgoes humanas cronicas mais comuns. A possibilidade de H. 
pylori de constituir um agente etiologico da ulcera duodenal permanece controversa. Foi relatada a ocorrencia de bacteriemia por H. 
pylori como complicagao rara em pacientes com infecgao gastrica nao diagnosticada. 155 ’’ 07 Para uma excelente revisao, consultar os 
trabalhos de Blaser, 39 Buck 71 e Dunn et al. 106 

As cepas de H. pylori sao microaerofilas (10% de CO 2 , 5% de CL, 85% de N 2 ) e tambem crescem na presenga de ar com teor 
aumentado de CCL (10%). A temperatura ideal para o seu isolamento e de 35° a 37°C; todavia, algumas cepas crescerao a 42°C. Foi 
tambem constatado que a presenga de alto grau de unidade favorece o crescimento. A maioria das cepas leva 3 a 5 dias para crescer, 
e alguns isolados necessitam de 7 dias de incubagao para que o seu crescimento se torne evidente. Esses microrganismos podem ser 
cultivados em meios nao seletivos contendo sangue, produzindo pequenas colonias cinzentas e translucidas. A coloragao 
caracteristica pelo metodo de Gram (pequenos bacilos curvos e ligeiramente arredondados) e as reagdes positivas para catalase, 
oxidase e urease possibilitam a sua identificagao. 

Cultura e isolamento do H. pylori 

Amostras para o isolamento do H. pylori. Para o diagnostico de gastrite associada a H. pylori, a coloragao histologica e a 
cultura de amostras de biopsia tem sido consideradas como “padrao-ouro” 27 (Prancha 8.1 H). As amostras adequadas incluem 
biopsias gastrica e duodenal. As amostras para cultura devem ser frescas, e o seu transporte nao deve se estender por mais de 3 
horas. As amostras podem ser mantidas por um periodo de ate 5 horas se forem conservadas a 4°C. A amostra de tecido deve ser 
mantida umida pela adigao de 2 m£ ou menos de soro fisiologico isotonico esterilizado. 

Procedimento para isolamento. A trituragao das amostras em um triturador de vidro esmerilado produz um crescimento mais 
denso do que picar ou esfregar a amostra sobre a superficie do agar. O material deve ser semeado em meio de agar-sangue nao 
seletivo, como placas de agar para Brucella, de infusao de cerebro-coragao (BHI; do ingles, brain-heart infusion) ou agar de soja 
tripticase, com adigao de 5% de sangue de cameiro ou de cavalo. Observa-se um crescimento escasso em placas de agar chocolate 
preparadas comercialmente; por conseguinte, nao se recomenda o uso desse meio. Como essas bacterias sao sensiveis a cefalotina, 
H. pylori nao ira crescer em qualquer meio seletivo contendo cefalosporinas. Muitos laboratories obtiveram bons resultados 
utilizando agar Thayer-Martin modificado como meio seletivo para o isolamento de H. pylori em culturas mistas. As placas sao 
incubadas a 37°C em ambiente umido e microaerofilo. Em geral, observa-se a ocorrencia de crescimento em 3 a 5 dias. A Tabela 
8.6 fomece dados nao publicados de experimentos conduzidos no Hospital Microbiology Laboratory da University of Illinois. 
Devido ao risco potencial de utilizar uma jarra anaerobia sem catalisador, recomendamos o emprego da jarra Campy GasPak 
(coluna 2 da Tabela 8.6). Ocorreu crescimento na jarra Campy GasPak, mas nao na Poly Bag com mistura de gas Campy (coluna 4 
da Tabela 8.6), presumivelmente pelo fato de que a agua adicionada no primeiro sistema proporciona a umidade necessaria para o 
crescimento do microrganismo. 

Identificagao do H. pylori. As colonias de H. pylori sao pequenas, cinzentas, translucidas e fracamente beta-hemoliticas. A 
coloragao pelo metodo de Gram revela bacterias gram-negativas de coloragao palida e curvas, com morfologia caracteristica em asa 
de gaivota ou em “U”. Pode-se efetuar uma identificagao presuntiva com reagSes positivas para oxidase e catalase e reagao 
extremamente rapida (em questao de minutos) da urease. As outras caracteristicas para identificagao estao listadas na Tabela 8.4. 

Teste de urease em amostra de biopsia (teste para microrganismos semelhantes a Campylobacter). Uma tecnica mais rapida, 
porem ligeiramente menos sensivel e especifica do que os testes anteriormente mencionados consiste no teste de urease em amostra 
de biopsia (teste para microrganismos semelhantes a Campylobacter [CLO; do ingles, Campylobacter-Me organism]). Nesse teste, 


uma amostra de biopsia da mucosa e semeada em um meio contendo ureia e um corante senslvel ao pH. Se houver urease na 
amostra, a ureia e degradada, e a amonia provoca uma elevagao do pH, com mudanpa subsequente na cor do indicador. Esse teste 
pode produzir resultados falso-negativos se houver apenas um pequeno numero de microrganismos, ou resultados falso-positivos, se 
houver outros microrganismos que hidrolisam a ureia na amostra. 275 

Testes nao invasivos para o diagnostico de infecgao por H. pylori. A infecgao por H. pylori pode ser diagnosticada por ensaios 
invasivos que exigem endoscopia (cultura, coloragao, reagao da cadeia de polimerase [PCR; do ingles , polymerase chain reaction ], 
teste CLO) ou por ensaios nao invasivos, nos quais nao ha necessidade de endoscopia. Nessa ultima categoria estao incluidos o 
metodo da urease, a detecgao de antigeno e a sorologia. 


Tabela 8.6 Comparagao dos meios de cultura e condigoes atmosfericas para o crescimento de Helicobacter pylori. 





Condigoes de incubagao 0 



Meiode agar 

Jarra em condigoes 

anaerobias (sem 

catalisador) 

Jarra Campy GasPak 

Jarra em condigoes 

anaerobias (com 

catalisador) 

Poly Bag (mistura de 
gas Campy) 6 

Ar atmosferico com 

5% de 0 2 

Brucella com 5% de sangue de 

carneiro 

Omelhor crescimento 

beta-hemolitico 

Crescimento muito bom 

beta-hemolitico 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Agar de soja tripticase com 5% 

Crescimento muito bom 

Crescimento bom 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

de carneiro 

BHI com 5% de sangue de cavalo 

Crescimento muito bom 

Crescimento bom 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Chocolate (Becton Dickison 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Microbiology Systems, 

Cockeysville, MD) 

Chocolate (GIBCO) 

Colonias pequenas 

Colonias pequenas 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Chocolate (recem-preparado) 

Colonias muito pequenas 

Colonias muito pequenas 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Campy-Bar (Blaser) 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 

Ausencia de crescimento 


a Todas as culturas foram incubadas a 37°C, e a leitura foi feita depois de 5 dias. 
b 5% de 0 2 , 10% de 0 2 , 85% de N 2 . 

Dados de K. Ristow, University of Illinois Hospital, Chicago, IL. 


► Metodo da urease. Foram descritos dois metodos da urease. O primeiro metodo, denominado teste de depuragao respiratoria da 
ureia (UBT; do ingles, urea breath test), requer a ingestao, pelo paciente, de ureia marcada com [ l3 C] dissolvida em agua, seguida 
de coleta de amostras da respiragao, as quais sao analisadas quanto a presenga de 13 C0 2 dentro de 60 minutos. O segundo metodo 
utiliza ureia marcada radioativamente contendo 15 N. 4 " 2 Apos ingestao, a ureia marcada e degradada em amonia e dioxido de 
carbono pela urease de H. pylori no estomago. A amonia e absorvida no sangue e excretada na urina. A quantidade de [ 15 N] ureia, 
que reflete a magnitude da infecgao por H. pylori, e avaliada pela determinagao da abundancia e taxa de excregao de 15 N da amonia 
na urina. Foi relatado que a sensibilidade do teste de excregao de 15 NH 4 e de 96%, com especificidade de 100%, em comparagao 
com pacientes positivos para H. pylori com base na cultura e na coloragao de Gram. 4 " 2 O [ 13 C] UBT e muito confiavel para o 
diagnostico de infecgao por H. pylori, em adultos e em criangas com mais de 6 anos de idade, porem a sua especificidade varia de 
82 a 100% para criangas com menos idade. 30 ' 187 ' 277 - 346 - 363 

► Detecgao de antigeno. Dispoe-se, no comercio, de um imunoensaio enzimatico (IEE) a base de anticorpo monoclonal para a 
detecgao direta do antigeno de H. pylori em amostras de fezes (Premier Platinum HpSA, Meridian Bioscience, Cincinnati, OH), e 
esse ensaio demonstrou ser altamente acurado em todas as faixas etarias, incluindo criangas.■ Il ' 2 ' l ’ 2, ' 4 ' 2f ' s '’"' 1 

► Metodos sorologicos. Os testes sorologicos para a detecgao de anticorpos contra H. pylori tern sido usados principalmente para 
estudos epidemiologicos, mas tambem podem ser realizados para monitorar a eficacia do tratamento. O principal procedimento e o 
enzimaimunoensaio para a detecgao de IgG, embora se disponha de testes de aglutinagao com latex. Anticorpos IgA e IgM tambem 
podem ser detectados, porem tern menos utilidade para o diagnostico. Um problema inerente e a tentativa de estabelecer um valor 
basal de positividade, visto que a prevalencia de individuos com titulos elevados de anticorpos e relativamente alta em determinadas 
populagbes. Em um estudo extenso de recrutas do exercito, Smoak et a/. 387 constataram uma taxa global de positividade de 26,3%. 
Essa taxa aumentou de 24,0% no grupo etario de 17 a 18 anos para 43% no grupo de 24 a 26 anos de idade. A soropositividade para 
individuos negros foi de 44%, para hispanicos, de 38%, e para brancos, de 14%. 

Acuracia dos testes invasivos e nao invasivos para o diagnostico de infecgao por H. pylori. Cutler et al. 91 avaliaram a acuracia 
de varios testes para estabelecer a presenga de infecgao por H. pylori, incluindo o UBT, a determinagao dos niveis sericos de 




anticorpos IgG e IgA e amostras de biopsia antral para o teste CLO, histologia e coloragao de Warthin-Starry. Constataram que a 
coloragao de Warthin-Starry apresentou a melhor sensibilidade e especificidade, embora o teste CLO, o UBT e os niveis de IgG nao 
tenham sido estatisticamente diferentes no estabelecimento do diagnostico correto. Concluiram que o UBT nao invasivo e a 
sorologia para IgG sao tao acurados quanto os testes invasivos de CLO e a coloragao de Warthin-Starry para estabelecer a presenga 
ou ausencia de H. pylori, em pacientes nao tratados. A ausencia de inflamagao antral cronica exclui de modo acurado a 
possibilidade de infecgao por H. pvlori.' n 

Outras especies de Helicobacter de importancia medica. Varias especies de Helicobacter diferentes de H. pylori foram isoladas 
de seres humanos e estao associadas a doenga humana. 122,278,389,390,391 Inclucm H. bilis, H. canadensis, H. canis, H. cinaedi, H. felis, 
H. fennelliae, H. heilmannii (“G. horninis”), H. hepaticus, H. pullorum, H. suis, especies de Helicobacter da cepa flexispira 
(“Flexispira rappini ”) e a especie de Helicobacter inominada CLO-3 (Tabela 8.7). 

Helicobacter bilis. H. bilis e uma bacteria fusiforme com 3 a 14 flagelos bipolares com bainha e fibras periplasmaticas 
envolvendo a celula. Essa especie cresce em condigoes microaerofilas, a 37 e a 42°C, mas nao a 25°C. Outras caracteristicas sao 
fornecidas por Fox et al. uo H. bilis inclui algumas das cepas de “ Flexispira rappini ” anterionnente designadas como Helicobacter 
spp. flexispira rDNA 16S taxons 2, 3, 8 e 9. 157 H. bilis e uma causa incomum de infecgoes cronicas em pacientes com 
agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X (XLA), e o seu diagnostico e erradicagao sao notoriamente diflceis. 298,425 Foi relatado 
que esse microrganismo provoca celulite acompanhada de infecgao da corrente sanguinea nesses pacientes. 141,425 H. bilis tambem 
foi isolado da bile e do tecido da vesicula biliar de pacientes com colecistite e cancer de bexiga; 126,340 entretanto, nao foi 
demonstrado nenhum papel etiologico para esse microrganismo. ’ 25 

Helicobacter canadensis. H. canadensis tern o seu nome em homenagem ao pais de seu isolamento original. As celulas 
consistem em bacilos delgados, curvos a espiralados, com uma a tres espirais. E gram-negativo e movel, devido a presenga de um 
unico flagelo unipolar ou flagelos bipolares sem bainha. O crescimento em cultura em meios solidos com agar aparece em camadas 
difusas. O crescimento e observado a 37 e 42°C. Outras caracteristicas sao encontradas na descrigao feita por Fox et a/. 1 " 5 H. 
canadensis foi isolado de seres humanos com diarreia 1 " 5 e do sangue de um homem de 35 anos de idade com febre de origem 
indeterminada. 419 

Helicobacter canis. H. canis e uma bacteria gram-negativa com morfologia helicoidal curva, espiralada, delgada e em bacilo, 
com flagelos bipolares, que e mais frequentemente detectada no trato GI de caes e gatos.’ 97 Foi relatada a presenga de H. canis em 
casos de bacteriemia humana 8,16,141,253,344,436 e em ulceragSes duodenais cronicas de um paciente com doenga de Crohn. 411 A 
infecgao humana por H. canis e mais provavelmente zoonotica, devido ao contato regular com animais domesticos de estimagao. 

Helicobacter cinaedi. H. cinaedi, originalmente designado como CLO-1 e anteriormente conhecido como “ Campylobacter 
cinaedi ”, foi isolado de swabs retais obtidos de homens homossexuais tanto sintomaticos quanto assintomaticos. 116,422 Esse 
microrganismo tambem foi descrito como causa de bacteriemia em dois homens homossexuais com tuberculose concomitante, 331 
em pacientes com AIDS 82,94,367 e em outro paciente soropositivo para HIV, porem sem AIDS. 308 Entretanto, varios relatos sugerem 
que as infecgoes por C. cinaedi nao se restringem a homens homossexuais ou bissexuais. Por exemplo, Vandamme et a/. 432 
relataram o isolamento de H. cinaedi do sangue de duas mulheres sem nenhuma historia de contato sexual com homossexuais, bem 
como de amostras de fezes de tres criangas, duas das quais eram meninas. 

Tabela 8.7 Especies de Helicobacter e microrganismos relacionados de origem humana. 


Especie 

Origem 

Tipos de infecgao humana 

H. bilis 

Camundongo,serhumano 

Celulite acompanhada de infecgao da corrente sanguinea em pacientes com XLA, bile 

e tecido da vesicula biliar em pacientes com colecistite e cancer de vesicula biliar 

H. canadensis 

Fezes diarreicas de seres humanos 

Diarreia e bacteriemia 

H. canis 

Mucosa gastrica de caes e gatos 

Bacteriemia e ulceragoes duodenais cronicas em pacientes com doenga de Crohn 

H. cinaedi 

Swabs retais de homens homossexuais e trato 

intestinal de hamsters 

Diarreia, bacteremia, celulite e meningite em pacientes tanto imunocompetentes 

quanto imunocomprometidos 

H. felis 

Mucosa gastrica de caes e gatos 

Biopsia gastrica 

H. fenneliae 

Swabs retais de homens homossexuais 

Bacteriemia em pacientes infectados pelo HIV e culturas de fezes e hemoculturas de 

pacientes pediatricos. Foi constatada a transmissao entre seres humanos 

H. heilmannii 

Guepardo; mucosa gastrica de seres humanos e 

animais domesticos 

Gastrite cronica semelhante a infecgao por H. pylori, linfoma MALT, ulcera gastrica e 

duodenal e cancer gastrico 

H. hepaticus 

Colon e ceco de camundongos 

Associada a CHC 

H. pylori 

Mucosa gastrica de ser humano 

Gastrite e doenga ulcerosa peptica. Tambem desempenha um papel etiologico na 



metaplasia e displasia da mucosa gastrica, adenocarcinoma gastrico e linfoma 
nao Hodgkin do estomago. Causa rara de bacteriemia em pacientes com infecgao 
gastrica nao diagnosticada 


H. pullorum 


Trato intestinal e fi'gado de galinaceo, 
camundongoeserhumano 


Gastrenterite, doenga hepatobiliar cronica e doenga de Crohn 


H. suis 


Estomago desuinos 


Dispepsia e esofagite de refluxo em veterinario especialista em suinos 


Helicobacter spp. flexispira‘ Fezes de seres humanos, caes e fetos ovinos Gastrenterite e bacteriemia 

abortados 


CLO-3 


Swabs retais de homens homossexuais 


Diarreia 


a Os taxons 1 e 4 a 6 de Flexispim representam a mesma especie e sao designados como H. trogontum,' 58 ao passo que os taxons 2, 3, 8 e 9 
de Flexispim representam a mesma especie e sao designados como H. bilis.’' 57 Os taxons 7 e 10 de Flexispim ainda nao haviam recebido urn 
nome por ocasiao da elaboragao deste capitulo. 

XLA = agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X; MALT = tecido linfoide associado a mucosa; CHC = carcinoma hepatocelular. 

H. cinaedi causa diarreia, bem como bacteriemia, celulite e outros sintomas apos entrar no organismo por meio da mucosa 
intestinal. Embora essas condigdes sejam observadas principalmente em pacientes infectados pelo HIV, a sua ocorrencia foi tambem 
relatada entre pacientes imunocompetentes 228,242 e outros pacientes imunocomprometidos. 223,224,286,297 Orlicek et al. descreveram um 
paciente neonatal com septicemia e meningite causadas por H. cineadi . 32 ° Como H. cinaedi foi identificado como habitante normal 
do intestino de hamsters 13 *' 403 e a mae do recem-nascido criava hamsters como animais de estimagao durante os primeiros dois 
trimestres de sua gravidez, e provavel que esses animais tenham atuado como reservatorio para a transmissao do microrganismo 
para a mae, e que o recem-nascido mais provavelmente tenha sido colonizado com H. cinaedi durante o parto. 320 Foi constatado o 
desenvolvimento de meningite por H. cinaedi em um adulto imunocompetente que, durante 1 mes, teve contato direto com um 
gatinho 405 Foi tambem relatado que H. cinaedi provocou infecgao de um enxerto de derivagao axilobifemoral em um homem de 85 
anos de idade imunocompetente; 404 o microrganismo tambem foi identificado em tecidos aneurismaticos de tres pacientes com 
aneurisma de aorta abdominal. 207 Bunnan et al . 54 relataram a associagao de infecgoes cutaneas e artrite com bacterimia por H. 
cinaedi. A manifestagao cutanea mais comum da bacteriemia por H. cinaedi consiste em celulite superficial, que habitualmente 
assume a fonna de eritema doloroso ou placas eritematosas infiltradas nos membros. 379 Com frequencia, os microrganismos em 
hemoculturas sao isolados em instrumentos de hemocultura automaticos somente depois de 5 dias ou mais de incubagao. Em um 
relato por Araoka et al., 21 o tempo necessario para que as hemoculturas se tomem positivas para H. cinaedi foi < 5 dias em 69 
conjuntos (55%) e > 5 dias em 57 conjuntos (45%) utilizando os sistemas de hemocultura Bactec® 9240 e Bactec® FX (Becton, 
Dickinson, Sparks, MD). Todas as cepas de H. cinaedi foram detectadas apenas em garrafas aerobias. 21 Como a pratica laboratorial 
padrao consiste em incubar as garrafas de hemocultura durante 5 dias, e provavel que a verdadeira incidencia de bacteriemia por H. 
cinaedi seja subnotificada. Em geral, os microrganismos nao sao observados na coloragao inicial do material de hemocultura pelo 
metodo de Gram, porem podem ser visualizados em campo escuro ou com coloragao pelo laranja de acridina. H. cinaedi cresce 
apenas a 37°C, exibe resistencia intermediaria a cefalotina (disco de 30 mg) e reduz o nitrato a nitrito. Outras caracteristicas 
genotipicas e fenotipicas podem ser encontradas na descrigao realizada por Kiehlbauch et al. 220 O espectro clinico da doenga 
associada a infecgao por H. cinaedi inclui febre, bacteriemia e celulite recorrente, e a maioria dos pacientes apresenta sinais de 
infecgao sistemica, incluindo leucocitose e, com frequencia, trombocitopenia. 222 Kielbauch et al. relataram que o tratamento com 
uma penicilina, tetraciclina ou aminoglicosidio pode ser mais efetivo do que o tratamento com cefalosporinas, eritromicina ou 
ciprofloxacino. 222 O unico reservatorio natural conhecido de H. cinaedi identificado ate o momenta e o trato intestinal de hamsters, 
que pode servir de reservatorio para infecgoes humanas. 138,403 Foi relatada a ocorrencia de infecgao hospitalar causada por H. 
cinaedi entre pacientes imunocomprometidos na mesma enfennaria, indicando que tambem pode ocorrer transmissao 
interpessoal. 286,356 

Helicobacter felis. H.felis e um bacilo gram-negativo espiralado, que contem cinco a sete espirais por celulas. Sao observadas 
formas esfericas em culturas mais velhas. As celulas sao moveis, com rapido movimento semelhante a saca-rolhas. O crescimento 
ocorre em atmosfera microaerofila, porem o microrganismo pode crescer em condigdes anaerobias. O crescimento e observado a 37 
e 42°C, mas nao a 25°C. Esses microrganismos sao nutricionalmente exigentes, crescem apenas em meios enriquecidos com sangue 
ou soro e sao nao sacaroliticos."" Essas bacterias foram isoladas da mucosa gastrica de gatos e caes, bem como uma amostra de 
biopsia gastrica de uma menina de 14 anos de idade que apresentou dor epigastrica persistente de varios meses de durapao. 42j 

Helicobacter fetmelliae. Originalmente designado como CLO-2 e anterionnente conhecido como “ Campylobacter 
fennelliae ”, 442 esse microrganismo possui o odor caracteristico de produtos de limpeza em po a base de hipoclorito. 11 '’ Mostra-se 
sensivel a cefalotina e nao reduz os nitratos a nitritos. A semelhanga de H. cinaedi, H. fennelliae tem sido isolado de swabs retais 
obtidos de homens homossexuais sintomaticos e assintomaticos, 116,422 e foi relatado que esse microrganismo provoca bacteriemia 
em pacientes infectados pelo HIV. 218,22 "'’" 2 Relatos subsequentes identificaram H. fennelliae no sangue de um homem heterossexual 
nao infectado pelo HIV com cirrose e diabetes melito, 122 bem como nas fezes e em hemoculturas de pacientes pediatricos na Africa 
do Sul. ’ 88 Rimbara et al. 355 relataram o isolamento de H. fennelliae do sangue de tres pacientes da mesma enfermaria hospitalar, e a 



eletroforese em gel em campo pulsado revelou o mesmo padrao entre os isolados, sugerindo uma transmissao entre seres 
humanos. 556 Sharp descreveu a presenga de H. fennelliae em ulceras cutaneas cronicas de um homem homossexual de 25 anos de 
idade com XLA de Bruton.' 

Helicobacter heilmannii. H. heilmannii e uma bacteria espiralada encontrada na mucosa gastrica humana, de dimensao maior e 
mais estreitamente espiralada do que o H. pylori. O microrganismo e helicoidal, mede 3,5 a 7,5 pm de comprimento e 0,9 pm de 
diametro, com extremidades truncadas achatadas nas pontas, seis a oito espirais apertadas e ate 12 flagelos com bainha de 28 nm de 
diametro em cada polo. 274 McNulty et al. propuseram o nome “Gastrospirillum hominis ”, Entretanto, Solnick et al} 90 mostraram 
que o “ Gastrospirillum ” e um membro do genero Helicobacter e propuseram a designagao de “H. heilmannii” , em homenagem a 
Konrad Heilmann, um histopatologista alemao que descreveu a primeira grande serie de pacientes infectados por esse 
microrganismo. 165 H. heilmannii recebeu uma classificagao taxonomica completa apos a sua cultura in vitro bem-sucedida, em 
2012. 384 Heilmann e Borchard relataram que a prevalencia da infecgao por “ Gastrospirillum ” em pacientes submetidos a endoscopia 
e inferior a 1%. 165 H. heilmannii parece ser onipresente em animais domesticos, sugerindo que a infecgao nos seres humanos pode 
ser adquirida como zoonose. 103,128,167 A infecgao humana por essa bacteria pode ser acompanhada de gastrite cronica semelhante 
aquela observada na infecgao por H. pylori. 91 ' 120 ’ 165 , 250 , 274 ,291,389 j wancza | < e t a l , 189 isolaram H. heilmannii de amostras de biopsia 
obtidas da mucosa gastrica de 22 criangas com sintomas dispepticos. Em tres criangas, foi diagnosticada a presenga de infecgao 
mista por H. pylori e H. heilmannii. 189 Foi tambem relatado que H. heilmannii provoca gastrite em pacientes com teste negativo 
para H. pylori . 272,358 Alem da gastrite, H. heilmannii foi associado ao linfoma MALT gastrico de baixo grau, 290,349 a ulceras gastricas 
e duodenais 102,142,199,390,460 e ao cancer gastrico. 147,289,457 

Helicobacter hepaticus. As celulas de H. hepaticus sao bacilos gram-negativos curvos a espiralados e delgados, que formam 
uma a tres espirais. Movem-se por meio de flagelos bipolares com bainha. As colonias sao puntiformes, porem as cultures 
frequentemente aparecem como uma delgada camada que se espalha pelo meio de agar. 12 As celulas exibem crescimento em 
condigdes microaerofilas ou anaerobias, porem nao ha crescimento aerobio. O crescimento e observado a 37°C, mas nao a 25 nem a 
42°C. 12 H. hepaticus foi originalmente isolado do colon e do ceco de camundongos, e, nesses animais, foi constatado que ele 
provoca hepatite ativa cronica e induz o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC). 127,44 ’ Yang et al. identificaram a 
presenga de infecgao por H. hepaticus em pacientes com CHC primario, utilizando metodos de detecgao sorologicos e de biologia 
molecular, sugerindo que a infecgao por H. hepaticus pode estar envolvida na progressao do CHC em seres humanos. 458 

Helicobacter pullorum. H. pullorum e uma bacteria gram-negativa curva, delgada e com morfologia de bacilo, com um unico 
flagelo polar sem bainha. 396 Exibe motilidade em dardo caracteristica e cresce em condigoes microaeroficas, a 37 e a 42°C. Nao ha 
crescimento em condigbes aerobias ou anaerobias. 396 H. pullorum e considerado um patogeno entero-hepatico, que tern a 
capacidade de colonizar a parte distal do trato intestinal e o flgado de galinaceos, camundongos e seres humanos. 66,396,424 Foi 
detectado em seres humanos com gastrenterite, 56,396,401 doengas hepatobiliares cronicas 65,126,335,357 e doenga de Crohn. 43,236 Sirianni et 
a/. 382 demonstraram que o H. pullorum tern a capacidade de aderir as celulas humanas, invadi-las e secretar substancias que podem 
contribuir para o potencial patogenico desse microrganismo. 

Helicobacter suis. As celulas de H. suis sao bacilos gram-negativos estreitamente espiralados, com ate seis espirais. Em 
cultures mais velhas, observa-se o predominio de celulas cocoides. Esses microrganismos movem-se por meio de tufos de quatro a 
dez flagelos bipolares com bainha. Crescem em condigoes microaerofilas, mas nao em 5% de C0 2 , e observa-se apenas um 
crescimento fraco em condigoes anaerobias. Ocorre crescimento a 37°C, mas nao a 25 ou 42°C. 24 H. suis esta associado a ulceragao 
do estomago e gastrite em suinos 24 e foi relatado que ele infecta ate 80% dos suinos em idade de abate. 166,325 Houve um relato de 
infecgao humana que ocorreu em um veterinario especialista em suinos, que apresentou dispepsia geral e esofagite de refluxo. As 
amostras de biopsia tanto do corpo gastrico quanto do antro pilorico revelaram a presenga de H. suis. 20 ' 

Helicobacter sp. cepa flexispira (“Flexispira rappitti”). A especie de Helicobacter cepa ‘ "flexispira ” (anteriormente “ Flexispira 
rappinF) foi o nome proposto 49 para referir-se ao microrganismo urease-positivo e, possivelmente, com genoma estreitamente 
relacionado com H. pylori , 433 Entretanto, trata-se de um microrganismo reto e fusiforme, em lugar de espiralado, com ultraestrutura 
altamente distinta: o corpo celular tem o formato de um charuto, envolvido por um complexo arranjo de fibrilas periplasmaticas; 
alem disso, apresenta multiplos tufos bipolares de flagelos com bainha. Nao produz fosfatase alcalina e nao cresce a 30°C; 
entretanto, o seu crescimento ocorre a 42°C, e o microrganismo e resistente ao metronidazol (5 mg). H. pylori possui caracteristicas 
opostas. 144 Diferencia-se das especies de Campylobacter pelas reagoes negativas para catalase e nitrato e incapacidade de crescer 
em glicina a 1%. 22 A especie de Helicobacter cepa "flexispira” foi isolada de amostras de fezes de seres humanos com sintomas de 
gastrenterite e de hemoculturas, fezes de caes 22,360 e fetos ovinos abortados. 226,227,360,392,418 Dewhirst et a/. 101 examinaram um grupo 
de cepas de “ F. rappinF por meio de analise de sequencia do rRNA 16S e verificaram que as cepas eram classificadas em 10 
taxons, denominados taxons d q flexispira 1 a 10, representando, cada um deles, possivelmente uma nova especie de Helicobacter. 
Dois dos taxons corresponderam a especies de Helicobacter previamente designadas, o taxon 6 de flexispira correspondeu a H. 
trogontun 219 e o taxon 9 de flexispira correspondeu a H. bilis. uo A caracterizagao fenotipica subsequente, a analise dos 
polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restrigao (RFLP; do ingles, restriction-fragment length polymorphism) dos 
rDNA 16S e 23S e os perfis SDS-PAGE revelaram que os taxons 1, 4 e 5 de flexispira e a cepa tipo H. trogontum (taxon 6 de 
flexispira) representavam a mesma especie e, por conseguinte, foram designados como H. trogontum , 158 enquanto os taxons 2, 3 e 8 
As flexispira e a cepa tipo H. bilis (taxon 9 As flexispira) representam a mesma especie e, em consequencia, foram designados como 
H. bilis} 51 Os taxons 7 e 10 de flexispira permanecem sem nome no momento da elaboragao deste capitulo. 


CLO-3. Uma especie inominada originalmente descrita por Fennell et al., m que pode ser diferenciada de outras CLO pela sua 
capacidade de crescer a 42°C, pela sua resistencia a cefalotina e incapacidade de reduzir nitratos (Tabela 8.4). Foi relatado o 
isolamento desse microrganismo de um swab retal obtido de um homem homossexual sintomatico. 116 

Outros bacilos gram-negativos microaerofilos 

Sutterella wadsworthensis. Wexler et al. propuseram a designapao de S. wadsworthensis para um grupo de bacterias 
originalmente identificadas como C. gracilis, mas que diferiam, nas suas caracterlsticas geneticas e bioqulmicas, das cepas tlpicas 
de C. gracilis , 447 Esses microrganismos sao bacilos gram-negativos retos, que crescem em atmosfera microaerofila ou em condi9&es 
anaerobias. Sao diferenciados de C. gracilis e das especies de Campylobacter por serem negativos para oxidase, urease e acetato de 
indoxila; resistentes a bile a 20%; e pela ausencia de redu9ao do tetracloreto de tetrazolio em condipoes aerobias. Esses bacilos 
foram isolados principalmente de infecqdes do trato GI de seres humanos. 447 

Identificacao definitiva de especies de Campylobacter e bacterias relacionadas 

A morfologia das colonias e as caracteristicas de colora9ao de Gram de C. jejuni, conforme descrito anteriormente, tambem sao 
observadas com a maioria das outras especies de Campylobacter. Entretanto, a identifica9ao definitiva ate o nivel de especie 
depende da determinapao das caracteristicas fenotipicas apresentadas na Tabela 8.4; quando esses testes nao possibilitam a 
identificaqao da especie, pode-se recorrer a tecnicas moleculares. 

De acordo com o esquema apresentado no Boxe 8.3, a sensibilidade diferencial ao acido nalidixico e a cefalotina pode ser util 
para diferenciar as especies de Campylobacter encontradas com mais frequencia. Como as cepas isoladas de C. jejuni e C. coli 
resistentes ao acido nalidixico sao encontradas com frequencia cada vez maior, esses testes tornaram-se menos uteis. 

Luechtefeld e Wang 260 tambem constataram que a resistencia de C. jejuni ao cloreto de trifeniltetrazolio (TTC; do ingles, 
triphenyltetrazolium chloride) mostra-se util para distinguir C. fetus. O teste para hidrolise do hipurato demonstrou ser util para 
diferenciar C. jejuni da especie estreitamente relacionada, C. coli. A maioria das cepas de C. jejuni hidrolisa o hipurato a acido 
benzoico e glicina. 162 O procedimento rapido de Flwang e Ederer para hidrolise do hipurato mostra-se apropriado para testar 
isolados clinicos de especies de Campylobacter. Morris et al. 292 descreveram um metodo mais sensivel para a detecqao do acido 
benzoico, utilizando a cromatografia liquido-gasosa (GLC; do ingles, gas-liquid chromatography). Essa aplica9ao e uma extensao 
do procedimento anteriormente descrito por Kodaka et al., 230 que utilizaram um meio de hipurato, formiato e fumarato para detectar 
nao apenas a hidrolise do hipurato por GLC, mas tambem a utilizapao de formiato e fumarato. 


Boxe 8.3 


Identificacao definitiva das especies de Campylobacter mais comumente encontradas. 

Acido nalidixico Cefalotina TTC 
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TTC = cloreto de trifeniltetrazolio. 

Mills e Ghema 284 descreveram o uso de um teste rapido para detectar a hidrolise do acetato de indoxila por especies de 
Campylobacter. Os estudos realizados mostraram que todas as cepas de C. jejuni, C. coli, C. cunms, C. helveticus, C. rectus, C. 
showae, C. upsaliensis. A. butzleri, A. cryaerophilus e H. fennelliae hidrolisam o acetato de indoxila, enquanto a maioria das outras 
especies de Campylobacter e negativa. 174,284,317,343 Varias outras caracteristicas bioquimicas e fisicas podem ser uteis para distinguir 
as varias especies de Campylobacter e especies semelhantes a Campylobacter (Tabela 8.4). On publicou uma extensa revisao de 
metodos de identificaqao de especies de Campylobacter, Helicobacter e microrganismos relacionados. 317 

Identificacao rapida de Campylobacter a partir de colonias que se desenvolvem em culturas 
Identificacao morfologica, Algumas caracteristicas, como o crescimento de pequenas colonias castanho-acinzentadas e aquosas, 
que tendem a se achatar ao nivel da superflcie do agar seletivo para Campylobacter, que exibem uma morfologia caracteristica em 
forma de “S” ou em asa de gaivota pela colora9ao de Gram e que sao positivas para oxidase e catalase serao suficientes para 
estabelecer o diagnostico de campilobacteriose na maioria dos casos de pacientes com sindromes diarreicas. 



Espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF (MALDI-TOF-MS). Foi constatado que a identificagao de especies de 
Campylobacter e microrganismos relacionados utilizando MALDI-TOF-MS e acurada para diversas especies de Arcobacter, 
Campylobacter e Helicobacter} 2 ’ 2,4 ' 261 ' 210 ' 4 ' 0 ’ 44 * Em estudo conduzido por Bessede et al ,, 34 houve uma correlagao de 100% da 
identificagao com MALDI-TOF ( time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz; do ingles, matrix-assisted laser 
desorption/ionization time of flight) e identificagao molecular para seis especies (A. butzleri, C. coli, C. fetus, C. lari, C. sputorum e 
C. upsaliensis) e correlagao de 99,4% para C. jejuni. Em estudo descrito por Martiny et al., 230/234 (98,3%) de isolados de 
Campylobacter , Arcobacter e Helicobacter , representando 12 especies, foram identificados corretamente por MALDI-TOF. 2 11 

Sistemas de kits comerciais. O API' 8 Campy (bio Merieux, Marcy l’Etoile, Franga) e o sistema de identificagao miniaturizado, 
que inclui 11 testes enzimaticos e convencionais e nove testes de assimilagao e inibigao. 186,270 ’’ 52 Martiny et al. 21 ' relataram que o 
API® Campy possibilitou a identificagao correta de C. jejuni subesp -jejuni em 116/125 (92,8%) isolados testados, porem a 
identificagao global correta foi de apenas 167/234 de 12 especies isoladas de Campylobacter, Arcobacter e Helicobacter testadas. 

O cartao de identificagao para Neisseria-Haemophilus (NH) foi desenvolvido para uso no sistema Vitek 8 2 (bioMerieux, Marcy 
l’Etoile, Franga). O cartao NH baseia-se na tecnologia colorimetrica, que utiliza meios desidratados contendo substratos 
cromogenicos que sao usados para identificar 27 taxons de bacterias gram-negativas exigentes, incluindo C. jejuni, C. coli e C. 
fetus} 10 ' 1 ' 64 ’ 427 Em um estudo relatado por Martiny et al.} 10 101/125 (80,8%), C. jejuni subsp. jejuni, 47/65 (72,3%), de C. coli e 0/7 
de isolados C. fetus foram corretamente identificados em nivel de genero e de especie com o cartao NH do sistema Vitek 81 2. 

Metodos para a deteccao direta de especies de Campylobacter a partir de amostras de fezes 

Foram desenvolvidos metodos que nao utilizam culturas e que possibilitam a detecgao direta dos antigenos ou do DNA de 
Campylobacter em amostras de fezes. Esses metodos incluem imunofluorescencia direta, IEE e ensaios de PCR. 

Imunofluorescencia direta. Hodge et al.' 75 recomendam o uso de tecnicas de imunofluorescencia direta para a rapida triagem de 
amostras de fezes de pacientes com sindrome diarreica aguda. Essa abordagem tern o potencial de eliminar o problema das 
suposigbes envolvidas na interpretagao dos esfregagos corados pelo metodo de Gram. Entretanto, esses reagentes nao estao 
comercialmente disponiveis. 

Imunoensaio enzimatico. Na atualidade, dispoe-se, no comercio, de tres metodos de IEE para Campylobacter: o IEE Premier® 
CAMPY EIA (Meridian Bioscience, Cincinnati, OH), IEE ProSpecTCampylobacter® (Remel, Lenexa, KS) e o teste ImmunoCard® 
STAT! CAMPY (Meridian Bioscience, Cincinnati, OH). Em um estudo conduzido por Granato et al. 149 com 485 amostras de fezes 
(127 com culture positiva e 358 com culture negativa) testadas pelos IEE com placas de microcavidades Premier® CAMPY e 
ProSpecT® Campylobacter, ambos os ensaios apresentaram sensibilidade identica de 99,3% e especificidade comparavel (99,3% vs. 
98%), com valores preditivos positivo e negativo de 95% e 99,7%, respectivamente, para cada IEE apos arbitragem de 
discrepancias com os resultados de culture por PCR. Em um subgrupo de 300 amostras de fezes (127 com culture positiva e 173 
com culture negativa) testadas com o ensaio ImmunoCard® STAT! CAMPY, a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos 
positivos e negativos foram, respectivamente, de 98,5%, 98,2%, 97,8% e 98,8% apos arbitragem dos resultados discordantes com 
PCR. 149 Varios estudos realizados mostraram que o IEE ProSpecT® Campylobacter e o ensaio ImmunoCard® STAT! CAMPY 
podem detectar C. upsaliensis em amostras de cultures negativas, devido a reatividade cruzada entre o antigeno de C. upsaliensis 
com os antigenos de C. jejuni/C. coli. 89,95,172 Bassede et al., avaliaram dois metodos a base de culture (culture apos filtrapao e 
culture em meio seletivo sem filtrapao) com dois metodos diferentes de PCR e tres metodos imunoenzimaticos diferentes. O 
principal resultado do estudo desses autores foi a falta de sensibilidade dos metodos de culture para a detecgao de especies de 
Campylobacter; os metodos de filtrapao detectaram apenas 15 casos (65%), e os meios seletivos, 13 casos (54,4%). 33 
Diferentemente desses achados, pesquisadores dos CDC conduziram um estudo de metodos diagnosticos empregados por 
laboratories em oito estados para a detecgao e o isolamento de Campylobacter a partir de amostras de fezes, incluindo meios 
seletivos para Campylobacter e quatro ensaios de IEE. Relataram que 3,1% (87/2.772) das amostras testadas foram positivos em 
cultures, dos quais 13,8% (12/87) foram negativos em todos os quatro testes de IEE utilizados pelos participantes. Em comparapao 
com a culture, a sensibilidade/especificidade, valor preditivo positivo dos quatro testes de IEE foram os seguintes: Premier® 
CAMPY, 81,6/97,6/52,9%, ProSpecT® Campylobacter 82,7/97,9/56,7%, ImmunoCard® STAT! CAMPY, 72,4/96,3/38,6%, XpecT®, 
73,6/99,3/76,2%. 121 Tendo em vista a baixa incidencia de doenga causada por Campylobacter e os dados de desempenho gerados 
em seu estudo, esses autores concluiram que os testes de IEE rapidos nao parecem ser confiaveis como testes independentes para a 
detecgao direta de Campylobacter em amostras de fezes. 121 

PCR. Na atualidade, dispoe-se, no comercio, de cinco sistemas diagnosticos para a detecgao de patogenos entericos utilizando a 
PCR multiplex, que incluem alvos para uma ou mais especies de Campylobacter. Esses sistemas incluem o ensaio Prodesse® 
ProGastro SSCS (Hologic Inc., San Diego, CA), 50 o ensaio de painel de patogenos GI (GPP; do ingles, GI pathogen panel) 
Luminex® xTag (Luminex Corp., Austin, TX), 83,219,306,332 o painel GI FilmArray®’ (BioFire Diagnostics LLC, Salt Lake City, 
UT), 57,219 o teste para patogenos entericos (EP; do ingles, enteric pathogen) Verigene® (Nonosphere, Northbrook, IL) ’ 12 e o painel 
de bacterias entericas (EBP; do ingles, enteric bacterial panel ) BD Max 8 (BD Diagnostics, Baltimore, MD). 19,36,161 O ensaio 
Prodesse® ProGastro SSCS e o ensaio EBP BD Max 8 detectam os mesmos patogenos: Salmonella spp., Shigella spp., 
Campylobacter spp. (C. jejuni e C. coli) e genes de toxina semelhante a Shiga. Em um estudo do EBP BD Max® realizado em 3.401 


amostras por Harrington et al."' 1 a concordancia percentual positiva e a concordancia percentual negativa para Campylobacter 
foram, respectivamente, de 97,5% e 99,0%. Biswas et al:" ' relataram uma sensibilidade de 100% e especificidade de 100% para 
Campylobacter com o BD Max". O painel Prodesse' 5 ' ProGastro SSCS foi avaliado por Buchan et al., 50 que relataram uma 
sensibilidade de 96,4% e especificidade de 93,5% para C. coli/C. jejuni. O teste Verigene 181 EP inclui sete alvos bacterianos e dois 
virais, incluindo o grupo Campylobacter. Em uma avaliagao de 611 amostras prospectivas e 839 amostras planejadas, realizada com 
o Verigene® E, Novak et al. ' 12 relataram uma sensibilidade de 97,1% para especies de Campylobacter. O painel FilmArray® contem 
23 alvos de bacterias, virus e parasitas, incluindo C. jejuni, C. coli e C. upsaliensis. Em um estudo multicentrico de 1.556 amostras, 
a sensibilidade e a especificidade do painel FilmArray® GI para especies de Campylobacter foram, respectivamente, de 97,1 e 
98,4%. 57 Khare et al. 21 '’ relataram uma sensibilidade e especificidade de 100% para especies de Campylobacter e o painel 
FilmArray 8 GI, embora apenas tres amostras de Campylobacter positivas tenham sido incluidas no estudo. O ensaio Luminex® 
xTag GPP pode detectar 15 alvos (9 bacterias, 3 virus, 3 parasitas) e inclui C. jejuni, C. coli e C. lari. Varios estudos sobre o ensaio 
xTag GPP foram publicados, com uma sensibilidade relatada que variou de 90 a 100%. 83,219 ' 306,332 Todos os paineis moleculares 
apresentam sensibilidades e especificidades maiores que as da cultura convencional e podem ser realizados diretamente em 
amostras de fezes, com disponibilidade dos resultados de 1 a 5 horas, dependendo do metodo. A escolha de determinado sistema ira 
depender da produtividade necessaria para o volume de exames do laboratorio, do tempo total para a realizagao do ensaio, do tempo 
tecnico e da habilidade necessaria para a realizagao do ensaio e da escolha do menu desejado, dependendo de uma abordagem 
focada ou ampla para a detecgao do patogeno. 

PARTE II | AS FAMILIAS VIBRIONACEAE E AEROMONADACEAE E OS GENEROS PLESIOMONAS E 
CHROMOBACTERIUM 

Filogenia da familia Vibrionaceae 

O nome Vibrionaceae foi originalmente proposto por Veron, em 1965, com a intengao de reunir diversos bacilos gram-negativos 
nao entericos e fermentadores, que eram oxidase-positivos e moveis por meio de flagelos polares. Esse agrupamento foi 
considerado como uma maneira conveniente para diferenciar esses microrganismos das Enterobacteriaceae, sem com isso implicar 
necessariamente alguma relagao taxonomica entre as especies incluidas. Antigamente, Vibrionaceae era constituida de quatro 
generos: Vibrio, Aeromonas, Photobacterium e Plesiomonas. Nessas ultimas decadas, entretanto, diversos metodos para analise dos 
acidos nucleicos revolucionaram a taxonomia microbiana e levaram a uma reestruturagao dessa familia ao longo de linhas 
filogeneticas e ao estabelecimento de dois novos generos, Listonella e Shewanella, e de uma nova familia, Aeromonadaceae. 88 ' 21 ' 1 ’"' 1 ’ 4 
O genero Plesiomonas esta atualmente colocado na familia Enterobacteriaceae. 

Genero Vibrio 

As especies de Vibrio sao de interesse tanto historico quanto contemporaneo. Vibrio cholerae e o agente etiologico da colera asiatica 
nos seres humanos, uma doenga diarreica potencialmente grave que, durante seculos, foi um flagelo para a humanidade. O 
microrganismo foi descrito pela primeira vez e designado por Pacini, em 1854; 32 anos depois, Koch isolou o microrganismo, ao 
qual deu o nome de “Kommabacillus”, em virtude do aspecto, curvo ou em virgula, caracteristico das celulas bacterianas 
individuals. 

Houve sete pandemias de colera na historia; as ultimas tres pandemias foram causadas por V. cholerae sorogrupo 01. A 
pandemia mais recente, causada por V. cholerae, biotipo El Tor, comegou em 1961 na Indonesia, alastrou-se rapidamente pela Asia, 
Europa, Africa e Sul do Pacifico e, em 1991, alcangou a America do Sul e, em seguida, a America Central. Alem disso, nos EUA, 
em varios estados da Costa do Golfo, no inicio da decada de 1970, foram relatadas diversas epidemias de menor magnitude de 
sindromes diarreicas e infecgoes extraintestinais, causadas por sorogrupos nao 01 de V. cholerae e por varias especies halofilicas 
recem-descritas. 183 ' 209 As infecgoes foram observadas, em sua maioria, apos o consumo de frutos do mar contaminados e 
inadequadamente cozidos. Foram tambem descritas infecgoes de feridas apos traumatismo durante a natagao ou a realizagao de 
trabalho em aguas infectadas ou em consequencia de exposigao a animais marinhos. 183 

O ponto principal dessa discussao e que os microbiologistas clinicos nao podem desconsiderar as especies de Vibrio como 
possiveis isolados de amostras de fezes diarreicas e precisam permanecer informados quanto a maneira de se isolar e de identificar 
as diversas especies. Aqueles que trabalham em laboratories do interior terao menos possibilidade de encontrar o microrganismo do 
que os que trabalham em hospitais da Costa do Golfo; entretanto, com as viagens intemacionais e a distribuigao de frutos do mar no 
mercado do interior, todos precisam permanecer alerta. 

Taxonomia. As cepas de V. cholerae que foram isolados de casos classicos de colera pandemica sofrem aglutinagao no denominado 
antissoro 01. As cepas que nao sofrem aglutinagao nesse antissoro sao denominadas V. cholerae nao 01 (se essa especie for 
determinada bioquimicamente) ou designadas por uma variedade de nomes de outras especies de Vibrio, como V. parahemolyticus, 
V. mimicus etc. Tendo em vista que as especies nao 01 habitualmente nao provocam sindromes diarreicas tao graves ou 
potencialmente fatais quanto as especies 01 ou, mais comumente, podem estar associadas a infecgoes extraintestinais, a 
diferenciagao precoce entre os dois grupos pode ter consideravel importancia clinica. Embora tenham sido identificadas 35 ou mais 
especies distintas de Vibrio, todas elas, com excegao de 11, sao microrganismos ambientais, designados como “especies de vibrioes 
marinhos”, que nao foram associadas a infecgoes humanas. 197 


Descrigao das especies de Vibrio de importancia humana e sindromes clinicas associadas. As especies que sao isoladas de 
seres humanos e que potencialmente causam doenga podem ser divididas em dois grupos, V. cholerae e vibrides nao colera. 

Vibrio cholerae. V. cholerae e o agente etiologico da colera epidemica e pandemica nos seres humanos. Dentro da especie V. 
cholerae, existem muitas diferengas entre as cepas quanto a seu potencial tanto patogenico quanto epidemico (Tabela 8.8). As cepas 
podem ser divididas de acordo com as diferengas observadas na composigao de sua parede celular (antigeno O somatico), que 
constitui a base do esquema de sorotipagem que classifica os microrganismos em 139 sorogrupos diferentes. Todos compartilham 
um antigeno flagelar (H) comum. Em meados da decada de 1930, foi determinado que todas as cepas pandemicas eram aglutinadas 
por um unico antissoro, que foi denominado 01. As cepas de V. cholerae do tipo 01 podem ser ainda divididas em tres sorogrupos: 
Inaba, Ogawa e Hikojima. Esses sorogrupos sao importantes para estudos epidemiologicos. Por exemplo, a pandemia atual de 
colera que comegou em 1961 e causada pelo sorogrupo Ogawa, enquanto um foco de colera endemica na regiao da Costa do Golfo, 
nos EUA, esta associado a V. cholerae 01 do sorotipo Inaba. 215 Em janeiro de 1991, surgiu simultaneamente uma epidemia de 
colera em varias cidades costeiras do Peru, e, desde entao, foi relatada no Equador, no Chile, na Colombia, no Brasil e nos EUA. 
Esse surto tambem e aparentemente causado por uma cepa diferente da cepa pandemica, identificada como 01 sorotipo Inaba, 
biotipo El Tor. 70 

As cepas epidemicas da sorovariante 01 podem ser ainda subdivididas nas biovariantes classica e El Tor. El Tor e um biotipo 
ativamente hemolitico de V. cholerae, que foi isolado na Estagao de Quarentena El Tor, no Egito. Foi constatado que a cepa El Tor e 
mais resistente e tern maior capacidade de sobreviver no meio ambiente; alem disso, encontramos na literature relatos de portadores 
cronicos da cepa El Tor. 214 O vibriao El Tor e atualmente reconhecido como um biotipo de V. cholerae, responsavel pela maioria 
dos surtos epidemicos atuais de colera classica. A pandemia atual de colera, que comegou em 1961, e causada pela biovariante El 
Tor, assim como surtos na Costa do Golfo e na America do Sul. A biovariante classica quase desapareceu, exceto por raros casos de 
isolamento na India. Os estudos realizados em Bangladesh indicam que houve reemergencia do biotipo classico. 

► Colera | Historia mundial. Foram registradas sete pandemias de colera na historia, e sabe-se que as ultimas tres foram causadas 
pelo V. cholerae sorogrupo 01. A setima pandemia de colera, causada pelo vibriao El Tor, teve origem em Celebes, na Indonesia, 
em 1961, e disseminou-se subsequentemente pelo mundo inteiro, alcanpando o continente Sul Americano, em 1991. A emergencia 
e a rapida disseminagao da colera por um novo sorotipo, denominado 0139 Bengal, em outubro de 1992, em nove paises (India, 
Bangladesh, Paquistao, Tailandia, Nepal, Malasia, Burma, Arabia Saudita e China) sugerem a possibilidade do inicio da oitava 
pandemia. 10 ' 114 * 266,406 Para uma sinopse das pandemias de colera nos seculos 19 e 20, o leitor deve consultar a revisao publicada por 
Lacey. 235 

► V. cholerae 0139 Bengal toxigenico. Em outubro de 1992, surgiu uma epidemia de uma doenga semelhante a colera em Madras, 
na India, que se disseminou para Calcuta e Bangladesh e muitos outros lugares da India e Sudeste Asiatico. 293 Nao foi possivel 
identificar a cepa e classifica-la em qualquer um dos 138 tipos conhecidos de V. cholerae, representando, assim, um novo 
sorogrupo, 0139 (com o sinonimo de Bengal para indicar o seu isolamento original nas regioes costeiras da Baia de Bengala). 10 A 
cepa causou uma grande epidemia de colera em Bangladesh, na India, bem como em paises vizinhos e, durante algum tempo, 
substituiu, em grande parte, as cepas de V. cholerae 01 nas areas afetadas. De 1996 a 2002, os casos de colera em Bangladesh 
foram causados, em sua maioria, por V. cholerae 01 biotipo El Tor; todavia, em margo de 2002, V. cholerae 0139 reapareceu como 
patogeno predominante. 114 Existem tres aspectos importantes a considerar no que diz respeito a esse novo sorotipo: (1) os sintomas 
associados a infecgao por V. cholerae 0139 sugerem que ela e indistinguivel da colera causada por V. cholerae 01, devendo ser 
tratada com reidratagao igualmente rapida, (2) a rapida disseminagao do V. cholerae 0139 sugere que a imunidade preexistente ao 
V. cholerae 01 oferece pouco ou nenhum beneficio protetor, e as pessoas que viajam para areas afetadas nao devem pressupor que a 
vacinagao contra colera ira protege-las contra a cepa V. cholerae 0139, e (3) os metodos de identificagao laboratoriais para V. 
cholerae 01 dependem da detecgao do antigeno 01 na superficie da bacteria e, portanto, nao identificam essa nova cepa. 2 As 
caracteristicas fenotipicas, sorologicas e toxigenicas do V. cholerae 0139 Bengal foram descritas por Nair et a/. 301 

Tabela 8.8 Caracteristicas de Vibrio cholerae. 


Metodo de dassificagao 

Associado a epidemias 

Nao associado a epidemias 

Sorogrupos 

01 

Nao 01 (sorogrupos 02-0138)“ 

Biotipos 

Classico, El Tor 

Biotipos nao aplicaveis a cepas nao 01 

Sorotipos 

Inaba, Ogawa, Hikojima 

Esses tres sorotipos nao sao aplicaveis a cepas nao 01 

Toxina 

Produgao de toxina da colera 

Habitualmente nao produzem toxina da colera; algumas vezes, produzem outras 

toxinas" 


a Em 1992, surgiu um sorogrupo designado como 0139 Bengal em Calcuta, Bangladesh, e partes da India, que produz toxina da colera em 
quantidades semelhantes aquelas produzidas por V. cholerae e que se disseminou em proporgoes epidemicas pelo subcontinente indiano. 


► Colera | Hemisferio ocidental. Em janeiro de 1991, surgiu simultaneamente uma epidemia de colera, que nao havia sido relatada 
na America do Sul no seculo XX, em varias cidades costeiras do Peru, com rapida disseminagao para toda a America do Sul e a 



America Central. 153,324 

► Colera | EUA. Nos EUA, existe um pequeno foco ambiental de V. cholerae potencialmente epidemico ao longo da Costa do 
Golfo. 316 A colera provocada por essa cepa tem sido, na maioria dos casos, associada ao consumo de caranguejos inadequadamente 
cozidos ou ostras cruas pescados na Costa do Golfo. Em 1973, o primeiro caso de colera nos EUA, desde 1911, foi notificado no 
Texas. 446 Esse caso foi seguido, em 1978, pelo relato de 11 pacientes em Louisiana e, em 1981, por dois surtos adicionais no Texas 
envolvendo 18 pacientes. 37 Foi constatado que os caranguejos pescados em estuarios proximos eram o veiculo da infecgao nos 
casos de Louisiana, enquanto o maior dos dois surtos no Texas foi atribuido a contaminagao de arroz cozido apos lavagem acidental 
com agua proveniente de uma fonte contendo a cepa causadora do surto. 214 Atualmente, sabe-se que, nos EUA, foram descritas 44 
infecgoes por V. cholerae 01 toxigenica entre 1973 e 1987. 187 Todas resultaram de exposigoes em Louisiana e no Texas, proximo a 
Costa do Golfo. Em 1991, foram notificados 26 pacientes com colera nos EUA, dos quais 18 foram associados ao surto Sul- 
Americano. 71 Em 1992, foram relatados 103 casos de colera nos EUA, dos quais 75 foram associados a um surto ocorrido a bordo 
de um voo da Aerolineas Argentinas, entre Argentina e Los Angeles, em fevereiro de 1992. Em 1993 e 1994, foram relatados 22 e 
47 casos de colera nos EUA, respectivamente. Desses, 65 (94%) foram associados a viagens ao exterior. Tres desses casos foram 
causados por V. cholerae 0139, confirmados por cultura, em pessoas que viajaram para a Asia. 73 Entre 1995 e 2000, foram 
notificados 14 pacientes com colera, dos quais 6 foram associados ao foco ambiental endemico, e 8 ao consumo de frutos do mar 
importados. 294 Em 2015, a colera continua rara nos EUA e, com mais frequencia, e adquirida durante uma viagem para paises onde 
V. cholerae circula. 

► Colera | Nao 01. Os sorotipos de V. cholerae nao 01 tem sido associados a casos isolados de doenga diarreica, embora a 
maioria das cepas nao 01 nao produza toxina da colera; na verdade, essas cepas parecem produzir uma enterotoxina diferente da 
toxina da colera. Foram tambem isoladas cepas de feridas e de infecgoes sistemicas. Em uma revisao de casos de pacientes com 
bacteriemia por V. cholerae nao 01, Safrin eta/.’ 68 relataram que a taxa de mortalidade foi de 61,5% em 13 casos cujos resultados 
foram conhecidos. A maioria das infecgoes conhecidas ocorreu em pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles com 
neoplasia maligna hematologica ou cirrose. Pitrack e Gindorf 342 relataram o caso de um paciente com celulite bacteriemica causada 
por V. cholerae nao 01, que foi adquirido em um lago de agua doce do interior no norte de Illinois. 

► Fisiopatologia da gastrenterite induzida por Vibrio cholerae. V. cholerae e o prototipo das sindromes diarreicas, em que a doenga 
nao e provocada por invasao tecidual dos microrganismos, mas sim causada pela produgao de toxinas que interrompem as trocas 
intraintestinais normais de agua e de eletrolitos. As cepas toxigenicas produzem uma toxina que se liga a um receptor existente na 
membrana das celulas epiteliais e que ativa a adenilato ciclase, causando aumento dos niveis de monofosfato de adenosina ciclica 
(cAMP) e hipersecregao de sal e de agua, resultando na diarreia de “agua de arroz” caracteristica da colera. O Boxe 8.4 fomece uma 
descrigao sucinta da sequencia passo a passo da gastrenterite induzida por V. cholerae. A Figure 8.1 fomece uma ilustragao 
esquematica do modo de agao da toxina da colera. Para uma revisao abrangente da colera, incluindo a sua patogenia e os fatores de 
virulencia, o leitor deve consultar publicagoes de Kaper et al. e de Sack et a/. 208 ' 366 

► Tratamento e prevengao das infecgoes por V. cholerae. Em sua maioria, V. cholerae e rapidamente destruido pela tetraciclina; 
entretanto, a secregao de liquido pode persistir por varias horas apos o tratamento, devido ao efeito da toxina que ja esta ligada as 
celulas da mucosa. A corregao das perdas hidreletroliticas e fundamental, e e necessaria a administragao de 1 t ou mais de 
liquido/hora. A antibioticoterapia (p. ex., sulfametoxazol-trimetoprima ou tetraciclina) ira ajudar a diminuir a duragao da diarreia e 
a reduzir o periodo do estado de portador. Todavia, os antibioticos devem ser considerados auxiliares da reidratagao vigorosa. Alem 
disso, nessas ultimas decadas, surgiram cepas de V. cholerae resistentes a agentes antimicrobianos. 294,366 O risco de contrair colera e 
diarreia do viajante pode ser reduzido seguindo-se a regra geral de “ferva, cozinhe, descasque ou esquega”. Em particular, os 
viajantes nao devem consumir (1) agua nao fervida ou nao tratada nem gelo produzido com essa agua; (2) alimentos e bebidas 
adquiridos de vendedores de rua; (3) peixe e marisco cms ou parcialmente cozidos, incluindo ceviche; e (4) vegetais cms. As 
saladas frias de frutos do mar sao particularmente perigosas. Foram realizadas pesquisas consideraveis para o desenvolvimento de 
vacinas orais contra colera. 366 Duas vacinas orais estao licenciadas em varios paises, fora dos EUA. Uma delas consiste em V. 
cholerae morto mais a subunidade B da toxina de colera, enquanto a outra e uma cepa avirulenta de V. cholerae. Atualmente, nos 
EUA, nao se dispoe no comercio de nenhuma vacina contra colera. 

Vibrioes nao colericos. Nos EUA, a maioria das infecgoes por Vibrio tem sido causada por especies nao epidemicas diferentes 
de V. cholerae. A Tabela 8.9 fomece o habitat natural e a distribuigao geografica, os meios de cultura necessarios para o isolamento 
otimo, as principals reagoes bioquimicas e as sindromes clinicas associadas as especies nao colericas de importancia humana. 
Embora essas especies de Vibrio sejam “nao colericas”, elas nao devem ser desprezadas, visto que muitas cepas podem causar 
doenga diarreica grave, alem de infecgoes extraintestinais, que podem resultar em septicemia fatal. Entretanto, na maioria das 
infecgoes intestinais, os sintomas sao menos graves e de menor duragao do que os que ocorrem na colera epidemica classica. 


Boxe 8.4 


Eventos que levam a gastrenterite induzida por V. cholerae 

1. Os microrganismos ingeridos com agua contaminada devem passar, em primeiro lugar, pelas secretes altamente acidas do estomago. Estima-se que sejam 
necessarios 10 10 microrganismos/mf para que possam sobreviver em sua passagem gastrica nos individuos sadios. Sao necessarios apenas cerca de 100 
microrganismos/mf em individuos com hipodoridria, devido a gastrectomia previa ou a ingestao de antiacidos para o tratamento de doenga ulcerosa gastrica. 



2. Para causar doen^a, as celulas de V. cholerae precisam aderir as celulas epiteliais das mucosas gastrica e intestinal. Essas bacterias sao moveis e secretam mucina, 
duas propriedades que as ajudam na penetra^ao da camada protetora de mucina que recobre a superficie da mucosa gastroenterica. A fixa^ao das bacterias e urn 
complexo mecanismo, que exige o reconhecimento, pelas celulas bacterianas, de urn marcador de superficie nas celulas epiteliais ao qual possam se ligar. 

3. V. cholerae produz uma molecula de enterotoxina composta de duas subunidades: subunidade A (ativa) e subunidade B (de ligaijao). A subunidade A e constituida de 
dois peptidios: A v com atividade de toxina, e A 2 , que facilita a penetragio da subunidade A dentro da celula. A subunidade B e responsavel pela liga^ao da molecula 
de toxina a receptores especificos para toxina, gangliosidio G M1< existentes na membrana das celulas epiteliais intestinais. Existem cinco subunidades B por molecula 
de toxina, dispostas em urn anel ao redor de urn nucleo central que contem a enzima A1. A liga^ao inicial ocorre rapidamente, seguida de uma modificagao lenta na 
conformagao da molecula da toxina, resultando na internalizagao da enzima A1 dentro da celula hospedeira; por conseguinte, existe uma curta fase de latencia (15 a 
60 min) entre o momento da ingestao de agua infectada por colera e o aparecimento dos sintomas. Por meio de uma serie de etapas, a enzima A1 catalisa a ADP- 
ribosilagao da proteina reguladora G s (estimuladora), fixando-a no estado ativo. A proteina G s atua para que a adenilato ciclase em sua forma inativa retorne a sua 
forma ativa, o que, por sua vez, produz uma elevagao intracelular do cAMP (Figura 8.1). 282 

4. 0 cAMP impede a reabsorgao de ions sodio atraves da membrana das microvilosidades da celula epitelial intestinal e a excregao de bicarbonato de sodio e de potassio 
no lumen intestinal. 0 conteudo intestinal apresenta altas concentrates de sodio e de doreto (isotonico), de bicarbonato (duas vezes a do plasma) e de potassio (tres 
a cinco vezes a do plasma). Por conseguinte, a agua desloca-se passivamente das celulas epiteliais para o lumen intestinal, em resposta ao elevado gradiente de 
pressao osmotica, seguindo o antigo adagio, "onde vai o sodio, vai a agua". 

5. Por conseguinte, ocorre secregao difusa de liquido das celulas epiteliais intestinais, com acumulo de grandes quantidades de agua no lumen intestinal. A velocidade 
de produgao de liquido aumenta dentro de 3 a 10 h apos a exposi^ao. A perda de liquido persiste por ate 5 dias em pacientes que nao recebem antibioticos, quando as 
celulas bacterianas sao eliminadas do intestino por urn mecanismo do hospedeiro desconhecido. 0 resultado consiste em graus variaveis de desidratagao e 
desequilfbrio eletrolftico, podendo levara acidose metabolica, hipopotassemia, choque e morte nos casos extremos. 


Certas especies de vibrioes nao colericos podem produzir enterotoxinas semelhantes aquelas descritas para V. cholerae. Alem 
disso, algumas especies provocam doenga invasiva e simulam mais estreitamente a disenteria causada por Shigella; outras especies, 
em particular V. vulnificus, podem invadir os ganglios linfaticos intestinais e resultar em septicemia. As infecgoes extraintestinais 
causadas por Vibrio consistem, mais comumente, em feridas cutaneas ou otite externa, em que as solugdes de continuidade na pele 
foram contaminadas durante a natagao ou passeio de barco em ambientes marinhos ou apos manipulagao de frutos do mar crus 
contaminados. 276,377 

Vibrio algiitolyticus. V. alginolyticus foi originalmente classificado como biotipo 2 de V parahaemolyticus. Os isolados clinicos 
sao obtidos, em sua maioria, de feridas superficiais 109,271 ' 338,374 ou da orelha externa. 159 * 197 Foi tambem relatada a ocorrencia de 
conjuntivite, 256 gastrenterite aguda, 350 bacteriemia 44 * 109,194 e fasciite necrosante 143 causadas por V. alginolyticus. 

Vibrio cincinnatiensis. A infecgao humana causada por essa especie de Vibrio e rara. Esse microrganismo foi isolado do sangue 
e do liquido cerebrospinal de um paciente com 70 anos de idade que apresentava bacteriemia e meningite. 46 O paciente foi tratado 
com ampicilina (dia 1) e moxalactam por 9 dias, seguido de recuperagao sem complicagdes. 

Vibrio damseia (Photobacterium damseia). P. damsela era anteriormente denominado grupo EF-5 dos CDC, V. damsela e 
Listonella damsela. Foi descrito como causa de infecgoes de feridas em seres humanos, principalmente apos exposigao a agua 
salgada. 86 ' 177 ' 295 As cepas sao, em sua maioria, resistentes a penicilina, porem sensiveis a gentamicina, ao cloranfenicol e a 
tetraciclina. MacDonell e Colwell 261 propuseram a transference de V. damsela para o genero Listonella. Subsequentemente, Smith 
et al. sugeriram que L. damsela fosse recolocada no genero Photobacterium , 386 

Vibrio fluvialis. Anteriormente designado como grupo EF-6 dos CDC, V. fluvialis foi isolado de seres humanos com diarreia. 
Essa especie foi isolada de coproculturas de mais de 500 pacientes com diarreia pelo Cholera Research Laboratory, em Bangladesh, 
durante um periodo de 9 meses, de 1976 a 1977. 184 Nos EUA, o microrganismo foi isolado de uma ferida de um paciente no Flavai, 
da agua e do sedimento na Baia de Nova York, de mariscos em Louisiana, da agua e de mariscos em estuarios do Noroeste do 
Pacifico, de um homem de 81 anos de idade de Laredo, Texas, com doenga diarreica, 4118 das fezes de um lactente de 1 mes de 
idade 169 e das fezes de um homem de 43 anos de idade com historia de AIDS. 176 

Vibrio furnissii. Anteriormente designado como V. fluvialis biogrupo 2, V. furnissii foi isolado de pacientes com gastrenterite 
aguda em pelo menos dois surtos de intoxicagao alimentar 48 e das fezes de um lactente de 1 mes de idade. 169 

Vibrio Itarveyi. V. han’evi (anteriormente V. carchariae ) 334 e um patogeno de tubaroes; entretanto, foi relatado um caso de 
infecgao de ferida em uma menina de 11 anos de idade atacada por um tubarao enquanto caminhava em agua ate o joelho na Costa 
da Carolina do Sul. 333 V. harvevi pode ser diferenciado de especies bioquimicamente semelhantes (V. alginolyticus, V. 
parahaemolyticus e V. vulnificus) pela ausencia de hidrolise da gelatina a 22°C, motilidade negativa a 36°C e reagao negativa da 
omitina descarboxilase. As outras especies apresentam as reagdes opostas. 
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FIGURA 8.1 Agao da toxina da colera (para maiores detalhes, ver Boxe 8.4). 


Tabela 8.9 Caracteristicas das especies de Vibrio diferentes de V. cholerae de importancia clinica. 



Habitat natural, distribuigao 

Meios de cultura para o 





geografka; modos de 

crescimento otimo em 

Reacoes 



Especie 

infecgao humana 

laboratorio 
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Sindromes clinicas 

I. alginolyticus 

Habitat: ambiente marinho 

Necessidade de suplemento de 

Lisina 

+ 

Associado a infecgoes de tecidos 


Infecgao: exposigao da pele 

traumatizada a agua do mar 
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entericos. 

NaCI a 8% 

+ 

feridas e infecgoes oticas 



Colonias amarelas em agar 

NaCI a 10% 

V 




TCBS. 




V. damsela 

Habitat: ambiente marinho 

Exige NaCI a 1% em meios de 

Arginina 

+ 

Associado a infecgoes de feridas 

Grupo EF5 dosCDC 

(transferido para o genero 

Photobacterium) 

Infecgao: exposigao da pele 

lesionadaoudeferidas 

traumaticas a animais 

cultura nao seletivos. 

Crescimento satisfatorio em 

agar-sangue. Colonias 

Voges-Proskauer 
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Glicose 

+ 
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- 
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+ 





Trealose 

+ 


V. fluvialis 

Habitat: distribuigao mundial - 

0 suplemento de Na + dos meios 

Arginina 

+ 

Gastrenterite semelhante a 


endemicoem Bangladesh. 

de cultura e menos critico 

NaCI a 6% 
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V. furnissii 


V. hollisae (transferido para o 
genera Grimontia) 


V. metschnikovii 


V. mimicus 


V. parahaemolyticus 


V. vulnificus (Vibrio lactose- 


Nos EUA-Costa do Golfo, 
Nova York e estuarios do 
noroeste do Paa'fico 

Infeqao: ingestao ou contato 
com agua contaminada 

Habitat: endemicoem agua 
marinhae estuarios da Asia 

Infeqao: ingestao ou contato 
com agua contaminada 


Habitat: ambiente marinho na 
Costa do Golfo e estados da 
Baiade Chesapeake 

Infeqao: consumo de frutos do 
mar crus 


Habitat: distribui^ao mundial na 
agua docee agua marinha 
salobra, rios, esgotos; 
tambem em camaroes, siris 
e lagostas 

Infeqao: causa da colera de aves 
domesticas; exposigao ou 
ingestao de agua ou 
animaiscontaminados 

Habitat: aguas costeiras e ostras 
e camaroes 

Infeqao: ingestao de frutos do 
marinadequadamente 
cozidos, particularmente 
ostras 

Habitat: distribui^ao mundial 
em agua docee agua do 
mar. Endemico no Japao 

Infeqao: ingestao de frutos do 
marcontaminados-peixee 
mariscoscrus 


Habitat: aguas costeiras e 


do que para outras especies 
de Vibrio halofilicas. 
Colonias amarelas em agar 
TCBS. 

Suplemento de Na + para 
crescimento otimoem 
meios de cultura nao 
seletivos. 

Colonias amarelas em agar 
TCBS. 

Necessidade de suplemento de 
NaCI a 1 a 2% para o 
crescimento. Crescimento 
precario em agar TCBS ou 
agar MacConkey. Triagem 
para colonias oxidase- 
positivas em agar-sangue. 


Crescimento satisfatorio na 
maioria dos meios de 
isolamento laboratoriais. 0 
suplemento desodionaoe 
tao critico quanto para 
outros vibrioes halofilicos. 
Colonias amarelas em agar 
TCBS. 

Cresce em meios de isolamentos 
entericos. Colonias verdes 
em agar TCBS. 


Crescimento lento em meios nao 
seletivos. Triagem para 
colonias oxidase-positivas 
em agar-sangue. Colonias 
verdes em agar TCBS. 


Necessidade de NaCI a 1% para 


Glicose (gas) 

Hidrolise da esculina 
Aminovalerato + 

Glutarato 

Glicose (gas) + 

Hidrolise da esculina 
Aminovalerato 

Glutarato + 

Indol + 

Lisina 

Arginina 

Ornitina 

Motilidade (depois de 7 
dias) 

Ureia 

Oxidase 

Nitrato 

Voges-Proskauer + 


Sacarose 

- 

Manitol 

+ 

Ornitina 

+ 

Lipase 

V 

Voges-Proskauer 

- 

Polimixina 

s 

Lisina 

+ 

Arginina 

- 

Voges-Proskauer 

- 

Lactose 

- 

Salicina 

- 

Urease 

V 

Indol 

+ 

Lactose 

+ 


- diarreia aquosa, vomitos, 
desidrata^ao; 

provavelmente induzida por 
enterotoxina 

Isolado de pacientes com 
diarreia e gastrenterite, 
particularmente turistas 
que regressam da Asia 


Isolado de pacientes com 
diarreia e gastrenterite. Foi 
relatada a invasao da 
corrente sangufnea em 
individuos com 
anormalidades hepaticas 


Associado a infeqoes humanas 
raras e isoladas: septicemia, 
infec^oes das vias urinarias, 
feridas, peritonite 


Sindrome diarreica relacionada 
comaprodu^ao detoxinas 
termolabeise 
termoestaveis; tambem 
infeqoes de ouvido do 
nadador 


Gastrenterite aguda - nauseas, 
vomitos, colicas 
abdominais, febre, calafrios 

Teste de Kanagawa positivo (/. 
e., hemolise clara em meios 
especialmente preparados) 

Extraintestinal: feridas e 
septicemia 

Septicemia potencialmente 


positivo) 

estuarios 

crescimento. Crescimento 

Lisina 

+ 

fatal; taxa de mortalidade 


Infecgao: ingestao de ostras 

cruas; exposigao de feridas 

satisfatorio em agar- 

sangue. Colonias verdes 

Arginina 

- 

de 50%. Alta associagao 

com doenga hepatica 


traumaticas a animais 

marinhos infectadosou 

agua contaminada 

(85%) ou amarelas (15%) 

em agar TCBS. 

Salicina 

+ 

preexistente. As feridas sao 

dolorosas, com necrose 

cutanea e muscular. 


S = sensivel, 90% ou mais; + = 90% ou mais de cepas positivas; - = 90% ou mais de cepas negativas; V = 11 a 89% de cepas positivas; TCBS 
= tiossulfato de sodio, citrato de sodio, sais biliares. 

Vibrio hollisae (Grimontia hollisae). Anterionnente designada como grupo EF-13 dos CDC e reclassificada como Grimontia 
hollisae, em 2003, 420 essa especie tem sido mais comumente isolada de amostras de fezes de individuos com diarreia e dor 
abdominal e uma historia de consumo de frutos do mar crus. 4,168,295 Foram descritos raros casos de infecgao sistemica causada por 
G. hollisae, envolvendo, com mais frequencia, sepse bacteriana em individuos com imunodeficiencias como doenga de 
base. 173,258,348 As evidencias sugerem que G. hollisae pode compartilhar com V. vulnificus uma predilegao pela invasao da corrente 
sanguinea em individuos com anormalidades hepaticas. 348 

Vibrio metschnikoviu Anterionnente conhecido como grupo enterico 16 dos CDC, e isolado com frequencia do meio ambiente, 
porem raramente de amostras clinicas humanas. O primeiro caso documentado de infecgao humana ocorreu no sangue de um 
paciente com colecistite no Cook County Flospital em Chicago. 1 ’ 7 Mais recentemente, Flansen et al. descreveram pacientes com 
septicemia causada por V. metschnikovii: um caso fatal, envolvendo um paciente com cirrose hepatica, insuficiencia renal e diabetes 
melito; e outro caso em uma mulher de 82 anos de idade, com problemas respiratorios e lesao infectada da pema, que foi tratada 
com sucesso. l, ’ n Os isolados humanos encaminhados aos CDC para identificagao incluem duas cepas da urina e quatro de fontes 
desconhecidas. 112 

Vibrio mimicus. Anterionnente classificado como V. cholerae sacarose-negativo, V. mimicus tem sido isolado de mariscos e da 
agua, bem como de fezes dianeicas humanas e infecgoes oticas. 92,377 

Vibrio parahaemolyticus. Provoca gastrenterite em seres humanos apos a ingestao de frutos do mar contaminados, 2 ' 4 embora o 
seu mecanismo ainda nao tenha sido elucidado. Desde 1996, foi relatada a disseminagao pandemica de infecgoes por V. 
parahaemolyticus, devido a um unico clone, em varios paises da Asia. 426 Os sintomas consistem em dianeia aquosa e, algumas 
vezes, sanguinolenta, colicas abdominais, nauseas, vomitos, cefaleia, febre baixa e calafrios. Em geral, a doenga e leve a moderada 
e autolimitada, com duragao de 2 a 3 dias. Foram tambem descritas infecgoes extraintestinais causadas por V. parahaemolyticus, 
principalmente de feridas em contato com agua do mar, embora a ocorrencia de septicemia primaria raramente tenha sido 
relatada. 2 ' 4 Surgiu um biotipo ureia-positivo, que tem sido a causa de varios surtos recentes, frequentemente associados a ingestao 
de ostras cruas contaminadas. 5,238,310,313 Janda et al. 191 revelaram que 70% das cultures de V. parahaemolyticus enviadas para 
identificagao ao Microbial Diseases Laboratory, no Department of Flealth Laboratory, Berkeley, na California, foram urease- 
positivos. Foram relatados achados semelhantes no Noroeste do Pacifico. -1 

Mais de 95% das cepas de V. parahaemolyticus que foram isoladas de pacientes com dianeia sao Kanagawa-positivos, ou seja, 
hemolisam os eritrocitos humanos em agar Wagatsuma. 206 A hemolisina e tanto citotoxica quanto cardiotoxica. Apenas cerca de 1% 
das cepas isoladas de ambientes marinhos e Kanagawa-positivo. 197 Isso implica que a atividade de hemolisina de V. 
parahaemolyticus esta associada a patogenia da gastrenterite por Kanagawa. Entretanto, a associagao da hemolisina de Kanagawa 
com a patogenia nunca foi comprovada, e, de fato, Flonda eta/. 180 relataram que 11 de 12 cepas isoladas de V. parahaemolyticus de 
pacientes durante um surto de gastrenterite nas Maldivas, em 1985, foram Kanagawa-negativas. Em geral, a reidratagao constitui o 
unico tratamento necessario. 

Vibrio vulnificus. Anterionnente do grupo EF-3 dos CDC, V vulnificus foi inicialmente denominado Vibrio lactose-positivo por 
Hollis et al., em 1976. 177 V. vulnificus e uma especie particularmente virulenta, associada a infecgoes de ferida apos exposigao a 
agua do mar contaminada, bem como a septicemias primarias e morte apos o consumo de frutos do mar contaminados, mais 
comumente ostras cruas. 74 ' 8,294 As infecgoes septicas estao associadas a uma elevada taxa de mortalidade (40 a 60%). 19 Os 
microrganismos alcangam a corrente sanguinea ao invadir a mucosa intestinal. Os pacientes com doenga hepatica sao 
particulannente suscetiveis a septicemia. ’ 8,111,411 

As condigdes clinicas que predispSem a bacteriemia por V. vulnificus incluem disfungao hepatica e sindromes que levam a um 
aumento do deposito de feno: cinose cronica, hepatite, talassemia major, hemocromatose e historia de consumo macigo de 
alcool. 19 Os principais sintomas associados a sepse consistem em febre, calafrios e vomitos, que comegam cerca de 38 horas apos o 
consumo de ostras cruas. A diarreia frequentemente nao e um componente da sindrome. 

Metodos para o isolamento laboratorial de especies de Vibrio. Existem quatro abordagens laboratoriais possiveis para o 
isolamento de especies de Vibrio de amostras clinicas: 

• Utilizar procedimentos normais, sem nenhum esforgo especifico para a pesquisa de especies de Vibrio 

• Utilizar procedimentos normais e meios para plaqueamento e pesquisar o crescimento de colonias oxidase-positivas 



• Incorporar agar tiossulfato de sodio, citrato de sodio, sais biliares (TCBS) como placa adicional para coproculturas, bem como 

para outras amostras provaveis, como amostras de feridas, sangue, olhos e orelhas 

• Utilizar outros procedimentos especiais para melhorar o isolamento de V. cholerae, V. parahaemolvticus e de outras especies de 

Vibrio. 

Para os laboratories localizados no meio-oeste norte-americano, onde as culturas positivas para especies de Vibrio podem ser 
escassas, a primeira ou a segunda abordagens podem ser mais apropriadas. Nos laboratories localizados proximo a oceanos, 
particulannente aqueles situados em areas endemicas, podem-se indicar a terceira ou a quarta abordagens. Entretanto, as 
desvantagens no uso rotineiro de agar TCBS incluem custo aumentado com retomo relativamente baixo, e algumas especies ou 
cepas de Vibrio podem nao crescer adequadamente em agar TCBS. Para os tecnicos de laboratorio, pode ser util obter informagbes 
sobre a suspeita de casos clinicos de colera ou infeegoes extraintestinais por Vibrio. Nesses casos, pode ser ainda adequado utilizar 
um meio de culture seletivo ou enriquecimento de caldo alcalino, que sao discutidos em uma segao posterior. Nesses casos, pode-se 
realizar uma culture para Vibrio. Entretanto, quando se considera a culture, e importante orientar a equipe medica sobre quando esse 
teste deve ser solicitado, de modo a garantir o seu uso adequado. 

Coleta das amostras, processamento e selegao de meios. O pessoal do laboratorio deve ser notificado se o medico suspeitar de 
uma sindrome de colera ou de infeegoes extraintestinais por especies de Vibrio. As amostras devem ser coletadas o mais cedo 
possivel no inicio da doenga. Nos estagios diarreicos agudos da doenga, podem-se obter amostras do reto com um cateter de 
borracha macia ou um swab retal, ou a partir de uma pequena quantidade de fezes liquidas eliminadas. A culture do vomito tambem 
pode levar ao crescimento de microrganismos, particulannente nos estagios iniciais da doenga. 

As amostras devem ser transportadas em recipientes fechados para conservar a unidade e semeadas em meios de culture o mais 
rapido possivel. Em geral, as especies de Vibrio sao muito sensiveis ao ressecamento, a exposigao a luz solar e ao desenvolvimento 
de um pH acido. Alem disso, sao facilmente inibidas pela microbiota intestinal ou por microrganismos contaminantes. Se nao for 
possivel semear imediatamente as amostras, as especies de Vibrio permanecem viaveis por um longo periodo de tempo em meio de 
transporte semissolido de Cary-Blair. Deve-se evitar o uso do meio de transporte em solugao-tampao salina com glicerol. Se nao 
houver meio de transporte disponivel, pode-se mergulhar uma tire de papel mata-borrao espessa de 5 x 1,5 cm na amostra de fezes, 
coloca-la em bolsa de plastico fechada e envia-la por correio ao laboratorio de referenda mais proximo. 215 As amostras com 
suspeita de conter especies de Vibrio devem ser semeadas em agar-sangue de cameiro a 5% e agar MacConkey. Cada supervisor de 
laboratorio ira determinar se e tambem necessario semear uma placa de agar TCBS e/ou um tubo de enriquecimento de agua 
peptonada alcalina (APW; do ingles, alkaline peptone water), dependendo da prevalencia das doengas associadas a Vibrio em cada 
localidade. Se o agar TCBS nao for usado, as colonias hemoliticas que aparecem em agar-sangue de carneiro apos incubagao 
durante a noite devem ser testadas quanto a sua atividade de citocromo oxidase. Cada colonia representativa pode ser 
individualmente avaliada e submetida a teste de spot para reagao da oxidase, utilizando o reativo de Kovac, ou podem-se adicionar 
uma ou duas gotas do reativo de Kovac a uma area da superficie da placa onde se encontram as colonias suspeitas. O rapido 
aparecimento de uma cor azul indica um resultado positivo. As colonias oxidase-positivas podem ser transferidas para agar TCBS 
para identificagao ate o nivel de especie com base nas suas caracteristicas bioquimicas e em outras caracteristicas. 

Os caldos de enriquecimento de APW devem ser semeados em agar TCBS para avaliagao mais detalhada das colonias que 
crescem depois de um periodo de incubagao adicional de 24 a 48 horas. A APW, que contem 1% de peptona e 1% de NaCl em pH 
8,6, e um caldo de enriquecimento facil de utilizar, que pode ser recomendado para situagoes nas quais ha suspeita de baixas 
concentragoes de microrganismos na amostra (p. ex., nos estagios de convalescenga da doenga). O pH elevado do meio serve para 
suprimir o crescimento de muitas bacterias intestinais comensais, enquanto permite a multiplicagao livre de V. cholerae. Os 
repiques em agar TCBS ou em agar gelatina devem ser efetuados dentro de 12 a 18 horas, visto que outros microrganismos podem 
comegar a proliferar no caldo apos incubagao prolongada. A APW tambem constitui um excelente meio de transporte quando as 
amostras nao podem ser enviadas imediatamente ao laboratorio para processamento. Recomenda-se colocar cerca de 1 mf de fezes 
liquidas ou 1 g de fezes fonnadas em 10 ml de APW em tubo com tampa de rosea. Como altemativa, podem-se colocar swabs 
retais em um tubo contendo 1 a 2 m£ de APW. 215 

Identificagao presuntiva de especies de Vibrio com base na morfologia das colonias e morfologia microscopica. Os vibrioes 
crescem facilmente na maioria dos meios de isolamento; o crescimento de todas as especies e intensificado pela adigao de NaCl a 
1% ao meio de culture. Tipicamente, as colonias sao lisas, convexas, de consistencia cremosa, branco-acinzentadas e com margens 
continuas. Em certas ocasioes, sao observadas colonias rugosas que aderem ao agar. Certos vibrioes marinhos sao capazes de se 
deslocar sobre a superficie do meio de agar, devido a formagao de celulas longas com flagelos laterals. Esse fenomeno nao e 
observado na maioria dos isolados de seres humanos. 

Ao exame microscopico, sao observados bacilos gram-negativos retos ou curvos (Prancha 8.2 D). O carater curvo das celulas 
pode ser mais bem-observado na fase estacionaria inicial em cultures de caldo; na fase log, verifica-se uma mistura de formas retas 
e cocoides arredondadas. Embora se possa estabelecer um diagnostico presuntivo de colera, com base na observagao de um grande 
numero de bacilos curvos em amostras de fezes coradas diretamente pelo metodo de Gram, e necessario o isolamento do 
microrganismo em culture para uma identificagao definitiva. 

As reagoes diferenciais em agar TCBS sao uteis para a identificagao presuntiva de V. cholerae, V. alginolvticus, V. 
parahaemolvticus e V. vulnificus. Depois de 18 a 24 horas de incubagao em agar TCBS, V. cholerae forma colonias lisas e amarelas, 
de 2 a 4 mm de diametro, com centra opaco e periferia transparente (Prancha 8.2 A). As colonias de V. alginolvticus tambem 


fermentam a sacarose, tambem irao produzir colonias amarelas em agar TCBS; V parahaemolyticus e V vulnificus, que nao 
utilizam a sacarose, produzem colonias verde-azuladas (Prancha 8.2 B). Em agar gelatina, V. cholerae cresce na forma de colonias 
transparentes circundadas por um halo opaco, indicando liquefagao da gelatina (Prancha 8.2 C). O’Brien e Colwell descreveram um 
agar modificado de taurocolato-telurito e gelatina para diferenciar V. cholerae ((3-galactose positivo) de V. parahaemolyticus (13- 
galactose negativa), com base na hidrolise da 4-metilumbeliferil-(3-D-galactose, alem da determinagao da hidrolise da gelatina e 
redugao do telurito/ 14 

Caracterizagao bioquimica e identificagao laboratorial das especies de Vibrio. Os membros do genero Vibrio sao anaerobios 
facultativos, capazes de apresentar metabolismo tanto respiratorio quanto fermentador. Entretanto, como crescem e reagem em 
meios de testes para carboidratos elaborados para metabolismo fermentador, sao classificados com os fermentadores. O habitat 
natural das especies de Vibrio e aquatico, tanto na agua doce quanto na agua salgada. O crescimento e a reatividade bioquimica da 
maioria das especies sao intensificados em meios de testes diferenciais, suplementados com cloreto de sodio ala 2%. 

As especies de Vibrio produzem, em sua maioria, a citocromo oxidase, uma caracteristica que as diferencia de 
Enterobacteriaceae. Por conseguinte, as especies de Vibrio estao incluidas no grupo de fermentadores oxidase-positivos - especies 
de Aeromonas, Plesiomonas e Chromobacterium —, dos quais devem ser diferenciadas (Tabela 8.10). Como V. cholerae fermenta a 
glicose, observa-se uma reagao de base acida/superficie inclinada alcalina em agar ferro de Kligler). Como a sacarose tambem e 
fermentada, observa-se uma reagao de base acida/superficie inclinada acida em agar TSI. V. cholerae produz tanto lisina quanto 
omitina descarboxilases. 

Os tecnicos de laboratorio que utilizam agar lisina ferro para a triagem de isolados de amostras de fezes irao observar que V. 
cholerae, A. hydrophila e Plesiomonas shigelloides produzem uma reagao de superficie inclinada purpura/area profunda purpura, 
devido a descarboxilagao da lisina. A arginina pode ser utilizada para diferenciar V. cholerae (negativo) de Aeromonas e 
Plesiomonas (positivos). A maioria das cepas de A. hydrophila hidrolisa a esculina, diferenciando-a dos outros microrganismos 
incluidos na Tabela 8.10. As diferengas na utilizagao da lactose, sacarose, manitol e inositol tambem servem para diferenciar esses 
generos. 

Tabela 8.10 Bacilos gram-negativos fermentadores oxidase-positivos: caracteristicas diferenciais de Aeromonas hydrophila, 
Plesiomonas shigelloides, Chromobacterium violaceum e Vibrio cholerae. 


Caracteristicas 

A. hydrophila 

P. shigelloides 

C. violaceum 

1/. cholerae 

Agar ferro de Kligler (superficie 

KIM- 

K - A/A/- 

KIM- 

KIM- 

indinada/base/sulfeto de 

hidrogenio) 

Catalase 

+ 

+ 

+ 

+ 

Esculina 

+ 

- 

- 

- 

Motilidade 

+ 

+ 

+ 

+ 

ONPG 

+ 

+ 

- 

+ 

Indol 

+ 

+ 

- 

+ 

Voges-Proskauer 

(+) 

- 

- 

(-) 

Lisina descarboxilase 

+ 

+ 

- 

+ 

Ornitina descarboxilase 

- 

+ 

- 

+ 

Carboidratos: 

Lactose 

(-) 

(+) 

- 

- 

Sacarose 

+ 

- 

(-) 

+ 

Manitol 

+ 

- 

- 

+ 

Inositol 

- 

+ 

- 

- 

Crescimento em peptona a 1% 

com: 

NaCI a 0% 

+ 

+ 

+ 

+ 

NaCI a 7% 

- 

- 

- 

- 


NaCI a 11% 


+ = 90% ou mais de cepas positivas; (+) = 51 a 89% de cepas positivas; (-) = 51 a 89% de cepas negativas; - = 90% ou mais de cepas 
negativas; V = variavel; K/A = superficie inclinada alcalina/base acida; K - A/A = superficie inclinada alcalina a acida/base acida; ONPG = o- 
nitrofenil-p-D-galactopiranosidio. 

V. cholerae, incluindo o biotipo El Tor, pode ser diferenciado de outras especies de Vibrio pela sua capacidade de produzir um 
teste da corda positivo (Prancha 8.2 E). Para realizar esse teste, colonias bacterianas sao misturadas com algumas gotas de 
desoxicolato de sodio a 0,5% em uma lamina de vidro. Uma alga de inoculagao e mergulhada na mistura e retirada levemente. V. 
cholerae produz uma longa corda, que se torna mais resistente depois de 60 segundos ou mais (outros vibrioes podem produzir uma 
reagao do cordao inicial, que diminui ou desaparece dentro de 45 a 60 segundos). Uma aglutinagao em lamina positiva com 
antissoro O polivalente tambem e util para diferenciar V. cholerae de outras cepas estreitamente relacionadas (Prancha 8.2 F). O 
biotipo El Tor pode ser distinguido das cepas classicas de V. cholerae por varias caracteristicas (Tabela 8.11). As cepas El Tor sao 
ativamente beta-hemollticas em agar-sangue (Prancha 8.2 G) e sao capazes de aglutinar eritrocitos de galinaceos (Prancha 8.2 El). O 
teste de eritrocitos de galinaceos consiste em misturar eritrocitos lavados de galinaceos (suspensao a 2,5% em soro fisiologico) com 
celulas bacterianas de uma cultura pura a serem testadas. A ocorrencia de aglutinagao visivel dos eritrocitos indica o biotipo El Tor, 
diferentemente das cepas 01 classicas de V. cholerae, que nao possuem essa propriedade. As cepas classicas de V. cholerae sao 
sensiveis a 50 UI de polimixina B no teste de difusao em disco, enquanto as cepas El Tor mostram-se resistentes. As cepas El Tor 
tambem sao Voges-Proskauer positivas, enquanto as cepas classicas de V. cholerae sao Voges-Proskauer negativas. Lesman et al. 255 
descreveram o uso do teste CAMP modificado para diferenciar o biotipo classico (CAMP negativo) do biotipo El Tor (CAMP 
fortemente positivo). As cepas de V. cholerae 0139 tambem demonstram uma forte reagao CAMP positiva, enquanto os isolados 
nao 01 e nao 0139 exibem uma reagao CAMP positiva fraca. O teste consiste na inoculagao de uma cepa de Staphylococcus aureus 
produtora de (3-lisina (ATCC 25178) em uma placa de agar-sangue de cameiro de 5%, efetuando uma unica estria reta e, em 
seguida, semear a especie de Vibrio a ser testada em uma linha perpendicular a estria de S. aureus e a alguns milimetros dela. As 
placas sao incubadas em uma jarra de extingao de vela a 37°C, durante 18 a 20 horas, e observadas a procura de zonas de hemolise 
sinergica (Quadro 8.1 online). Para os laboratories capazes de realizar testes de sensibilidade ao fago IV, as cepas El Tor mostram- 
se resistentes a esse fago. 

Como etapa inicial para a identificagao de especies de Vibrio, Kelly et air 15 desenvolveram um esquema dicotomico para 
dividir as especies de Vibrio em seis grupos, com base em suas reagoes com sete testes: necessidade de NaCI a 1% para crescimento 
em caldo nutritivo, produgao de oxidase, redugao do nitrato a nitrito, fermentagao do mio-inositol e produgao de arginina di- 
hidrolase, lisina e omitina descarboxilases. O esquema desses autores esta reproduzido na Tabela 8.12. Essa maneira de agrupar as 
especies proporciona uma identificagao presuntiva simples da maioria dos isolados clinicos. Podem-se obter outras reagdes 
fundamentals e correlagdes clinicas ao consultar a Tabela 8.9. Overman et air' 21 recomendaram o uso da tira API® 20E para efetuar 
os testes bioquimicos necessarios para a identificagao dos membros mais comumente encontrados das Vibrionaceae. Entretanto, 
uma avaliagao mais recente dos sistemas de identificagao comercialmente disponiveis mostrou que os seis metodos avaliados 
identificaram de modo correto apenas 63 a 81% dos microrganismos do genero Vibrio testados ate o nivel de especie.’ 1 ' Para V. 
cholerae, em particular, a acuracia variou de 50 a 97%. Por conseguinte, os autores concluiram que e preciso ter extrema cautela na 
interpretagao dos resultados dos sistemas comerciais para a identificagao das especies de Vibrio. 

Tabela 8.11 Diferenciagao entre biotipos de Vibrio cholerae. 


Teste 

Classico 

El Tor 

Teste da corda 

+ 

+ 

Beta-hemolitico em agar-sangue de carneiro 

- 

+ 

Teste CAMP 

- 

+ 

Teste Voges-Proskauer 

- 

+ 

Aglutinagao de eritrocitos de galinaceos 

- 

+ 

Sensibilidade a 50 U de polimixina B 

S 

R 

Sensibilidade aofago IV 

S 

R 


+ = teste positivo; - = teste negativo; S = sensivel; R = resistente. 


Metodos sent cultura. Foi desenvolvido um teste com tira reagente imunocromatografico para a deteegao rapida de V. cholerae 
01 e 0139 de amostras de fezes. Em uma avaliagao do teste em Madagascar e Bangladesh, onde a colera e endemica, a 
sensibilidade variou de 94 a 100%, e a especificidade, de 84 a 100%. 305 Bhuiyan et al. modificaram o procedimento ao efetuar um 
enriquecimento em APW de 4 horas antes do ensaio com tira reagente. 35 Com a adigao dessa etapa, a sensibilidade e a 
especificidade foram, respectivamente, de 96 e 92% para V. cholerae 01 e de 93 e 98% para V. cholerae 0139. 




MALDI-TOF-MS. Rychert et al.' 65 avaliaram a platafonna Vitek" MS v2 MALDI-TOF-MS com Knowledgebase 2.0 
(bioMerileux, Marcy l’Etoile, Franpa). O Vitek" MS identificou todos os 42 isolados de V. cholerae 01 e 0139 e 7 de 9 isolados 
nao 01/0139. Cheng et al. 11 avaliaram o Bruker Biotyper® MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics Inc. Billerica, MA) pela sua 
capacidade de identificar especies de Vibrio geneticamente confirmadas, que foram isoladas de pacientes com infecgoes da corrente 
sanguinea. O Bruker MS identificou todos os isolados de V. vulnificus ( n = 20), V. parahaemolyticus (n — 2) e V fluvialis (n = 1), 
porem nenhum dos isolados de V. cholerae nao sorogrupo 01 nao 0139 (« = 35) ate o nivel de especie, devido ao fato de que V. 
cholerae nao foi incluido entre as 53 especies de Vibrio listadas na biblioteca Bruker Biotyper® MALDI-TOF-MS (DB 5627). 

Listonella, Photobacterium e Shewanella 

MacDonell e Colwell 261 propuseram uma reestruturagao da familia Vibrionaceae para incluir dois novos generos, Listonella e 
Shewanella , dentro da familia. Com base em estudos de sequenciamento de ribonucleotidios de rRNA 5S bastante complexos e na 
analise de grupos, esses autores concluiram que varias especies de Vibrio , particularmente V. anguillarum, V. pelagius e V. damsela, 
deveriam ser transferidas para um novo genero proposto, Listonella, como L. anguillara, L. pelagia e L. damsela. Com base nesses 
estudos, tambem concluiram que Alteromonas (Pseudomonas) putrefaciens e Alteromonas hanedai deveriam integrar o novo genero 
Shewanella, juntamente com uma nova especie proposta, Shewanella benthica. Posteriormente ao trabalho realizado por 
MacDonnell e Colwell, Smith et al. propuseram que L. damsela fosse incluida no genero Photobacterium, como P. damsela, com 
base em dados fenotipicos. 386 Os membros dos generos Listonella, Photobacterium e Shewanella estao associados a ambientes 
marinhos e sao patogenicos para peixes. 

Os membros do genero Shewanella (particulannente S. putrefaciens) consistem em bacilos gram-negativos retos ou curvos, com 
motilidade por meio de um unico flagelo polar. As colonias caracteristicas tem o formato de cupula, sao circulares, ligeiramente 
viscosas ou mucoides e habitualmente exibem uma coloragao marrom-avennelhada ou rosa-salmao. Possuem atividade de 
citocromo oxidase e produzem quantidades abundantes de sulfeto de hidrogenio em agar ferro de Kligler. Os nitratos sao reduzidos 
a nitritos, e os testes de gelatinase, omitina descarboxilase e DNase sao positivos. S. putrefaciens foi isolada de amostras clinicas 
humanas e e discutida de modo detalhado no Capitulo 7. 

Aeromonas e Plesiomonas 

Fla varios anos, as especies de Aeromonas foram incluidas juntamente com as especies de Vibrio e P. shigelloides na familia 
Vibrionaceae. 29 Entretanto, com base em evidencias geneticas moleculares, as especies de Aeromonas foram colocadas em uma 
familia distinta, Aeromonadaceae. 88,261 Foi tambem proposta a colocagao de Plesiomonas em Enterobacteriaceae como membro do 
genero Proteus. As diferengas fenotipicas entre as especies de Vibrio, Aeromonas e Plesiomonas estao listadas na Tabela 8.10. 139 

Genero Aeromonas 

Como indica o proprio nome da especie hydrophila (“amante da agua”), o habitat natural das especies de Aeromonas e agua doce ou 
do mar, onde comumente causam doengas infecciosas em animais aquaticos de sangue frio. Essas bacterias tambem residem em 
escoadouros e canos de esgoto e podem ser isoladas de tomeiras de agua corrente e suprimentos de agua destilada, que constituem 
fontes potenciais de microrganismos envolvidos em infecgdes hospitalares. 

Taxonomia. O genero Aeromonas sofreu consideraveis revisoes taxonomicas e de nomenclature nesses ultimos anos. Apenas cinco 
especies eram reconhecidas em 1988. 196 No ano 2000, o numero de genoespecies publicadas validas alcangou 14.~ 114 No momenta 
da elaboragao deste capitulo, o genero Aeromonas incluia 32 especies reconhecidas e 12 subespecies 
(http://www.bacterio.net/aeromonas.html). O genero Aeromonas foi dividido em dois grupos: psicrofllico e mesofllico. A. 
salmonicida, um patageno de peixes, e a unica especie do grupo psicrofllico. E imovel e nao cresce a 37°C. O grupo mesofllico de 
especies moveis e constituido por patagenos humanos potenciais. Em 1988, foi constatado que um grupo de bacterias semelhantes a 
Aeromonas, que eram negativas para manitol, sacarose e indol e conhecidas pelo nome vernacular de grupo enterico 501 dos CDC 
constituiam uma nova especie de Aeromonas e foram denominadas A. schubertii. 110 Uma das oito cepas originais do grupo enterico 
501 dos CDC demonstrou ter uma relagao de apenas 61% com a cepa tipo de A. schubertii e foi mantida com o nome vernacular de 
Aeromonas grupo 501, tambem denominada Aeromonas spp. HG13. Essa cepa afastou-se do fenotipo de A. schubertii por ser indol- 
positiva e lisina descarboxilase-negativa 170 e, subsequentemente, foi colocada em uma nova especie, A. diversaf 5 

Tabela 8.12 Testes diferenciais essenciais para dividir as 12 especies de Grimontia, Photobacterium e Vibrio de importancia clinica 
em 6 grupos. 








Reacoes das especies no: 







Grupo 1 


Grupo 2 

Grupo 3 

Grupo 4 

Grupo 5 



Grupo 6 



Teste 

V. choleme V. mimicus 

/ metscli- 
nikovii 

V. cincin- 
natiensis 

G. holliase 

P. damsela V. fluvialis 

V. fumissii 

V. alginoly- 
ticus 

V. parahae- V. 

molyticus vulnificus 

V. 

carchariae 

Crescimento em 
caldo nutritivo 

Sem NaCI 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

NaCI a 1% 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Oxidase 

+ 

+ 

■ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Nitrato —► nitrito 

+ 

+ 

■ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Fermentacao do 

_ 

_ 

V 

+ 

_ 

_ _ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

mioinositol 

Arginina di-hidrolase 

- 

- 

V 

- 

■ 

+ + 

+ 

■ 

■ 

■ 

■ 

Lisina descarboxilase 

+ 

+ 

V 

V 

■ 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ornitina 

+ 

+ 

_ 

_ 

_ 

_ _ 

_ 

V 

+ 

V 

_ 

descarboxilase 


Todos os dados sao para reagoes dentro de 2 dias a 35°C-37°C; + = a maioria das cepas (geralmente 90 a 100%) e positiva; - = a maioria das cepas e negativa (geralmente 0 a 10% positives); V = entre 11 e 89% sao positivos. Os re- 
sultados dos testes essenciais estao sombreados. 

Dados da referenda 215. 


Importancia clinica. Foram descritas quatro categorias de infeegoes humanas: gastrenterite, celulite e infeegoes de feridas, 
septicemia e infeegoes diversas. Entretanto, com a aquisigao de maiores conhecimentos sobre Aeromonas, a categoria de doengas 
diversas causadas por esse microrganismo aumentou. 191 

Gastrenterite. Janda eta/. 190,191,193 procederam a uma revisao do espectro de doengas infecciosas das especies As Aeromonas e 
concluiram que ha fortes evidencias que apoiam que as especies de Aeromonas sao agente etiologico de diarreia, embora os dados 
disponiveis nao sejam absolutos. Por um lado, esses autores citam varios relatos indicando a existencia de poucas diferengas 
significativas entre individuos sintomaticos e assintomaticos que apresentam especies de Aeromonas nas fezes. 119,178,423 Por outro 
lado, outros relatos associam as especies de Aeromonas a gastrenterite. 5 ' 148 Watson et a/. 448 propuseram que os fatores de virulencia 
das especies de Aeromonas que provocam infeegoes intestinais assemelham-se aos de outros patogenos entericos, isto e, aderencia 
das celulas bacterianas a mucosa intestinal, produgao de toxinas e invasao da mucosa. Aproximadamente 20% de seus pacientes 
com infeegdes intestinais por especies de Aeromonas apresentaram sintomas de disenteria semelhantes aos produzidos por especie 
de Shigella e por cepas invasivas de C. jejuni. As cepas invasivas incluidas no estudo, confonne detenninado pela sua capacidade 
de invasao em cultura de celulas, foram, em sua maioria, A. sobria, enquanto uma minoria consistiu em A. hydrophila. A maioria 
das cepas de A. sobria e A. hydrophila produz uma toxina extraivel semelhante a toxina da colera (toxina Asao), que provoca 
diarreia aquosa. 80 ' 11 O conceito anterior de que A. caviae nao produz enterotoxina, nao e invasiva e nao e considerada como 
patogeno humano 140 pode ser questionado a luz de alguns relatos em que essa especie foi implicada como causa de 
gastrenterite. 17,133,303,304 

Celulite e infeegoes de ferida. As feridas, cuja gravidade varia desde infeegoes leves e primariamente cutaneas (p. ex., celulite) 
ate infeegoes graves, acometendo musculos, articulagoes e/ou ossos, constituem o segundo tipo de infeegao mais comum causado 
por especies de Aeromonas, depois da gastrenterite. Os contextos clinicos associados a infecgSes de feridas por Aeromonas incluem 
laceragoes/escoriagSes associadas a esportes aquaticos, feridas puntifonnes ou outras lesoes penetrantes, lesoes por esmagamento 
(p. ex., acidente com veiculo motorizado) e procedimentos clinicos invasivos (p. ex., cirurgia intra-abdominal, cateterismo). 191 Em 
um certo numero de casos, nao se identifica nenhum traumatismo precedente ou evento precipitante. 

Septicemia. Foram propostas quatro categorias de individuos que desenvolvem septicemia por Aeromonas, com base na porta 
de entrada, na doenga de base, no estado imunologico e na exposigao a agua doce. Os dois grupos mais comuns consistem em 
adultos imunocomprometidos e em lactentes com menos de 2 anos de idade, que apresentam condigoes clinicas de base 
complicadas (p. ex., neoplasia maligna, doenga hepatobiliar, diabetes melito) e Aeromonas no trato GI. A septicemia causada por 
Aeromonas nesses grupos de pacientes pode ser rapidamente fatal, em particular naqueles com cirrose hepatica ou com neoplasia 
maligna como doenga de base.' 47 Um terceiro grupo e fonnado por individuos que desenvolvem sepse secundaria por Aeromonas 
em consequencia de mionecrose relacionada a traumatismo. O quarto grupo, que e o menor deles, consiste em adultos sem nenhum 
problema de base, que sao expostos a fontes de agua doce. Foi tambem descrita a ocorrencia de bacteriemia por Aeromonas em 
pacientes queimados." 5 Na maioria dos casos, a septicemia por Aeromonas e causada por uma das tres especies: A. hydrophila, A. 
veronii ou A. caviae . 191,192,229 A. schubertii tambem tern sido responsavel por infeegoes em alguns pacientes com bacteriemia. 

Infeegoes diversas por Aeromonas. As apresentagoes incomuns de infeegoes por Aeromonas incluem infeegoes das vias 
urinarias, doenga hepatobiliar, meningite, infeegoes oticas, endocardite, sindrome hemolitico-uremica, peritonite, doenga do sistema 
respiratorio e infecgSes oculares. 23,42,64,85,296 Foi relatada a ocorrencia de abscesso cerebral pos-traumatico causado por A. 
hydrophila em um paciente apos ter sofrido um assalto durante o qual teve uma laceragao da parte frontal direita do couro 
cabeludo. 262 Foram documentados apenas alguns casos de meningite por Aeromonas em adultos. Em um caso, ocorreu meningite 
apos craniotomia realizada apos traumatismo cranioencefalico. 845 Em outros pacientes com meningite por Aeromonas, a infeegao 
ocorreu em associagao a terapia com sanguessugas medicinais’ 21 e apos exposigao a adubo, em que a inalagao do microrganismo foi 
o mecanismo proposto de entrada. 1 ' 1 Foram tambem descritos dois pacientes pediatricos com meningite por Aeromonas. 376,455 








InfecQdes causadas por especies de Aeromonas menos comumente isoladas. Foram descritas varias especies de Aeromonas 
menos comumente isoladas como causa de infecgoes humanas. 

• Foi relatado que A. caviae causou ceratite em caso associado a contaminagao de lente de contato 59 

• A. dhakensis (anteriormente H. hvdrophila subesp. dhakensis eA. aquariorum) 3 1 foi identificada em infecgoes graves de tecidos 
moles e da corrente sanguinea 117,229,449,450,451 

• A. eitteropelogenes (anteriormente A. trota) 1 ' foi isolada de fezes e do apendice humanos 61 e foi relatada como causa de 
gastrenterite em uma crianga 01 e infecgao de ferida acompanhada de choque septico em um paciente com cirrose hepatica. - ’ 
Essa especie exibe um perfil bioquimico singular, que inclui reagSes negativas para hidrolise da esculina, fermentagao da 
arabinose e teste de Voges-Proskauer, reagoes positivas para fermentagao da celobiose, descarboxilagao da lisina e utilizagao de 
citrato, e sensibilidade a ampilicina. 61 ' 87 Esse achado pode invalidar o uso de meios seletivos contendo ampicilina (discutidos na 
proxima segao) para triagem de especies de Aeromonas em amostras de fezes 

• A. jandaei (anteriormente genoespecie do grupo 9 de DNA, A. sobria). Esse microrganismo e negativo para sacarose, esculina e 
celobiose. A. jandaei foi isolada de amostras de sangue, feridas e fezes 62 

• A. schubertii (anteriormente grupo enterico 501 dos CDC) 17 " foi incriminada como causa de infecgoes de ferida 6 ’ 

• A. veronii (anteriormente grupo enterico 77 dos CDC). 171 Esse microrganismo e omitina descarboxilase-positivo e foi relatado 
como causa de bacteriemia, infecgoes de feridas e diarreia. 6,171,205 

Especies de Aeromonas em sanguessugas medicinais. A sanguessuga medicinal, Hirudo medicinalis, teve um ressurgimento 
como tratamento da congestao venosa apos cirurgia microvascular ou plastica. Infelizmente, existem especies de Aeromonas no 
intestino da sanguessuga, onde auxiliam na degradagao dos eritrocitos ingeridos. Em consequencia, o numero crescente de 
infecgoes por Aeromonas tern sido associado a aplicagao de sanguessugas. J Embora alguns dos pacientes estudados tenham 
apresentado episodios relativamente triviais de drenagem de feridas, outros sofreram episodios significativos de celulite, abscesso, 
perda de tecido, sepse e meningite. 9,257,280,321 Foi recomendado que a aplicagao de sanguessugas fosse restrita a tecidos com perfiisao 
arterial, de modo a minimizar a contaminagao do tecido necrotico por Aeromonas. Alem disso, foi proposta a administragao 
profilatica de antibioticos quando se aplicam sanguessugas. 26 

Isolamento laboratorial de especies de Aeromonas a partir de amostras clinicas. Devem-se utilizar meios com agar 
diferenciais ou seletivos quando houver suspeita de Aeromonas como agente etiologico de gastrenterite, ou quando amostras de 
fezes sao enviadas para avaliagao de pacientes cujo pico de sintomas diarreicos diminuiu (Boxe 8.5). As cepas crescem, em sua 
maioria, em meios entericos seletivos, como fermentadores de lactose, de modo que elas podem passar despercebidas e podem ser 
consideradas como microrganismos entericos sem importancia ou comensais. 

Identificagao laboratorial de especies de Aeromonas. As especies de Aeromonas sao citocromo oxidase-positivas e podem ser 
rapidamente excluidas de Enterobacteriaceae pela realizagao de um teste de oxidase. Podem ser colocadas uma ou duas gotas de di- 
hidrocloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina (reativo de oxidase) sobre a superficie das colonias; em seguida, observa-se o 
aparecimento de uma coloragao preta caracteristica das colonias de Aeromonas. As especies de Aeromonas mesofllicas exibem 
motilidade por meio de flagelos polares, em lugar de peritriquios, a semelhanga das especies de Pseudomonas; entretanto, as 
especies de Aeromonas podem ser diferenciadas dessas ultimas, visto que elas utilizam a glicose de modo fermentador e nao 
oxidativo. Alem disso, as especies de Aeromonas sao, em sua maioria, indol-positivas (as especies de Pseudomonas sao negativas). 
As caracteristicas fenotipicas das especies de Aeromonas , 60 revistas por Altwegg et a/. 18 e, mais recentemente, por Abbott et al.~ 
estao resumidas na Tabela 8.13. Janda e Duffey 166 assinalaram que uma das dificuldades na identificagao de especies de Aeromonas 
consiste no fato de que alguns dos sistemas de kits miniaturizados e semiautomaticos sao incapazes de diferenciar de modo eficiente 
as especies de Aeromonas de V. fluvialis. Entretanto, essa ultima especie e apenas raramente encontrada em laboratories clinicos e 
pode ser diferenciada das especies de Aeromonas pela demonstragao da capacidade de V. fluvialis crescer em solugSes salinas a 
6,5%, de produzir colonias amarelas em agar TCBS (sacarose positiva) e ser sensivel ao agente vibriostatico 0/129. 196 

Lamy et al. compararam a acuracia de seis sistemas comerciais para a identificagao de Aeromonas, incluindo API-20E®, API- 
32® GN, cartao ID-GN com o sistema Vitek®2 (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga), a porgao de identificagao do painel NFC47 
(sistema MicroScan® Walk/Away Beckman Coulter, Sacramento, CA), ID69 (sistema Phoenix®; BD Diagnostic Systems, Sparks, 
MD) e microplacas GN2 (sistema Omnilog®; Biolog, Hayward, CA). A identificagao correta em nivel de genero e de especie para 
os seis sistemas foi, respectivamente, de 77,1%, 91,9%, 82,7%, 80,5%, 73,5% e 67,8%. 240 A confusao com Vibrio afetou 6,9% dos 
resultados obtidos com NFC47 e 16,1% dos resultados obtidos com API-20E®. A acuracia global de identificagao foi reduzida por 
banco de dados e taxonomia ultrapassados, algoritmos fracos e testes adicionais nao praticos. Para a identificagao de Aeromonas, 
nao houve necessidade de testes adicionais com os sistemas Phoenix® e de microplacas GN2, porem esses testes foram sempre 
necessarios com os sistemas API-20E*’ e NFC47 MicroScan*’ W/A. Outros testes tambem foram necessarios com os sistemas de 
cartao API-32® GN e ID-GN Vitek®2, porem apenas quando a probabilidade de identificagao foi inferior ao minimo aceitavel 
definido pelo sistema correspondente. 240 


Boxe 8.5 


Meios com agar seletivos utilizados para a cultura de Aeromonas 



1. Agar-sangue com ou sem ampicilina: o agar-sangue pode tornar-se seletivo pela incorporagao de 10 pg/m£ de ampicilina. Janda etal. ,L> 5 recomendam o uso de agar- 
sangue de carneiro seletivo contendo ampicilina (agar SB-A) para melhorar o isolamento de especies de Aeromonas a partir de amostras de fezes. 

2. APW, pHde8,6: inicialmente desenvolvida para o isolamento de especies de Vibrio, a APW pode ser usada para o isolamento de especies de Aeromonas presentes em 
baixos numeros (10 UFC/mf) nas fezes. Apos enriquecimento durante a noite, efetua-se o repique da APW no meio de agar de escolha. 

3. Agar CIN: originalmente desenvolvido para o isolamento de Yersinia enterocolitica, o agar CIN tambem e apropriado para o isolamento de especies de Aeromonas em 
amostras de fezes. 

4. Meios entericos com agar: o desoxicolato, o MacConkey e o xilose lisina desoxicolato (XLD) apresentaram a maior eficiencia global entre oito meios entericos de rotina 
testados para o isolamento de especies de Aeromonas a partir de amostras de fezes. 98 


Namdari e Bottone’" 2 tambem descreveram o fenomeno suicida para rapida diferenciagao de especies de Aeromonas. Esse 
fenomeno se manifesta quando cepas desconhecidas crescem em meios de caldo contendo glicose a 0,5%. A glicose fornecida 
suprime o ciclo do acido tricarboxilico, resultando em acumulo de acido acetico e morte celular. A. hydrophila e nao suicida, 
aerogenica e esculino-positiva; A. sobria e suicida variavel, aerogenica e esculino-negativa; e A. caviae e suicida, nao aerogenica e 
esculino-positiva. Foram publicados estudos adicionais sobre as caracteristicas bioquimicas e as propriedades sorologicas do genero 
Aeromomas por Janda et al. e Abbott et al? M " 

MALDI-TOF-MS. Espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF (MALDI-TOF-MS) demonstrou ser efetiva na 
identificagao de especies do genero Aeromonas. Lamy et al. avaliaram a acuracia da MALDI-TOF-MS para a identificagao de 
especies de Aeromonas com procedimento de extragao. A acuracia em nivel de genero alcangou 100%. Em comparagao com o 
sequenciamento do gene rpoB , a acuracia em nivel de especie foi de 90,6% (29/32) para as cepas tipo e de referenda e de 91,4% 
para um conjunto de 139 isolados clinicos e do meio ambiente. 239 Chen et al , 76 relataram que MALDI-TOF-MS e capaz de 
identificar de modo acurado A. dhakensis, A. hydrophila, A. veronii e A. caviae com taxas de acuracia de 96,7%, 90,0%, 96,7% e 
100%, respectivamente. 

Genero Plesiomonas 

O termo Plesiomonas derivada da palavra grega, que significa “vizinho”, indicando uma estreita associagao com Aeromonas. 
Entretanto, confonne assinalado anteriormente, as especies de Aeromonas foram reclassificadas dentro de sua propria familia, 
enquanto se acredita que Plesiomonas esteja mais estreitamente relacionado com Proteus do que com Aeromonas, 261,364 e, 
atualmente, esta incluido na familia Enterobacteriaceae. P. shigelloides e a unica especie do genero. 

Importancia clinica. P. shigelloides e onipresente em aguas superficiais e no solo e infecta comumente varios animais de sangue 
frio (ras, serpentes, tartarugas, lagartos). O ser humano toma-se infectado principalmente pela ingestao de alimentos contaminados 
ou nao lavados. Embora seja isolada menos frequentemente das fezes humanas do que as especies de Aeromonas, foi relatada a 
ocorrencia de gastrenterite induzida por Plesiomonas em criangas' ’ e em adultos. 178 Nesse ultimo estudo, 28 de 31 pacientes com 
gastrenterite nao apresentaram outros microrganismos responsaveis pelos sintomas agudos. Na Tailandia, foi relatada uma taxa de 
portadores de ate 5,5%. 341 

Nos seres humanos, a gastrenterite causada por Plesiomonas manifesta-se habitualmente na forma de diarreia aquosa leve, com 
fezes sem sangue e mucina. Pode-se observar a ocorrencia de colite grave ou de doenga semelhante a colera em pacientes 
imunossuprimidos ou com neoplasias GI malignas. 359 A infeegao e mais prevalente nas regioes subtropicais e tropicais do mundo e 
durante os meses quentes do verao. A patogenicidade provavelmente esta relacionada com a produgao de uma enterotoxina 
enteropatogenica; Sanyal et al. demonstraram que 13 cepas clinicas que eles estudaram produziram um acumulo significativo de 
liquido no teste da alga ileal. 372 Ocorreu diarreia associada a P. shigelloides na forma epidemica, mas tambem em casos isolados. 
Foi descrita apos o consumo de mariscos crus e como causa de diarreia do viajante. 179 Foram tambem relatados alguns casos 
isolados de infeegoes extraintestinais, incluindo septicemia, meningite neonatal, celulite, artrite septica e colecistite aguda. 47 ' 84 ' 353 
Ha tambem relatos de infeegao pos-esplenectomia maciga causada por P. shigelloides em um paciente curado de doenga de 
Hodgkin 90 e disenteria e colite pseudomembranosa persistentes associadas a P. shigelloides em uma mulher de 42 anos de idade em 
Bangladesh. 437 Brenden et al. procederam a uma revisao do espectro de doengas clinicas e dos fatores patogenicos associados as 
infeegoes por Plesiomonas , 47 

Isolamento e identificagao laboratoriais. P. shigelloides e um bacilo gram-negativo reto a arredondado, curto e movel, com 
flagelos polares, gerahnente lofotriquios (as especies de Vibrio e Aeromonas possuem flagelos monotriquios). O microrganismo 
cresce bem em agar-sangue de carneiro e na maioria dos meios entericos. Os isolados nao sao hemoliticos em agar-sangue de 
carneiro e em 24 horas a 30° a 35°C (o crescimento e otimo a 30°C) as colonias alcangam, em media, 1,5 mm de diametro; sao 
cinzentas, lisas brilhantes ou opacas, podendo ser ligeiramente elevadas no centro. P. shigelloides e facilmente isolado em meios 
entericos, como MacConkey, desoxicolato, Hektoen (HE) e xilose lisina desoxicolato (XLD). Entretanto, os meios seletivos 
contendo ampicilina, que sao frequentemente usados para o isolamento de especies Aeromonas, nao sao apropriados para o 
isolamento de P. shigelloides . 440 

A glicose e fermentada, de modo que a base dos tubos de agar ferro de Kligler ou de agar TSI ira exibir uma cor amarela. P. 
shigelloides aparece como nao fermentador de lactose em agar MacConkey e pode ser confundido com especies de Shigella. A 
reagao da citocromo oxidase e positiva, e ocorre produgao de indol. P. shigelloides descarboxila arginina, lisina e omitina. Nao 



produz DNase nem proteases extracelulares e fermenta o inositol, mas nao o manitol. Essas sao caracteristicas fundamentais pelas 
quais esse microrganismo e diferenciado das especies de Aeromonas. Outras caracteristicas essenciais para identificagao estao 
listadas na Tabela 8.13. 

P. shigelloides pode ser resistente a penicilina, ampicilina, carbenicilina e outras penicilinas sensiveis a betalactamase. A 
maioria das cepas exibe sensibilidade aos aminoglicosidios, ao cloranfenicol, a tetraciclina, ao sulfametoxazol-trimetoprima e as 
quinolonas, ciprofloxacino e norfloxacino. 47,353 

Genero Chromobacterium 

Sera feita aqui uma breve menqao ao genero Chromobacterium, visto que algumas cepas sao fermentadoras, oxidase-positivas e 
podem ser confiindidas com especies de Aeromonas e de Vibrio. Chromobacterium violaceum e a especie mais comumente 
encontrada em laboratories clinicos, embora raramente esteja associada a doenqa humana. C. violaceum cresce em agar-sangue, e a 
maioria das cepas produz quantidades abundantes de pigmento violeta, o que facilita a sua identificaqao. Na Tabela 8.10 encontram- 
se caracteristicas bioquimicas selecionadas desse microrganismo. Alem disso, a capacidade do microrganismo de utilizar citrato, de 
reduzir nitratos e de hidrolisar fortemente a caseina tambem e util para a sua identificaqao defmitiva. 

Tabela 8.13 Diferenciaqao de Plesiomonas shigelloides e de especies de Aeromonas de importancia clinica. 
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Dados obtidos das referencias 3,13,18,47,61,170,171,196 e 375. 
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Introducao a familia Pasteurellaceae 

A familia Pasteurellaceae foi estabelecida como familia taxonomica distinta em 1981 e inclui um grupo diverso de 
cocobacilos gram-negativos, que sao principalmente isolados de animais. 111 Inicialmente, os varios generos classificados na 
familia foram delineados por caracteristicas fenotipicas e metabolicas, e, subsequentemente, varias “especies” adicionais 
foram incluidas nessa familia, com base em estudos de hibridizagao de DNA-DNA. 926 Com a aplicagao de metodos 
taxonomicos moleculares mais avangados, a estrutura filogenetica da familia comegou a sofrer uma mudanga significativa, 
que comegou no inicio da decada de 1990. 339,354 Naquela epoca, a familia Pasteurellaceae era constituida de tres generos - 
Haemophilus, Pasteurella e Actinobacillus - que incluiam isolados tanto de humanos quanto de animais. Os primeiros estudos 
de sequenciamento do rRNA 16S desses tres generos demonstraram que os microrganismos na familia Pasteurellaceae eram 
fdogeneticamente diversos e intermisturados. 339,354 No decorrer dessa ultima decada, os generos e as especies da familia 
passaram por um novo exame com o uso de metodos moleculares, levando a reclassificagao de algumas especies e rejeigao de 
outras como membros invalidos dos generos atuais. Foram criados varios generos novos para acomodar especies 
incorretamente classificadas, bem como isolados bacterianos recentemente descritos. Como resultado, a familia 
Pasteurellaceae inclui atualmente 15 generos, cuja maioria e constituida porbacterias encontradas em diversos animais (Boxe 
9.1). Esses generos sao classificados na ordem proposta “Pasteurellales”, na divisao y das Proteobacteria. 

Atualmente, a familia Pasteurellaceae inclui os seguintes generos: Haemophilus, Pasteurella, Actinobacillus, 
Aggregatibacter, Mannheimia, Bibersteinia, Lonepinella, Phocoenobacter, Histophilus, Avibacterium, Gallibacterium, 
Nicoletella, Volucribacte, Chelonobacter e Basfia. As especies de Haemophilus fazem parte da microbiota das vias 
respiratorias superiores de seres humanos, com excegao de H. ducreyi, agente etiologico da infecgao sexualmente transmitida 
denominada cancroide. As especies de Pasteurella sao principalmente isolados de animais que, em certas ocasiSes, podem ser 
isoladas de infecgoes humanas. Com excegao de Actinobacillus ureae e Actinobacillus hominis, os membros do genero 
Actinobacillus tambem sao isolados principalmente de animais. O genero Aggregatibacter inclui as antigas especies de 
Haemophilus H. aphrophilus (Aggregatibacter aphrophilus), H. paraphrophilus (Aggregatibacter aphrophilus), H. segnis 
(Aggregatibacter segnis) e Actinobacillus actinomycetemcomitans ( Aggregatibacter actinomycetemcomitans). 956 O genero 
Mannheimia foi criado em 1999 para acomodar o complexo “[Pasteurella] haemolytica ” trealose-negativo e Pasteurella 
granulomatis. 46 O complexo “[ Pasteurella] haemolytica ” incluia as biovarientes A e T. Os microrganismos pertencentes a 
biovar. A foram subsequentemente reclassificados no genero Mannheimia e distribuidos entre seis especies de Mannheimia : 
M. haemolytica, M. granulomatis, M. glucosida, M. ruminalis, M. varigena e M. succiniciproducens. 46 ’ 206,112 Os 
microrganismos incluidos na biovar. T foram reclassificados como [ Pasteurella] trehalosi, apesar de evidencias de que essa 
especie nao esteja estreitamente relacionada com outros microrganismos do genero Pasteurella. Em 2009, [Pasteurella] 
trehalosi foi colocada no novo genero Bibersteinia, com o nome de Bibersteinia trehalosi} ' 1 

Os novos generos na familia Pasteurellaceae incluem Lonepinella, Phocoenobacter, Histophilus, Avibacterium, 
Gallibacterium, Nicoletella, Volucribacter, Chelonobacter e Basfia. Os generos Lonepinella e Phocoenobacter incluem, cada 
um deles, uma unica especie, Lonepinella koalarum e Phocoenobacter uteri, respectivamente. 437,983 L. koalarum e um isolado 
ambiental, que tambem foi obtido de coalas. P. uteri foi isolado do utero de um boto morto, que foi encontrado encalhado no 
litoral da Escocia. O genero Histophilus tambem compreende isolados de animais e atualmente inclui a unica especie 
Histophilus somni. 45 Essa especie recentemente descrita consiste em tres isolados que anteriormente eram incertae sedis ( i. e., 
de localizagao incerta): “ Haemophilus somnus”, “Haemophilus agni ” e “ Histophilus ovis”. Histophilus sornnus provoca 
meningoencefalite tromboembolica infecciosa no gado bovino, enquanto Histophilus ovis e Histophilus agni causam mastite, 
septicemia, sinovite, epididimite e vaginite em ovinos. O novo genero Avibacterium acomoda especies aviarias dependentes e 
independentes de fator V, anteriormente classificadas nos generos Haemophilus e Pasteurella. As quatro especies no genero 
Avibacterium formam um grupo monofiletico, exibindo uma homologia de sequencia do DNA de mais de 96,8% entre elas; 
essas especies incluem A. gallinarum (anteriormente Pasteurella gallinarum), A. paragallinarum (anteriormente Haemophilus 
paragallinarum), A. avium (anteriormente Pasteurella avium), A. volantium (anteriormente Pasteurella volantium) e a nova 
especie A. endocarditidis. U2 ' 13S 

O genero Gallibacterium e constituido por antigos membros do complexo “[. Pasteurella haemolytica ]” - “ Actinobacillus 
salpingitidis” - Pasteurella anatis. O genero inclui G. anatis biovar. haemolytica, G. anatis biovar. anatis, G. melopsittaci, G. 
trehalosifermentans, G. salpingitidis, Gallibacterium genoespecies 1, 2 e 3 e um taxon sem nome (grupo 5). 134,269 Esses 
microrganismos foram isolados de especies aviarias, incluindo frangos, perns, pombos, papagaios e periquitos. O genero 



Nicoletella foi descrito em 2004 e inclui uma unica especie, Nicoletella semolina, que foi isolada das vias respiratorias de 
equinos com doenpa respiratoria. 739 O novo genero Volucribacter e constituido por membros do taxon 33 Bisgaard 
anteriormente sem nome e inclui duas especies, V psittacicida e V. amazonae. 261 Essas especies foram isoladas de papagaios, 
periquitos-australianos, periquitos e frangos com doenpa respiratoria e septicemia. Em 2009, a analise genotipica de [/■’.] 
testudinis e de outros isolados de botos doentes resultou na descrigao do novo genero Chelonobacter, que demonstrou ser um 
membro da familia Pasteurellaceae. O genero Chelonobacter contem uma unica especie, C. oris, que e distinta de [/■’.] 
testudinis, nas caracteristicas genotipicas e fenotipicas, mas que permanece sem classificapao ate o momento. O genero Basfia 
e representado por uma unica especie, B. succiniciproducens, que foi isolado do rumen bovino. 4 " A Tabela 9.1 apresenta 
caracteristicas para a diferenciapao dos varios generos da familia Pasteurellaceae. 

Membros da familia Pasteurellaceae 


Genero 

Especies 

Haemophilus 

H. influenzae, H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. paraphrophaemolyticus, H. pittmaniae, H. ducreyi 

Pasteurella 

P. muitocida subesp. multocida, P. multocida subesp. gallicida, P. multocida subesp. septica, P. dagmatis, P. canis, P. stomatis 

Especies incertae sedis: [P.] aerogenes, [P.] pneumotropica, [P.] bettyae, [P.] caballi, [P.] mairii, [P.] testudinis, [P.] skyensis, [P.] 

langaaensis, [P.] lymphangitidis 

Actinobaciilus 

A. ureae (anteriormente Pasteurella ureae ), A. hominis, A. lignieresii, A. pleuropneumoniae, A. equuli subesp. equuli subesp. 

haemolyticus, A. suis, A. arthriditis (taxon Bisgaard 11), Actinobaciilus genomoespecie 1, Actinobaciilus genomoespecie 2 (A. 

arthriditis sorbitol-negativo), taxon Bisgaard 8 e 26 

Especies incertae sedis: [4.] muris, [4.] seminis, [/!.] succinogenes, [/!.] ross/7, [A] porcinus, [/!.] capsulatus, [A] indolicus, [A] 

delphinicola, [A] scotiae, [A] minor, [A] porcitonsillarum 

Aggregatibacter 

A. aphrophilus (anteriormente Haemophilus aphrophilus e Haemophilus paraphrophilus), A. segnis (anteriormente Haemophilus 

segnis), A. actinomycetemcomitans (anteriormente Actinobaciilus actinomycetemcomitans) 

Mannheimia 

M. haemolytica (anteriormente Pasteurella haemolytica), M. granulomatis (anteriormente Pasteurella granulomatis), M. 

glucosida, M. ruminalis, M. varigena e "M. succiniciproducens" 

Bibersteinia 

B. trehalosi (anteriormente [Pasteurella] trehalosi) 

Lonepinella 

L. koalarum 

Phocoenobacter 

P. uteri 

Histophilus 

H. somnus (anteriormente "Haemophilus somnus" "Histophilus ow's" e "Haemophiilus agni ") 

Avibacterium 

A. gallinarum (anteriormente [Pasteurella] gallinarum), A. paragallinarum (anteriormente "Haemophilus paragallinarum 1 '), 

(anteriormente [Pasteurella] avium), A. volantium (anteriormente [Pasteurella] volantium),A. endocarditidis 

Gallibacterium 

G. anatis biovar. haemolytica, G. anatis biovar. anatis (anteriormente [Pasteurella] anatis), G. melopsittaci, G. trehalosifermentans, 

G. salpingitidis, Gallibacterium genomoespecies 1,2 e 3, taxon sem nome (grupo 5) 

Nicoletella 

N. semolina 

Volucribacter 

V. psittacicida, V. amazonae 

Chelonobacter 

C. oris 

Basfia 

B. succiniciproducens 


Especies de Haemophilus 
Taxonomia 



Na edifao de 2005 do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, que reflete a fdogenia das bacterias com base, em grande 
parte, em comparapoes das sequencias do gene rRNA 16S, sao incluidas 15 especies de Haemophilus na familia 
Pasteurellaceae. 7112 Essas especies sao distribuidas entre 10 dos 21 “grupos de rRNA”. 975 Haemophilus sensu stricto e colocada 
no grupo rRNA 16 e inclui II. influenzae, H. aegyptius e H. haemolyticus. Essas especies dependentes do fator X (hemina) 
formam um grupo estreitamente relacionado. O grupo “aphrophilus” (grupo rRNA 13) inclui H. aphrophilus, H. 
paraphrophilus, H. segnis e Actinobacillus actinomycetemcomitans. H. parainfluenzae e H. ducreyi compreendem os grupos 
rRNA 2 e 19, respectivamente. O “grupo parahaemolyticus” inclui 11 parahaemolyticus e H. paraph rohaemolyticus. Por meio 
de sequenciamento do rRNA 16S, H. parainfluenzae e membros do “grupo parahaemolyticus” parecem ocupar uma posipao 
taxonomica intermediaria entre Haemophilus sensu stricto e outros generos incluidos na familia Pasteurellaceae. Entretanto, 
estudos de hibridiza 9 ao de DNA-DNA indicam claramente a coloca 9 ao correta de H. parainfluenzae e do “grupo 
parahaemolyticus” dentro do genero Haemophilus. Com o objetivo de definir a coloca 9 ao taxonomica correta de H. influenzae 
e de outras “especies” de Haemophilus, os taxonomistas come 9 aram a examinar a fdogenia das especies de Haemophilus 
sensu stricto utilizando sequencias genicas alternadas, juntamente com sequenciamento do rRNA 16S. Essas analises 
incluiram sequenciamento parcial de varios genes “de manuten 9 ao”, incluindo sodA e sodC (genes de superoxido dismutase), 
infB (gene do fator de inicia 9 ao da tradu 9 ao 2 ),fucK (gene da fuculo quinase), hap (gene da proteina de penetra 9 ao ),pgi (gene 
da isomerase da glicose-6-fosfato), adk( gene da adenilato quinase) e recA (gene da proteina de recombina 9 ao). 207 ’ 952 ’ 957 


Tabela 9.1 Caracteristicas fenotipicas para a diferenciagao do genero na familia Pasteurellaceae. 



+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V* = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; Dl = dados indisponfveis; HEM em SBA = hemolise em agar-sangue de cameiro (do ingles, sheep blood agar)] CAT = 
catalase; ALA = teste de acido aminolevulfnico porfirina; OX = oxidase; IND = indol; URE = ureia; ACET = acetoma (VP); MOT = motilidade; ODC = ornitina descarboxilase; N0 3 RED = redugao do nitrato a nitrito; ONPG = o-nitrofenil-fJ-o-ga- 
lactopiranosfdio; GLI = glicose; MAL = maltose; FRU = frutose; SAC = sacarose; LAC = lactose; XIL = xilose; ARAB = arabinose; M-INO = mioinositol; MNTL = manitol; MAN = manose; MEL = melibiose; SBTL = sorbitol; TRE = trealose; 

= beta-hemolise fraca. 

*Ver Prancha 9.1 H. 


Com base nesses dados, o genero Haemophilus pode ser dividido em quatro grupos, que sao mostrados no Boxe 9.2. 
Desde entao, os membros do grupo 2 foram reclassificados no novo genero Aggregatibacter. 956 11. ducreyi difere em varios 
aspectos de outros membros do genero e foi originalmente incluido no genero Haemophilus, em virtude de sua necessidade de 
fator X (hemina). Entretanto, H. ducreyi , nao esta relacionado com H. influenzae nos estudos de hibridizapao de DNA-DNA e 
esta apenas remotamente relacionado com II. influenzae e os outros membros do genero Haemophilus; entretanto, o 
sequenciamento do rRNA 16S confirmou a sua inclusao na familia Pasteurellaceae. 475 H. ducreyi provavelmente sera 
reclassificado em um futuro proximo. Embora tradicionalmente defmidas pelas suas necessidades de fatores encontrados no 
sangue (i. e., fator X [hemina] e fator V [nicotinamida adenina dinucleotidio - NAD; fosfato de NAD - NADP]), essas 
exigencias nao constituem caracteristicas exclusivas das especies de Haemophilus. Os isolados de aves dependentes de fator V 
(p. ex., Avibacterium [Pasteurella) avium, Avibacterium [Pasteurella] volantium) estao mais estreitamente relacionados com a 
especie tipo do genero Pasteurella (P. multocida) do que com a do genero Haemophilus {H. influenzae). 138 Alguns isolados de 
Haemophilus de animais (p. ex., “ Haemophilus agni ”, “Haemophilus somnus“) nunca foram validados como especies de 



Haemophilus', atualmente, esses microrganismos estao incluidos no genero Histophilus , 45 O sequenciamento do gene infB 
(fator de alongamento 2) de especies de Haemophilus indicou que todas as especies que necessitam dos fatores X e V estao 
estreitamente relacionadas, e que II. parainfluenzae constitui um grupo heterogeneo dentro do genero. Utilizando o 
sequenciamento do rRNA 16S, bem como varios genes de “manutengao”, os taxonomistas estao procurando determinar a 
relapao do II. influenzae tipavel (i. e.. encapsulado) com cepas nao tipaveis, a rclayao fdogenetica de genoespecies de 
Haemophilus com especies de Haemophilus sensu stricto, a relatjao de genoespecies cripticas de II. influenzae biotipo IV e 
Haemophilus sensu stricto, a situagao de isolados de Haemophilus nos grupos “parahaemolyticus” e “parainfluenzae” e a 
relac^ao de H. influenzae e H. haemolyticus com isolados que sao nao hemoliticos, mas que se assemelham, em suas 
caracteristicas fenotipicas, a H. haemolyticus. 569 ’ 1311 ’ 920 ’ 9 ' 3 ' 9 ' Durante o curso dessas pesquisas taxonomicas, foi descrita uma 
nova especie de Haemophilus, H. pittmaniae! 954 Esse microrganismo, juntamente com outras especies de Haemophilus, 
constitui parte da microbiota das vias respiratorias superiores de seres humanos. 

Haemophilus influenzae 

As especies de Haemophilus fazem parte da microbiota bacteriana da orofaringe e da nasofaringe em mais de 85% dos 
adultos. Os isolados da orofaringe consistem, em sua maioria em H. influenzae e H. parainfluenzae nao encapsulados, embora 
H. influenzae encapsulado (sorotipos capsulares a, b, c, d, e e f) possa ser encontrado como parte da microbiota das vias 
respiratorias superiores de crian 9 as e adultos. Antes da disponibilidade de vacinas de conjugado de H. influenzae tipo b, 2 a 
6 % das crianpas eram portadoras de cepas capsulares do sorotipo b e ate 60% das crian 9 as em creches apresentavam 
coloniza 9 ao da orofaringe. O isolamento de II. influenzae de amostras de escarro pode refletir a p re sen 9 a desses 
microrganismos como parte da microbiota. Entretanto, na presenpa de doen 9 as respiratorias cronicas (p. ex., bronquite, doen 9 a 
pulmonar obstrutiva cronica [DPOC]), H. influenzae tanto encapsulada (tipavel) quanto nao encapsulada (nao tipavel) pode 
causar infec 9 oes graves . 11 ’ 11 As infec 9 oes causadas por H. influenzae e membros do genero diferentes de H. ducreyi sao 
descritas no Boxe 9.3 

Entre os hemofilos, H. influenzae sorotipo b e considerado o mais patogenico dos seis sorotipos capsulares (i. e., tipos a, b, 
c, d, e e f). O polissacaridio tipo b e o unico tipo capsular que contem dois monossacaridios de pentose, em lugar de hexoses 
como subunidades de carboidratos. A capsula nativa tipo b e composta de um acido teicoico linear que contem ribose, ribitol 
(alcool a 9 ticar com 5 carbonos) e fosfato ligado por fontes fosfodiester denominado PRP (polirribosil-ribitol fosfato) (Figura 
9.1). Embora a virulencia II. influenzae tipo b seja multifatorial, a capsula de PRP e de importancia singular. Estudos em 
animais com cepas isogenicas transformadas com codi ficayao do DNA para a produ 9 ao de capsula confirmaram que as cepas 
tipo b sao mais virulentas do que os outros tipos capsulares. A capsula de PRP permite ao microrganismo resistir a fagocitose 
e destrui 9 ao intracelular pelos neutrofilos. Os anticorpos antitipo b promovem a fagocitose dependente de complemento e a 
destrui 9 ao (opsoniza 9 ao) desses microrganismos tanto in vitro quanto in vivo. Alem da capsula tipo b, II. influenzae possui 
varios outros fatores de virulencia, cuja maioria esta relacionada com aderencia, coloniza 9 ao e invasao. Alguns desses fatores 
sao encontrados em cepas tanto tipaveis quanto nao tipaveis, enquanto outros ocorrem apenas em isolados de II. influenzae 
nao tipaveis. 
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Haemophilus paraphrohaemolyticus 
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Filogenia do genero Haemophilus sensu stricto isolado de seres humanos 
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Meningite 


Na era que antecedeu a disponibilidade de vacinas, H. influenzae era a causa mais comum de meningite bacteriana em criangas 
de 1 mes a 2 anos de idade, com pico de incidencia entre 6 e 12 meses. Entre 2 e 6 anos de idade, H. influenzae e Neisseria 
meningitidis ocorriam com igual frequencia, e a meningite causada por H. influenzae era incomum em criangas com mais de 6 
anos. Mais de 90% dos isolados obtidos desses pacientes pertenciam ao sorotipo b capsular. A meningite causada por esse 
agente agora ocorre com mais frequencia em lactentes que nao sao imunizados ou que sao muito pequenos para ter 
completado a serie de imunizagoes primaria. A colonizagao previa da nasofaringe em urn hospedeiro suscetivel leva a invasao 
da corrente sanguinea e a semeadura subsequente das meninges. 77 ’ Com frequencia, o desenvolvimento da meningite e 
precedido de sintomas de infecgao das vias respiratorias superiores de etiologia viral e de otite media. 101 ' 1 0 aparecimento dos 
sinais e dos sintomas pode ser abrupto ou insidioso, sendo este ultimo o padrao mais comum. As criangas apresentam febre, 
mal-estar, e, em certas ocasioes, vomitos; com frequencia, nao ha rigidez de nuca. Em algumas criangas, pode-se observar o 
desenvolvimento de paralisia de nervos perifericos e/ou cranianos e convulsoes. 0 diagnostic correto exige urn elevado indice 
de suspeita, com abordagens diagnosticas agressivas (/. e., pungao lombar para a coleta de LCR, coleta de sangue para 
hemoculturas, administragao precoce de terapia antimicrobiana apropriada) e estreita comunicagao com o laboratorio. Apesar 
de serem relativamente incomuns, as complicagdes da meningite por H. influenzae tipo b induem abscessos cerebrals e do 
tronco encefalico, derrame subdural, pericardite, artrite septica e infecgoes localizadas em outras partes do corpo, em 
consequencia da disseminagao hematogenica. 211,417,1222 Nos adultos, a meningite por H. influenzae e incomum e, em geral, 
complica varias condigoes subjacentes, como extravasamento de LCR apos traumatismo cranioencefalico ou procedimentos 
neurocirurgicos. A meningite tambem pode resultar de extensao direta de urn foco contiguo de infecgao nos seios paranasais ou 
na orelha media. 188,114 Doengas de base debilitantes, como diabetes melito, alcoolismo cronico, pneumonia, infecgao pelo HIV e 
outras estados de imunodeficiencia, tambem predispoem os adultos a meningite por H. influenzae. Aproximadamente metade 
dos pacientes adultos com meningite por H. influenzae apresenta doenga causada por cepas de H. influenzae nao tipaveis, 
enquanto a outra metade e causada por cepas do tipo b e outras cepas encapsuladas. 196,381 Foram relatados casos raros de 
meningite por H. influenzae tipo b em criangas que completaram a serie de imunizagao primaria, e foram descritos pacientes 
com meningite causada por H. influenzae nao ti pavel.” 07,629 

H. influenzae dissemina-se por meio das secregoes respiratorias, e existe urn risco aumentado de doenga invasiva secundaria 
para contatos domiciliares nao vacinados ou incompletamente vacinados de 4 anos ou menos de idade. A rifampicina, que 
constitui o farmaco de escolha para quimioprofilaxia, erradica o estado de portador orofaringeo e interrompe a transmissao. De 
acordo com a American Academy of Pediatrics (AAP), deve-se administrar profilaxia a todos os membros da casa (incluindo 
adultos) quando o lar content urn contato ou contatos com menos de 48 meses de idade, cuja imunizagao nao esta completa. ' A 
AAP define urn contato como uma crianga membra dos familiares imediatos ou que tenha passado 4 h ou mais diariamente com 
o caso indice durante pelo menos 5 dos 7 dias que precederam o irn'cio da doenga. A dose de rifampicina para criangas e de 20 
mg/kg 1 vez/dia, durante 4 dias, e, para adultos, e de 600 mg, 2 vezes/dia, durante 2 dias. Para ser efetiva, a rifampicina precisa 
ser administrada a contatos proximos dentro de 7 dias apos o irn'cio da doenga do caso primario. Todos os membros de uma casa 
com uma crianga imunizada de menos de 12 meses de idade (/. e., criangas que ainda nao receberam o "reforgo" dos 12 a 15 
meses) devem receber rifampicina. Nao ha necessidade de quimioprofilaxia quando todos os contatos domiciliares de menos de 
48 meses de idade tern a sua serie de imunizagoes completa. As criangas frequentadoras de creche que tiveram contato com 
casos primarios devem receber profilaxia com rifampicina se nao tiverem sido vacinadas ou estiverem incompletamente 
vacinadas, bem como se tiverem sido expostas ao caso primario por 25 ou mais horas na semana que antecedeu o im'cio da 
doenga do caso primario. 

A meningite por H. influenzae foi descrita como complicagao de infecgoes de derivagao liquorica. 1364 Essas infecgoes tern ocorrido 
principalmente em lactentes e criangas, envolvendo derivagoes do tipo ventriculoperitoneal, ventriculoatrial e lomboperitoneal. 
Embora as infecgoes de derivagoes causadas por Staphylococcus epidermidis ou 5. aureus decorram habitualmente de 
contaminagao intraoperatoria/peroperatoria da derivagao e do LCR ventricular, as infecgoes de derivagoes por H. influenzae 
resultam da semeadura da derivagao e do LCR durante a bacteriemia. Os pacientes que apresentam sintomas mem'ngeos 
frequentemente tern outras infecgoes associadas a H. influenzae (p. ex., otite media). Os isolados bacterianos tern sido do tipo b 
capsular ou nao tipaveis. Embora as infecgoes de derivagoes causadas por bacterias gram-positivas exijam a 
retirada/substituigao do corpo estranho para obter uma cura, a terapia antimicrobiana sistemica sem a retirada da derivagao 



Epiglotite 


Otite media 


Sinusite 


frequentemente e bem-sucedida na eliminagao das cepas tipo b, embora a monoterapia antimicrobiana tenha tido menos 
sucesso no tratamento de derivagoes causadas por cepas nao tipaveis. 1364 

Historicamente, H. influenzae tipo b tem sido associado a epiglotite (supraglotite) que e uma celulite dos tecidos supragloticos 
em consequencia de edema obstrutivo da laringe. 9 A epiglotite raramente ocorre em lactentes e normalmente e observada em 
criangas de 2 a 7 anos de idade e em homens adultos de 20 a 30 anos. A apresentagao e aguda, com faringite, disfagia, febre e 
edema da epiglote acima da laringe, na base da lingua.' 21,1246 Nas criangas, esse inicio abrupto ajuda a diferenciar dinicamente a 
epiglotite do crupe causado por agentes virais (p. ex., virus sincicial respiratorio [VSR], virus parainfluenza) e da coqueluche. 

Com a evolugao da doenga, a deglutigao torna-se cada vez mais dificil, resultando em sialorreia, estridor inspiratorio e 
desconforto respiratorio incipiente. A intubagao nasotraqueal e a administragao vigorosa de agente antimicrobianos e terapia 
de suporte podem salvar a vida nos casos com obstrugao das vias respiratorias. Embora as culturas de amostras da faringe 
posterior nao sejam uteis, devido a present de outra microbiota nasofaringea, H. influenzae tipo b pode ser isolado de 
hemoculturas. A epiglotite tambem ocorre em adultos; os sinais e sintomas de apresentagao consistem em febre, faringite, 
disfagia e desconforto respiratorio. A introdugao de estrategias de vacinagao efetiva tambem modificou a incidencia da 
epiglotite. A incidencia da epiglotite pediatrica antes da imunizagao disseminada era de 3,47 a 6,0 por 100.000 pacientes por 
ano e, atualmente, e estimada em 0,3 a 0,7 por 100.000 por ano na era apos a disponibilidade de vacinas. 117 A incidencia da 
doenga nos adultos permaneceu em 1 a 4 casos por 100.000 pacientes por ano. Apesar das vacinas efetivas, foi relatada a 
ocorrencia de epiglotite por H. influenzae tipo b em criangas que receberam a serie completa de vacinas. 1 " 11 

A otite media refere-se a inflamagao da orelha media e, dinicamente, e classificada em nao complicada, persistente, recorrente 
ou cronica. 776 A otite media ocorre mais frequentemente em criangas de 6 meses a 5 anos de idade, sendo a maior incidencia 
observada entre criangas com menos de 3 anos. A elevada incidencia observada em criangas pequenas reflete os mecanismos 
protetores subdesenvolvidos da tuba auditiva. Com frequencia, a otite media aguda ocorre como complicagao de infecgoes virais 
(p. ex., RSV, virus parainfluenza). 0s sintomas consistem em dor de ouvido, perda da audigao e, algumas vezes, secregao do 
meato acustico externo, enquanto os sinais induem febre, irritabilidade, cefaleia e, em certas ocasioes, nauseas e vomitos. A 
otoscopia revela uma membrana timpanica vermelha, opacificada e abaulada, que e relativamente imovel. 0 diagnostico 
definitivo exige aspiragao do liquido da orelha media com agulha (timpanocentese), que nao e realizada de modo rotineiro. 
Entretanto, na presenga de drenagem, deve-se coletar uma amostra para cultura. As culturas de amostras de LCR e 
hemoculturas podem ser necessarias e uteis na presenga de sinais e sintomas sistemicos. 

As causas bacterianas comuns de otite media aguda consistem em Streptococcus pneumoniae, H. influenzae e M. catarrhalis, e 
urn quarto a urn tergo dos casos devem-se a infecgoes por H. influenzae. 0 agente etiologico nao pode ser diferenciado em bases 
ch'nicas, embora a febre, a otorreia e a inflamagao da membrana timpanica sejam menos comumente observadas com H. 
influenzae, em comparagao com 5. pneumoniae . 777,921,1096 Mais de 90% das cepas de H. influenzae isoladas de amostras 
apropriadas sao nao tipaveis, enquanto os 10% restantes sao do tipo b. Em ate urn quarto das criangas com infecgao da orelha 
por H. influenzae tipo b, observa-se a presenga de bacteriemia e/ou meningite. 141 As complicagoes consistem em otite media 
recorrente, persistence de derrame da orelha media, exigindo a insergao de drenos, comprometimento auditivo, mastoidite, 
meningite, otite media cronica, abscesso cerebral e sepse. 786 A amoxicilina-davulanato associada com amoxicilina (VO), 
axetilcefuroxima (VO) ou ceftriaxona (IM) tern sido recomendadas como agentes antimicrobianos de escolha no tratamento da 
otite media recorrente e persistente. 

A sinusite aguda caracteriza-se por sintomas persistentes de resfriado, secregao nasal/pos-nasal purulenta, tosse, febre, cefaleia 
e, com frequencia dorfacial. 183,87 A apresentagao aguda funde-se com sinusite cronica, que se caracteriza pela persistence dos 
sintomas por mais de 3 meses, em que os principals sintomas consistem em tosse e drenagem nasal purulenta. 1141 Uma 
sensagao de plenitude facial ou a presenga de edema ou coloragao periorbital podem indicar extensao da infecgao dos seios para 
os tecidos moles da orbita. 0 diagnostico de sinusite e estabelecido mais frequentemente por uma avaliagao clinica, com uso de 
tecnicas de imagem (/. e., radiografias, tomografia computadorizada, ressonancia magnetica) para a visualizagao das celulas 
etmoidais e seios esfenoidais, bem como para determinagao do comprometimento orbitario. Em estudos nos quaisforam 
obtidas amostras cirurgicamente ou por aspiragao dos espagos dos seios maxilares com agulha, H. influenzae e 5. pneumoniae 
foram os microrganismos isolados com mais frequencia. 1149 Os estudos clfnicos e bacteriologicos cuidadosos demonstraram ser 
H. influenzae o agente etiologico em 20 a 25% dos adultos e em 36 a 40% das criangas. 183,120 " Os isolados de H. influenzae dessas 
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infec^oes sao, em sua maioria, nao tipaveis. A infec^ao intracraniana grave (p. ex., abscesso epidural) pode resultar da extensao 
direta da infec^ao de seios esfenoidais e celulas etmoidais. 

A bronquite cronica e uma entidade clinica mal definida, que consiste em inflamato bronquica sem comprometimento 
significativo do parenquima pulmonar, caracterizada por tosse persistente e nao produtiva, sibilos e dispneia. 1354 Essa afecto e 
comum, particularmente em homens tabagistas com mais de 40 anos de idade. Os fatores ambientais (p. ex., polui^ao do ar) e 
as infectes virais irritam e inflamam ainda mais a mucosa respiratoria, tornando-a cada vez mais suscetivel a coloniza^ao 
bacteriana, levando finalmente a produto de escarro purulento. Em pacientes com bronquite cronica estavel, as vias 
respiratorias inferiores frequentemente estao colonizadas por multiplas cepas de H. influenzae nao tipavel; durante as 
exacerbaqoes agudas, observa-se urn aumento no numero desses microrganismos. 86 A tosse cronica com produto de escarro 
durante pelo menos 3 meses consecutivos, por mais de 2 anos sucessivamente, e denominada doen^apulmonar obstrutiva 
cronica (DPOC). Atualmente, a classifica^ao da DPOC esta sendo caracterizada com uso de espirometria, que envolve das 
limitates ao fluxo de ar, que sao progressivas e estao associadas a respostas anormais dos pulmoes a gases ou particulas 
nocivos. Os pacientes com exacerbates graves de bronquite cronica e DPOC apresentam dispneia, hipoxia e, em geral, febre 
baixa. Durante as exacerbates, a produto de escarro aumenta, e a sua consistency passa de mucoide para mucopurulenta a 
purulenta. Em geral, a colorato pelo metodo de Gram de amostras de escarro adequadamente coletadas revela numerosos 
PMN associados a urn tipo morfologico bacteriano particular (p. ex., cocobacilos de colorato palida de H. influenzae ). 918 Os 
agentes mais comuns isolados do escarro purulento consistem em cepas nao tipaveis de H. influenzae, seguidas de S. 
pneumoniae e M. catarrhalis. m7,m Em pacientes com doen^a associada a H. influenzae, podem-se isolar cepas nao tipaveis das 
vias respiratorias inferiores entre as exacerbates dos sintomas. Durante as exacerbates, prescreve-se uma terapia empirica 
com agentes antimicrobianos orais, juntamente com broncodilatadores e outras medidas de suporte. Em pacientes com 
obstruto das vias respiratorias e produto de escarro purulento, a terapia antimicrobiana diminui a durato dos sintomas. Os 
farmacos que demonstraram ter eficacia nesse contexto induem as cefalosporinas de espectro ampliado, as tetraciclinas, as 
quinolonas e os macrolidios mais recentes. A bronquite cronica, as exacerbates agudas da bronquite purulenta, a DPOC e a 
pneumonia formam urn continuum de processos pulmonares patologicos, em que as cepas nao tipaveis de H. influenzae 
desempenham urn importante papel. Varios fatores do hospedeiro (p. ex., estado imunologico, predisposi^ao genetica, outros 
comprometimentos pulmonares) contribuem para a patogenia dessas condigoes mal definidas. As optes de tratamento 
induem cefalosporinas de segunda e de terceira gerates, amoxicilina-davulanato, azitromicina e fluoroquinolonas. 632 

A pneumonia por H. influenzae pode constituir manifestato da infecto sistemica por H. influenzae, ou pode desenvolver-se 
como complicato da DPOC. A pneumonia por H. influenzae em pacientes com doen^a sistemica (/. e., meningite, epiglotite, 
bacteriemia, otite media) e lobar, segmentar e purulenta; essas caracteristicas assemelham-se aquelas da pneumonia 
pneumococica. Nessas infectes, os microrganismos tipo b encapsulados constituem os agentes etiologicos habituais. As cepas 
de H. influenzae nao tipaveis constituem a causa importante de pneumonia, com e sem bacteriemia, em pacientes idosos que 
apresentam afectes respiratorias subjacentes (p. ex., bronquite cronica, DPOC, bronquiectasia) ou outras doen^as subjacentes 
(p. ex., imunodeficiencia, diabetes melito, alcoolismo, neoplasias malignas). 655,1143 Alem disso, foi relatada a ocorrencia de 
pneumonia bacteriemica causada portipos capsulares de H. influenzae diferentes do tipo b em pacientes com afectes de base 
que comprometem os mecanismos de defesa locals ou sistemicos do hospedeiro. 0 diagnostico definitivo de pneumonia por H. 
influenzae por meio de avalia^ao de amostras respiratorias representa urn desafio, devido a present do microrganismo nas vias 
respiratorias superiores de individuos saudaveis, bem como daqueles com pneumonia. As amostras de escarro expectorado 
podem fornecer resultados inadequados ou incorretos; para o diagnostico definitivo por cultura, pode ser necessario obter 
amostras de lavado bronquico, broncoscopia ou LBA. 

A bacteriemia constitui manifestato precoce e frequente da meningite aguda por H. influenzae tipo b; todavia, alguns lactentes 
podem apresentar bacteriemia na ausencia de meningite. 0 quadra agudo e observado principalmente em criangas com doenga 
de base (p. ex., doen^a falciforme) e caracteriza-se por febre, letargia e contagem elevada de neutrofilos perifericos. A 
bacteriemia pode disseminar-se para os tecidos moles, as articulates e os ossos, resultando em celulite, artrite septica e 
osteomielite, respectivamente. 9 ' 1 Com frequencia, a celulite em crian^a aparece como edema violaceo ou azul-avermelhado nas 
bochechas e nas areas periorbitarias. Essa manifestato da sepse por H. influenzae tipo b praticamente desapareceu desde a 
introduto das vacinas conjugadas de tipo b. ' A artrite septica caracteriza-se por dor, edema e diminuito da mobilidade da 
articulato infectada. Osteomielite hematogenica apresenta inchaqo, dor ossea e sintomas constitucionais. 1407 Howard etal. 
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revisaram 851 casos de artrite septica e osteomielite, de 1977 a 1997, em Ontario, e constataram que a artrite septica e a 
osteomielite causadas por H. influenzae tipo b hematogenico foram responsaveis por 30% e 3%, respectivamente, dessas 
infecgoes antes de 1992, porem foi observado apenas um paciente com artrite septica por tipo b e nenhum caso de osteomielite 
de 1992 a 1997. 610 A vacinagao disseminada levou ao desaparecimento virtual dos microrganismos tipo b como agentes 
etiologicos dessas complicagoes. 

A bacteriemia por W. influenzae tambem pode ocorrer em recem-nascidos e em individuos idosos. Nesses casos, pode ou nao 
haver meningite. A maioria dos casos de infecgao neonatal resulta de transmissao materno-fetal ou materno-perinatal (ver 
adiante), e os isolados de bacteriemia em recem-nascidos e criangas de mais idade sao, em sua maioria, nao tipaveis. 97 Embora 
se tenha relatado a ocorrencia de sepse por W. influenzae tipo b em adultos idosos, a maioria dos isolados nesses individuos 
tambem consiste em cepas nao tipaveis, cuja fonte habitual e o trato respiratorio. A bacteriemia por H. influenzae nao tipavel 
ocorre em pacientes idosos com doengas de base (p. ex., alcoolismo, lupus eritematoso, artrite reumatoide, diabetes melito, 
neoplasias malignas) e esta associada a diversas complicagoes, incluindo celulite, artrite septica, osteomielite, empiema, 
infecgoes intra-abdominais, pielonefrite e endocardite. 1 

H. parainfluenzae e A. aphrophilus (anteriormente H. aphrophilus/paraphrophilus) constituem as especies frequentemente 
isoladas em pacientes com endocardite e infecgoes intravasculares, enquanto as cepas de H. influenzae tipaveis e nao tipaveis 
sao relativamente incomuns. 327,482,613,666 A incidencia de endocardite e maior em adultos jovens e de meia-idade. Os pacientes 
habitualmente apresentam uma evolugao clinica subaguda, com febre baixa, mal-estar, calafrios e sintomas respiratorios. A 
doenga valvar preexistente ou subjacente e observada em apenas cerca da metade dos pacientes, sendo a ocorrencia de sopro 
cardiaco o unico achado sugestivo. A ecocardiografia demonstrou que a endocardite por A. aphrophilus esta associada a uma 
elevada incidencia de vegetagoes valvares e consequentes complicagoes septicas, resultando em embolizagao. Osfatores de risco 
para endocardite causada por especies de Haemophilus/Aggregatibacter induem a presenga de lesoes dentarias ou orais, 
manipulagoes dentarias antecedentes, cirurgia oral, doenga ou lesao de valvas cardiacas e proteses valvares. H. parainfluenzae 
tambem foi implicado em casos de endocardite em individuos sem fatores predisponentes subjacentes. Os usuarios de drogas 
intravenosas podem apresentar endocardite do lado direito, vegetagoes da valva tricuspide e evidences clinicas e radiologicas 
de embolizagao septica. 2,6,275,590,960 //. parainfluenzae tambem foi associado a bacteriemia persistente em consequencia de 
infecgao de implantes vasculares, como fios de marca-passos. 9 " 1 

As especies de Haemophilus, particularmente H. influenzae nao tipavel e H. parainfluenzae, constituem causas incomuns de 
uretrite, infecgoes do trato genital feminino, vulvovaginite, infecgoes obstetricas e ginecologicas, bacteriemia pos-parto, aborto 
septico, abscesso tubo-ovariano, morte fetal intrauterina e sepse neonatal, com/sem meningite. 78 ' 11 «. 202 . 3 i 3 , 566 , 60 9 , 6 7 s, 7 34 ,i 188,1292 
Em um estudo conduzido por Houston, entre 1976 e 1981, H. influenzae foi isolado de hemoculturas de 16 mulheres com 
bacteriemia pos-parto e de 36 recem-nascidos com bacteriemia ou meningite. 1316 Foram obtidas culturas de outro 50 isolados 
de H. influenzae de amostras genitais (vagina, endometrio, colo do utero, glandulas de Bartholin, tubas uterinas, uretra 
masculina e h'quido prostatico) e de tecidosfetais (Ifquido amniotico, tecido placentario). Desses isolados, 94% foram 
sorologicamente nao tipaveis. Quentin etal. isolaram especies de Haemophilus a partir de culturas genitais de 83 mulheres 
durante um periodo de 90 meses. IC ! Quarenta e duas dessas mulheres apresentaram infecgoes bacterianas significativas do 
trato genital, incluindo endometrite, salpingite e abscessos da glandula de Bartholin. A infecgao do trato genital foi associada a 
presenga de dispositivos intrauterinos em 62% dos pacientes com endometrite e em 4 de 6 pacientes, salpingite, sugerindo que 
os hemofilos genitais podem comportar-se como agentes oportunistas em regioes genitais. A aquisigao pre-natal e perinatal de 
especies como Haemophilus a partir do trato genital materno tambem foi associada a ruptura prematura das membranas, 
amnionite, aborto septico e sepse neonatal. 246,849,1331 

A biotipagem de isolados genitais demonstrou que as cepas de H. influenzae nao tipaveis do biotipo IV e de H. parainfluenzae 
dos biotipos I e II sao habitantes do trato genital e podem estar associadas a infecgoes do trato genital e infecgoes sistemicas 
maternas pos-parto e neonatais. 161 Estudos de cepas de H. influenzae sorologicamente nao tipaveis isoladas dessas infecgoes 
estabeleceram a existencia de uma nova genoespecie criptica de H. influenzae. m9M A tipagem dessa nova genoespecie e de 
biotipo IV (/. e., indol-negativa; urease e ornitina descarboxilase-positiva), porem e distinta com base em outros criterios 
morfologicos, fenotipicos e geneticos (/. e., fimbrias peritriquiais, perfil distinto da proteina da membrana externa, proteinas da 
membrana externa variantes, padroes de eletroforese enzimatica multilocus singulares). 922, 0 Os estudos moleculares indicam 
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que esses isolados sao clonais e geneticamente homogeneos, compartilham menos de 70% de semelhan^a gendmica global 
com ft. influenzaesensustricto e estao maisestreitamente relacionadoscom cepasdeft. haemolyticus. Wj " Essa genoespecie 
cri'ptica nao pode serfenotipicamente diferenciada de outras cepas de ft. influenzae do biotipo IV. 

As infeqoes oculares por ft. influenzae variam amplamente na sua gravidade e induem conjuntivite, esderite, abscesso 
subconjuntival e endoftalmite. ft. influenzae provoca conjuntivite aguda contagiosa, coloquialmente conhecida como "olho 
vermelho". Ocorrem surtos localizados de conjuntivite aguda entre indivi'duos que compartilham toalhas, len^os e outras objetos 
que entram em contato direto com a pele do rosto ou com os olhos. A cor rosada difusa da esdera e a present de secre^ao 
serosa ou purulenta sao praticamente diagnosticas de conjuntivite por Haemophilus. Pode ocorrer tambem conjuntivite 
hemorragica como parte da doen^a invasiva por H. influenzae tipo b. 11 A endoftalmite causada por H. influenzae e incomum, 
mas pode ocorrer como complica^ao iatrogenica de cirurgia ocular. 22,27-1264,1402 Sykes etal. relataram tres casos de esderite por H. 
influenzae. 233 Esses pacientes idosos apresentaram uma grave redu^ao da acuidade visual, dor e abscessos nodulares da esdera 
a partir dos quais foi isolado H. influenzae em cultura. Brooks etal. relataram a ocorrencia de abscesso subconjuntival 
espontaneo causado por H. influenzae em uma mulher imunocompetente de 27 anos de idade sem patologia ocular de base ou 
preexistente. 184 H. influenzae tambem pode ser isolado de ulceras de cornea herpeticas superinfectadas e de amostras de cornea 
de pacientes com ceratoconjuntivite atopica. 11,1 

Historicamente, os isolados de infec^oes da conjuntiva foram designados como especie separada, denominada ‘‘H. aegyptius". 

Do ponto de vista fenoti'pico, esses isolados assemelham-se ao H. influenzae biotipo III. A apresenta^ao di'nica distinta, as 
caracteri'sticas bioqui'micas e os estudos sorologicos foram utilizados para corroborar o estado de "ft. aegyptius" como especie 
separada dentro do genera. Entretanto, estudos de nudeoti'dios genomicos demonstraram uma homologia de sequencia 
significativa entre "ft. aegyptius" e ft. influenzae, de modo que esse microrganismo e atualmente denominado ft. influenzae 
biogrupo aegyptius. Urn clone singular e altamente virulento de ft. influenzae biogrupo aegyptius emergiu no im'cio da decada 
de 1980 como agente etiologico de uma sindrome di'nica denominada febre purpurica brasileira (FPB; ver adiante). 

Durante a decada de 1980, foi reconhecido urn subgrupo de cepas fenotipicamente indistinguiveis de ft. influenzae biotipo III 
("ft. aegyptius ") em associa^ao a surtos de uma doen^a grave, denominada FPB. 60-162 A FPB foi descrita pela primeira vez em 
1984 em Promissao, no estado de Sao Paulo, Brasil, quando 10 criangas morreram de uma enfermidade aguda caracterizada por 
febre alta, dor abdominal com vomitos, exantema petequial/purpurico, choque hipotensivo e colapso vascular. Urn surto 
subsequente em 10 criangas na cidade proxima de Serrana resultou em quatro mortes adicionais. 162 Houve crescimento de "ft. 
aegyptius" nas hemoculturas dessas crian^as. Durante investigates epidemiologicas, foram encontrados casos que tiveram 
conjuntivite purulenta recente ou concomitante. Desde os surtos iniciais, foram relatados casos esporadicos em outras areas do 
Brasil e no centra e oeste da Australia. 874,13 ' 1 As cepas de "ft. aegyptius" associadas a surtos possuem varias caracteri'sticas nao 
encontradas em "ft. aegyptius" isolado de casos de conjuntivite purulenta sem FPB. Essas cepas sao nao tipaveis, possuem urn 
plasmidio singular de 24 kDa, uma proteina fimbrial caracteristica de membrana externa de 25 kDa e sao resistentes aos efeitos 
bactericidas do soro humano normal. As cepas associadas a FPB possuem urn epitopo de superficie celular conservado da 
proteina de membrana externa PI de 48 kDa, que nao esta presente em cepas nao associadas a FPB. Os surtos de FPB foram 
causados por urn clone singular de "ft. aegyptius", que foi designado como "ft. influenzae biogrupo aegyptius". Estudos in vivo 
usando urn modelo murino e estudos realizados com uma linhagem de celulas endoteliais microvasculares humanas tambem 
mostraram que as cepas de ft. influenzae biogrupo aegyptius associadas a FPB sao mais citotoxicas do que as cepas de ft. 
influenzae nao associadas a FPB. 1118,13 ' Com base em metodos de eletroforese enzimatica multilocus, os isolados do biogrupo 
aegyptius formam tres linhagens distintas dentro da especie ft. influenzae. Os isolados da FPB nao estao estreitamente 
relacionados, do ponto de vista genetico, com cepas do biogrupo aegyptius nao FPB, porem exibem uma estreita rela^ao 
genetica com ft. influenzae encapsulado do sorotipo capsular c. 925 

ft. influenzae tipo b pode causar outras infeqoes comuns; em muitos casos, o isolamento de especies de Haemophilus foi 
inesperado. ft. influenzae foi isolado de infeqoes abdominais (/. e., peritonite, abscessos pancreaticos e pelvicos, apendicite) e de 
infecqoes do trato hepatobiliar (/. e„ colecistite, abscesso hepatico piogenico). 31,522-852,964-971,1047-1349 

Embora tenham ocorrido infec^oes esporadicas por ft. influenzae encapsulado nao tipo b nos EUA antes da disponibilidade de 
vacina^ao disseminada com vacinas tipo b, as infec^oes graves causadas por sorotipos capsulares nao tipo b e por cepas de ft. 
influenzae nao tipaveis estao sendo cada vez mais reconhecidas na era da vacina. Em 2001, foram notificados cinco casos de 



doenga invasiva causada por H. influenzae do sorotipo a em Utah, no decorrer de um periodo de 10 meses. 4 Essas criangas (com 
idade mediana de 12 anos) apresentaram meningite, bacteriemia e, em um caso, purpura fulminante. 0 exame de 48 isolados 
de H. influenzae nao tipo b invasivo por meio de tipagem de endonuclease de restrigao mostrou que as cepas do tipo a 
segregaram-se em dois grupos donais principals, enquanto as cepas do tipo e e do tipo f representaram clones isolados, 
respectivamente. Em outro estudo conduzido em Utah, Bender ef cz/. analisaram todos os casos de doenga invasiva por H. 
influenzae em criangas com menos de 5 anos de idade no periodo de 1998 a 2008 e constataram que H. influenzae do sorotipo a 
era o microrganismo mais comum, representando o agente etiologico em 28% de todas as infecgoes. A incidencia aumentada 
de H. influenzae encapsulado nao tipo b pode refletir a emergencia de clones hipervirulentos ou uma diversidade genetica 
limitada entre as cepas nao tipo b. Q76 Foram relatadas infecgoes graves (/. e., meningite, pneumonia) causadas por sorotipos de 
H. influenzae diferentes do tipo b. 42W703 ' 869 
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u FIGURA 9.1 Estrutura da unidade repetida do polissacaridio capsular de Haemophilus influenzae tipo b PRP. Essa molecula 
consiste no monossacaridio ribose de 5 carbonos, ligado por uma ligagao ester ribitol, um agiicar-alcool de 5 carbonos que, por 
sua vez, esta ligado a um grupo fosfato. 

Haemophilus influenzae tipo b, vacinas e imunidade. Antes da introdugao das vacinas efetivas contra II. influenzae tipo b, 
esse microrganismo constituia a causa mais comum de meningite bacteriana em criangas com menos de 5 anos de idade, 
causando cerca de 16.000 casos de doenga invasiva anualmente. As infecgoes sistemicas pelo tipo b ocorriam, em sua maioria, 
em criangas com 2 anos de idade ou menos. A presenga de niveis inadequados de anticorpos bactericidas anti-PRP protetores 
nessa faixa etaria desempenha um importante papel no desenvolvimento da doenga. Durante o periodo neonatal imediato, a 
imunidade contra H. influenzae tipo b e adquirida por meio de anticorpos transplacentarios, os quais sao perdidos nos 
primeiros meses de vida. Esses anticorpos reaparecem apos exposigao a microrganismos tipo b ou a outros antigenos 
microbianos que desencadeiam a formagao de anticorpos de reagao cruzada. A maioria dos individuos que desenvolvem 
doenga sistemica por II. influenzae tipo b apresenta niveis baixos ou indetectaveis de anticorpos anti-PRP capsular. A 
capacidade antigenica do PRP nativo purificado foi explorada nas primeiras preparagoes de vacinas contra H. influenzae tipo 
b. O PRP purificado desencadeou a produgao de anticorpos em criangas de mais idade, porem nao conseguiu produzir uma 
resposta em criangas com menos de 2 anos de idade, isto e, o grupo de maior risco para essa doenga grave. Alem disso, o PRP 
nao desencadeou uma resposta de “reforgo” previsivel com exposigao antigenica subsequente. Essa falha foi devido a natureza 
independente de celulas T da resposta imune primaria aos antigenos polissacaridicos. Subsequentemente, foram realizados 
estudos clinicos com quatro vacinas conjugadas de PRP/proteina. As vacinas consistiram em PRP conjugado de modo 
covalente ao toxoide tetanico (PRP-T), ao toxoide difterico (PTP-D), a um complexo proteico da membrana externa de 
Neisseria meningitidis (PRP-OMPC) e a CRM-197, uma toxina difterica “nao toxica” isolada de uma cepa mutante de 
Corymebacterium diphtheriae (PRP-HbOC). Usando essa abordagem, a imunogenicidade do material de PRP provavelmente 
seria aumentada, visto que a conjugagao de carboidratos a proteinas como haptenos desencadeia uma resposta imune 
dependente de celulas T, com geragao de celulas de memoria. 

No momento atual, dispoe-se, nos EUA, de duas vacinas conjugadas licenciadas: PRP-T (ActHIB Haemophilus b Tetanus 
Conjugate Vaccine, Sanofi Pasteur, Swiftwater, PA) e PRP-OMPC (PedvaxHIB Haemophilus b Conjugate Vaccine 
[Meningococcal Outer Membrane Protein Conjugate], Merck and Company, Inc., West Point, PA). A PRP-T tambem esta 
disponivel como vacina contendo vacina difterica, tetanica e pertussis acelular combinada com ActHIB (TriHIBit DTaP/Hib, 
Connaught Laboratories, Swiftwater, PA), enquanto a PRP-OMPC tambem esta disponivel em combinagao com a vacina 
hepatite B (Recombivax). 1 Os lactentes devem receber uma dose da vacina conjugada PRP-T aos 2, 4 e 6 meses de idade ou 
duas doses de PRP-OMPC aos 2 e 4 meses de idade. Recomenda-se uma dose de reforgo aos 12 e 15 meses de idade. A Food 
and Drug Administration (FDA) tambem assinala que TriHIBit (DTaP/Hib) nao deve ser usada aos 2, 4 ou 6 meses, mas pode 
ser administrada como dose final em criangas com 12 meses de idade ou mais. A vacina de combinagao PRP-OMPC/hepatite 
B pode ser utilizada para imunizagao aos 2, 4, 12 e 15 meses de idade. 

Nos EUA, o uso disseminado dessas vacinas conjugadas erradicou quase totalmente a doenga invasiva causada por H. 
influenzae tipo b em criangas de ate 5 anos de idade. Em 1987, a incidencia de doenga pediatrica invasiva por H. influenzae 
tipo b foi de 41 casos por 100.000 por ano, e essa incidencia diminuiu para cerca de 0,11 caso por 100.000 por ano em 2007 na 





mesma populaijao pediatrica. 122 Foi observada uma acentuada rcdupao da incidencia da docnpa entre crianpas com menos de 
18 meses de idade antes que as vacinas conjugadas fossem amplamente usadas, e, hoje em dia, sabe-se que as vacinas 
conjngadas nao apenas impedem a ocorrencia de doen 9 a ao induzir imunidade ativa, mas tambem diminuem o estado de 
portador orofaringeo e, consequentemente, a exposi<;ao a II. influenzae tipo b. Em lactentes prematuros ou naqueles com 
doenga subjacente (p. ex., infec 9 ao pelo HIV), as vacinas podem nao ser tao efetivas quanto em lactentes a termo com sistema 
imunologico normal, visto que as respostas humorais sao menos acentuadas, resultando em niveis mais baixos de anticorpos 
anti-PRP. 833 A resposta reduzida dos anticorpos as vacinas em lactentes infectados pelo HIV provavelmente se deve ao estado 
de deple 9 ao das celulas T dos pacientes e a natureza dependente de celulas T da resposta imune as vacinas conjugadas. As 
vacinas conjugadas de H. influenzae tipo b sao imunogenicas em adultos HIV-soropositivos, porem a capacidade de 
desenvolver niveis protetores de anticorpos esta relacionada com as contagens basais de celulas T CD4 e com os niveis de 
IgG. Em certas ocasioes, podem ocorrer infec 9 oes graves por H. influenzae nao tipavel, conforme evidenciado em um menino 
de 7 anos de idade previamente sadio que desenvolveu um abscesso intracraniano. 1134 

Outras especies de Haemophilus 

H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus e H. paraphrophaemolyticus e H. pittmaniae fazem parte da 
microbiota do trato respiratorio e raramente estao associados a infec 9 oes. Entretanto, nesses liltimos anos, apareceram na 
literatura varios relatos que documentaram II. parainfluenzae como importante agente de endocardite de valva nativa e de 
proteses valvares. 256,275,590,960 Foram tambem descritas infec 9 oes de fios de chumbo de marca-passo e de um cardioversor 
desfibrilador implantavel por H. parainfluenzae . 314,996 H. parainfluenzae foi isolado de pacientes com bronquite, sinusite, otite 
media, abscesso cerebral, DPOC/pneumonia, celulite, abscessos, sepse neonatal e infec 9 oes de articula 9 oes nativas/proteses 
articulares. 159 ’ 200,201,243 ’ 481 ’ 1032 ’ 1170 ’ 1278 II. parainfluenzae tambem foi isolado como causa incomum de infec 9 ao das vias 
urinarias. 556 Em certas ocasioes, H. parainfluenzae pode ser isolado do trato genital e pode causar uretrite em homens, 
corioamnionite em mulheres e sepse de inicio precoce no recem-nascido. 408,1008,1079 Foram tambem relatados raros casos de 
infec 9 oes do trato hepatobiliar por II. parainfluenzae, incluindo abscesso hepatico, abscesso retroperitoneal e 
peritonite. 29,449,454,863,1008 Nessas ultimas infec 9 oes, foi postulado que II. parainfluenzae teve acesso a arvore hepatobiliar a 
partir do trato intestinal, e nao por via hematogenica. 

Haemophilus ducreyi 

H. ducreyi e o agente etiologico do cancroide, uma infec 9 ao sexualmente transmitida e altamente contagiosa, que se 
caracteriza por ulceras genitais e perianais dolorosas e por linfadenopatia inguinal hipersensivel (Prancha 9.2 B). O cancroide 
constitui uma importante causa de doen 9 a ulcerosa genital em America Latina, Africa, Leste e Sudeste Asiatico e India. 
Nesses paises, o cancroide e responsavel por 20 a 60% dos casos de doen 9 a ulcerosa genital. 900 Foi relatada a ocorrencia de 
surtos de cancroide em varias cidades do litoral nos EUA e no Canada. Nesses surtos, o reservatorio habitual tem consistido 
em profissionais do sexo feminino, com troca de sexo por dinheiro ou drogas como importante fator de risco 
comportamental. 1 Nesses surtos, foi observada uma razao entre homens e mulheres de 3:1 a 25:1. Nos paises 
subdesenvolvidos, a infec 9 ao por II. ducreyi esta associada a transmissao dos virus da imunodeficiencia humana (HIV-1 e 
HIV-2). Estudos conduzidos na Africa forneceram evidencias de que o cancroide representa um fator de risco para a 
transmissao sexual do HIV-1. O cancroide facilita a transmissao do HIV devido a libera 9 ao aumentada do virus no trato 
genital a partir de exsudatos de ulcera e sangramento de ulceras durante e apos a rela 9 ao sexual. 426 As lesoes do cancroide 
tambem rompem a integridade da mucosa, proporcionando, assim, uma porta de entrada para o HIV. Alem disso, a resposta 
imune celular a II. ducreyi envolve a infiltra 9 ao dos tecidos lesionados por grande niimero de celulas T auxiliares CD4- 
positivas nas proprias lesoes, aumentando, assim, o risco de transmissao para contatos sexuais. Os antigenos de II. ducreyi 
tambem estimulam localmente os linfocitos T CD4, resultando em suprarregula 9 ao da replica 9 ao do HIV e titulos aumentados 
do virus infeccioso e de celulas infectadas pelo virus no trato genital. 

Embora diversos fatores de virulencia potenciais tenham sido identificados em H. ducreyi, seu papel na patogenia esta 
pouco elucidado no momento atual. Todas as cepas parecem ter fimbrias superficiais finas e emaranhadas, proteinas de 
membrana externa singulares, lipo-oligossacaridio e uma citotoxina/hemolisina, que contribui para a invasao das celulas 
epiteliais e a forma 9 ao de lesoes ulcerativas. 1324 O papel dessas moleculas na patogenia da doen 9 a ainda nao esta esclarecido. 
H. ducreyi tambem possui uma necessidade especifica de ferro para o seu crescimento, e, embora faltem sideroforos, o 
microrganismo possui um receptor de superficie que se liga a hemoglobina e e essencial para a capta 9 ao de ferro. H. ducreyi in 
vitro e capaz de se fixar, invadir e causar efeitos citopaticos em celulas de prepticio humanas em cultura, e foram 
desenvolvidos varios modelos animais de cancroide para estudar a sua virulencia e patogenicidade, incluindo coelho, leitao, 
primatas e voluntarios humanos. Esses liltimos estudos ajudaram a identificar genes e grupos de genes que sao essenciais para 
a virulencia do microrganismo. 99 

As lesoes genitais causadas por esse microrganismo sao denominadas “cancro mole”, visto que, diferentemente do cancro 
primario da sifilis, as bordas da lesao sao irregulares e maleaveis, em lugar de nitidamente demarcadas e endurecidas. E 


necessaria a ocorrencia de traumatismo ou abrasao localizada da pele ou da mucosa para a entrada dos microrganismos, e 
estima-se que uma dose infecciosa seja constituida por cerca de 10.000 microrganismos. Depois de um periodo de incubapao 
de 4 a 7 dias, as lesoes surgem na forma de papulas eritematosas hipersensiveis, que se tornam pustulosas, erodidas e 
ulceradas nas proximas 48 a 72 horas. Nos homens, as lesoes cancroides sao habitualmente hipersensiveis, dolorosas e 
recobertas por um exsudato cinza-amarelado, com base hemorragica vermelho vivo. Nos homens, as lesoes sao habitualmente 
encontradas na genitalia externa (prepucio, frenulo do prepucio, sulco coronal, glande do penis e corpo do penis); nos homens 
nao circuncisados, essas lesoes frequentemente ocorrem abaixo do prepucio. Os homens infectados pelo HIV podem ter um 
numero aumentado de ulceras genitais, que cicatrizam mais lentamente e que sofrem superinfecpao mais facilmente. " s Nas 
mulheres, podem ocorrer multiplas lesoes no frenulo, nos labios do pudendo, na vulva, na parede da vagina, no clitoris e na 
area perianal. As lesoes podem coalescer para formar grandes areas ulcerativas, que podem se tornar superinfectadas. O 
cancroide extragenital e incomum; entretanto, foram descritas lesoes na pele glabra das coxas, nas mamas, na mucosa oral e 
nas conjuntivas. Em cerca da metade dos pacientes infectados, observa-se o desenvolvimento de linfadenopatia inguinal 
unilateral dolorosa. Esses linfonodos aumentados podem, com efeito, supurar atraves da pele que os recobre, formando 
grandes abscessos inguinais, fistulas de drenagem e trajetos fistulosos. As ulceras genitais nao tratadas podem persistir por 
varios meses, porem os microrganismos nao se disseminam pelo sangue nem pelos linfaticos. 

Diagnostico laboratorial das infecgdes por Haemophilus 

Exame direto de amostras clinicas 

Coloragao pelo metodo de Gram. Pode-se estabelecer um diagnostico presuntivo rapido de meningite por H. influenzae 
pelo exame direto de amostra do liquido cefalorraquidiano (LCR) utilizando a colorapao de Gram. Se for enviada uma 
quantidade suficiente de LCR (i. e., mais de 1 a 2 ml), a amostra e centrifugada para obter um sedimento de material para 
exame e cultura. A citocentrifugapao de amostras de LCR melhora a detecpao de pequenos numeros de microrganismos e 
aumenta consideravelmente a sensibilidade da colorapao pelo metodo de Gram, em comparapao com amostras submetidas a 
centrifugapao convencional ou nao centrifugadas. 236 Nas prepara 9 oes coradas pelo metodo de Gram, as especies de 
Haemophilus aparecem como pequenos cocobacilos gram-negativos de colora 9 ao palida (Prancha 9.1 A). Em certas ocasioes, 
podem-se observar celulas filamentosas delgadas. Embora H. influenzae possa ser o patogeno provavel com base no seu 
aspecto pela colorapao de Gram e pelo quadro clinico do paciente, os microrganismos nao podem ser identificados com base 
no esfregapo corado pelo metodo de Gram. Alem disso, uma colorapao de Gram-negativa (i. e., uma colorapao de Gram sem a 
observapao de microrganismos) nao descarta a possibilidade de infecpao por Haemophilus visto que a amostra pode ter um 
numero muito pequeno de microrganismos. Os esfrega 90 s de outros tipos de amostras corados pelo metodo Gram tambem 
podem ser uteis para um diagnostico presuntivo. 

Detecfdo do antigeno capsular tipo b. Para um diagnostico rapido de infecpoes por H. influenzae tipo b, dispoe-se de 
tecnicas para a detecpao do antigeno capsular PRP tipo b no LCR, no soro e na urina. Os metodos comercialmente disponiveis 
incluem tecnicas de aglutina 9 ao de latex (p. ex., Directigen® Meningitis Combo Test, Becton-Dickinson and Company, 
Sparks, MD) e de coaglutina 9 ao de proteina A estafilococica (COA) (p. ex., Phadebact® CSF test, Bactus AB, Huddinge, 
Suecia). Esses kits contem reagentes para a detecpao do antigeno PRP de H. influenzae grupo b, juntamente com reagentes 
para a detecpao de antigenos de S. pneumoniae, N. meningitidis e estreptococos do grupo B nos liquidos corporais. Apesar do 
desempenho desses testes em ensaios clinicos, que levou a sua aprovapao para uso, muitos laboratories deixaram de oferecer 
rotineiramente esses testes. Alem do elevado custo dos proprios reagentes de latex/COA, sua utilidade em termos de 
diagnostico e prognostico nao foi confirmada depois de anos de experiencia. Perkins et al. procederam a uma revisao de todos 
os testes com latex realizados no decorrer de um periodo de 10 meses em dois hospitais e constataram a obtenpao de 57 
resultados positivos. 11121 A revisao desses casos revelou que 31 resultados foram falso-positivos, 22 foram positivos 
verdadeiros e 4 foram indetemiinados. Foram observados testes falso-positivos mais frequentemente em amostras de urina. Os 
pacientes com resultados falso-positivos receberam tratamento desnecessario, com consequente interna 9 ao prolongada e 
complicapoes adicionais. Alem disso, entre os 22 pacientes com resultados positivos verdadeiros no teste de aglutinapao de 
latex, nao houve nenhum caso em que a terapia antimicrobiana ou o tratamento clinico do paciente tivessem sido modificados 
com base no resultado do teste de aglutinapao de latex. Esses testes podem ser mais uteis para casos de suspeita de meningite, 
em que a colorapao pelo Gram inicial e negativa e/ou as culturas de amostras de LCR sao negativas depois de 48 horas. O 
metodo recomendado para a deteepao direta ideal de II. influenzae em amostras de LCR depende de um cuidadoso exame de 
um esfrega 90 corado pelo metodo de Gram, preparado a partir de uma amostra citocentrifugada. 

Isolamento de especies de Haemophilus em cultura. O isolamento otimo de especies de Haemophilus a partir de amostras 
clinicas depende de uma coleta e transporte adequado dessas amostras, bem como do uso de meios de cultura e condi 9 oes de 
incubapao apropriados. Em virtude de sua natureza fastidiosa, as amostras que contem esses microrganismos nao devem ser 
expostas ao ressecamento ou a temperatures extremas. As amostras de maior importancia, como as do LCR, devem ser 
entregues pessoalmente ao laboratorio clinico o mais rapido possivel apos a sua coleta. O agar-sangue de carneiro 


convencional nao e apropriado para o isolamento de especies de Haemophilus, que necessitam do fator V para o seu 
crescimento, devido a presenga de enzimas que inativam esse fator no sangue de carneiro nativo. O sangue de coelho ou o 
sangue de cavalo nao contem essas enzimas, e os meios de agar contendo qualquer um desses produtos sanguineos irao 
possibilitar o crescimento da maioria das especies de Haemophilus. O isolamento de Haemophilus exige uma incubagao a 35° 
a 37°C em ambiente umido, com concentragao aumentada de C0 2 (3 a 5%). Essa atmosfera e proporcionada pela incubagao 
em uma incubadora de C0 2 ou jarras de extingao de vela. O isolamento primario de especies de Haemophilus a partir de 
amostras clinicas e obtido com o uso de agar-chocolate, agar para isolamento de Haemophilus ou tecnica de semeadura em 
estrias de Staphylococcus (Prancha 9.1 B). 

Agar-chocolate. O agar-chocolate e preparado pela adigao de sangue de carneiro a uma base de agar enriquecida, quando a 
temperatura do meio e alta o suficiente para provocar lise dos eritrocitos, sem inativar o NAD no lisado de sangue (i. e., cerca 
de 80°C). A maioria dos laboratorios clinicos adquire o agar-chocolate e outros meios de fornecedores comerciais. O “agar- 
chocolate” comercialmente preparado contem uma mistura de hemina e fatores de crescimento quimicamente defmidos, que 
sao acrescentados ao meio base de agar GC (para gonococos). A base de agar GC contem proteose peptona, amido de milho, 
tampoes de fosfato, cloreto de sodio e agar. O suplemento quimicamente defmido contem NAD, vitaminas (B 12 , cloridrato de 
tiamina), minerais (ferro, magnesio), aminoacidos necessarios para o crescimento de bacterias fastidiosas (cisteina, glutamina) 
e glicose. Esses suplementos encontram-se disponiveis no comercio sob as marcas registradas de IsoVitalex® (BD 
Biosciences) e GCHI® Enrichment (Remel Laboratories, Lenexa, KS). A desvantagem em utilizar o agar-chocolate para o 
isolamento primario de especies de Haemophilus reside no fato de que nao e possivel determinar as propriedades hemoliticas 
de varias especies (H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. pittmanniae). Como as especies de Haemophilus sao habitantes 
comuns das vias respiratorias superiores (incluindo especies tanto hemoliticas quanto nao hemoliticas), muitos laboratorios 
adotaram o agar de isolamento de Hemophilus para isolar esses microrganismos a partir de amostras das vias respiratorias. 

Agar para isolamento de Haemophilus. Esses meios comercialmente disponiveis contem infusao de coragao de boi, 
peptonas, extrato de levedura e sangue de cavalo desfibrinado (5%), que possui ambos os fatores X e V. Adiciona-se 
bacitracina (300 pg/m l ) para inibir a microbiota do trato respiratorio (i. e., estafilococos, micrococos, neisserias e 
estreptococos). Alem do isolamento seletivo de especies de Haemophilus, e possivel determinar diretamente as propriedades 
hemoliticas a partir do isolamento primario. 

Tecnica de semeadura em estrias para Staphylococcus. Muitas bacterias e leveduras sintetizam e secretam NAD durante 
o seu crescimento em meios bacteriologicos. Em culturas mistas, as especies de Haemophilus que necessitam de fator V 
podem crescer como colonias puntiformes ao redor das colonias de outros microrganismos. Esse fenomeno e denominado 
satelitismo (Prancha 9.1 C). O satelitismo proporciona uma tecnica para a detecgao desses microrganismos em culturas mistas, 
bem como em um teste presuntivo para identificagao ate o nivel de genero. Uma colonia de uma possivel especie de 
Haemophilus e repicada em uma placa de agar-sangue de carneiro, efetuando-se estrias proximas em uma area da placa. 
Efetua-se uma unica estria de um microrganismo produtor de NAD (p. ex., S. aureus) atraves do inoculo na placa. Depois de 
uma noite de incubagao em ambiente enriquecido com C0 2 , a 35° a 37°C, podem-se observar minusculas colonias limidas e 
cinzentas dos hemofilos dentro da area de hemolise adjacente ao crescimento dos estafilococos. Os hemofilos que dependem 
do fator X irao crescer como colonias satelites, devido a liberagao de hemina e de hematina a partir dos eritrocitos lisados. 
Esse metodo pode ser utilizado para a identificagao presuntiva de especies de Haemophilus, quando a identificagao ate o nivel 
de especie nao for necessaria ou essencial (p. ex., amostras das vias respiratorias superiores). 

Identificagao de especies de Haemophilus 

Morfologia das colonias e caracteristicas das culturas. Em agar-chocolate, as colonias de II. influenzae lisas e de cor 
azul-acinzentada, as cepas excessivamente encapsuladas podem ter aparencia mucoide. As cepas produzem, em sua maioria, 
colonias convexas, lisas e continuas de 1 a 2 mm apos crescimento de um dia para o outro. Algumas cepas irao exalar um odor 
de “E. coir, devido a produgao de indol por alguns biotipos. Em geral, as colonias de H. parainfluenzae sao menores, de cor 
cinza-claro e apresentam uma aparencia fosca em meios de crescimento. As reagoes de oxidase e de catalase para esses 
microrganismos sao habitualmente positivas, embora a reagao da oxidase possa ser tardia. 

Procedimento de identificagao. As especies de Haemophilus comumente encontradas sao identificadas pelas suas reagoes 
hemoliticas em agar-sangue de cavalo e pelas necessidades dos fatores X e V para o seu crescimento. Para determinar a 
necessidade desses fatores, sao utilizados rotineiramente discos de papel de filtro ou tiras impregnadas com fator X, fator V ou 
ambos os fatores (Prancha 9.1 D). O microrganismo a ser identificado e semeado em estrias em meio deficiente em fatores de 
crescimento, como agar soja tripticase. Quando as colonias sao selecionadas das placas de culturas primaria para realizagao 
desse teste, e importante que nao haja transferencia do agar-chocolate ou de outro meio contendo sangue para a placa de 
determinagao dos fatores. Uma maneira de reduzir a transferencia de fatores de crescimento, com a consequente obtengao de 
resultados falso-positivos, consiste em suspender o microrganismo em caldo deficiente em fatores. As tiras ou os discos com 
fatores X e V sao colocados sobre a superficie do agar, separados por uma distancia de cerca de 1 a 2 cm (Tabela 9.1). Se for 
tambem utilizado um disco/tira contendo ambos os fatores, os discos podem ser mais amplamente espagados na superficie do 


agar. As placas sao incubadas em 5 a 7% de C0 2 , a uma temperatura de 35°C, durante 18 a 24 horas, e sao observados os 
padroes de crescimento ao redor dos discos/tiras. O agar soja tripticase constitui o meio de escolha para a realizac^ao do 
procedimento de determinac^ao dos fatores de crescimento. 361 Embora a interpretapao dos testes de necessidade de fatores 
geralmente seja precisa, foram relatadas identificapoes incorretas de II. influenzae por H. parainfluenzae, devido a resultados 
inconsistentes nas determina 9 oes do fator X. As razoes para essas imprecisoes incluem a presen 9 a de quantidades minimas de 
hemina no meio basal utilizado no teste de determina 9 ao dos fatores, a transference de fator X nos inoculos obtidos de 
colonias que cresceram em meio contendo sangue, e a natureza exigente de algumas cepas de H. parainfluenzae, com 
consequente dificuldade na leitura dos testes para a necessidade de fatores. O teste do acido 5-aminolevulinico (ALA) 
porfirina evita muitos desses problemas, visto que esse teste consiste em uma avaliapao direta da capacidade das cepas de 
Haemophilus de sintetizar intermediaries da protoporfirina na via de biossintese da hemina a partir do ALA. As cepas que 
necessitam de fator X exogeno para o seu crescimento (i. e., H. influenzae e II. haemolyticus) sao incapazes de sintetizar 
protoporfirinas a partir do ALA e, consequentemente, sao negativas nesse teste. As cepas que nao necessitam de fator X 
exogeno para o seu crescimento (i. e., H. parainfluenzae e II. parahaemolyticus) possuem as enzimas que sintetizam 
compostos de protoporfirina a partir do ALA e, consequentemente, sao positivas para o teste de ALA-porfirina. Alem disso, 
podem ser utilizados discos impregnados com ALA (BD Biosciences; Remel Laboratories; Hardy Diagnostics, Santa Maria, 
CA) ou meios de cultura contendo o reagente ALA (Remel Laboratories) para a realizapao do teste de ALA-porfirina (Prancha 
9.1 F e G). Com o metodo do disco, o disco impregnado e umedecido com agua e semeado com o meio de crescimento de 
colonias. Depois de 4 horas de incuba 9 ao, o disco e examinado sob luz ultravioleta (lampada de Wood). A observapao de 
fluorescencia vermelho-tijolo sobre o disco indica um resultado positivo; uma fluorescencia azulada constitui um resultado 
negativo. Com o meio de agar ALA, os microrganismos sao semeados sobre o meio e incubados de um dia para o outro. No 
dia seguinte, o crescimento e examinado sob a lampada de Wood a procura de uma fluorescencia vermelho-tijolo. As 
caracteristicas fenotipicas para a identifica 9 ao das especies de Haemophilus sao apresentadas na Tabela 9.2. 

Os testes para hemolise em agar-sangue de cavalo, o teste de necessidade de fatores e o teste da ALA-porfirina foram 
incorporados em sistemas de placas divididas disponiveis no comercio para a identifica 9 ao de especies de Haemophilus. Esses 
sistemas incluem o Haemophilus ID II Triplate® e o Haemophilus ID Quad plate® (Remel). A triplaca e uma placa dividida em 
tres setores, contendo agar-sangue de cavalo, agar com fator V e agar contendo agar ALA. Apos semeadura e incubapao de 
um dia para o outro, procede-se a leitura da placa com o exame do setor de agar-sangue a procura de hemolise, o setor 
contendo o fator V a procura de crescimento e o setor de ALA a procura de crescimento com fluorescencia vermelho-tijolo 
sob ilumina 9 ao com lampada de Wood. A tetraplaca e dividida em quatro setores contendo meio de Mueller-Hinton 
suplementado com fatores com sangue de cavalo, meio enriquecido com fator X, meio enriquecido com fator V e meio 
contendo ambos os fatores X e V, respectivamente. E possivel obter uma identificapao do microrganismo com base na 
hemolise e no padrao de crescimento nos quadrantes restantes. 

Sorotipagem de Haemophilus influenzae. A tecnica mais facil para a sorotipagem de isolados e a aglutinapao em lamina. 
Prepara-se uma suspensao densa dos microrganismos em solupao salina, e coloca-se uma linica gota da suspensao em cada um 
de uma serie de circulos em uma lamina de vidro, que correspondem ao numero de soro a serem testados, alem de um controle 
com solu 9 ao salina. Sao adicionados antissoros tipo-especificos a cada um dos circulos do teste, e a lamina e agitada com 
movimento de rotapao. A aglutinapao rapida (i. e., em menos de 1 minuto) dos microrganismos por um antissoro especifico e a 
ausencia de aglutina 9 ao no controle de solupao salina identificam o isolado como sorotipo especifico. Dispoe-se no comercio 
de antissoros polivalentes e tipo-especificos para todos os seis sorotipos de H. influenzae. A sorotipagem de isolados clinicos 
por aglutina 9 ao em lamina deve ser cuidadosamente realizada com reagentes confiaveis, de qualidade controlada com 
microrganismos de sorotipo conhecido. 

Tabela 9.2 Caracteristicas fenotipicas para a identificapao das especies de Haemophilus isoladas de seres humanos. 
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a As reapoes de biotipagem sao identicas aquelas de H. influenzae biogrupo aegyptius, porem as cepas do biogrupo aegyptius sao xilose- 
negativas. 

b As cepas do biotipo V sao identicas a Aggregatibacter segnis. 

+ = positivo; - = negativo; + f= fracamente positivo; V = variavel; Dl = dados indisponiveis; HEM = hemolise em agar-sangue de cavalo; 
ALA = teste de acido aminolevulinico-porfirina; IND = indol; URE = urease; ODC = ornitina descarboxilase; ONPG = o-nitrofenil-p>-D- 
galactopiranosidio; GLI = glicose; SAC = sacarose; LAC = lactose; FRU = frutose; RIB = ribose; XIL = xilose; MAN = manose. 


Um teste de confirmapao em cultura, COA (do ingles, certificate of analysis) (Phadebact® Haemophilus Test, Bactus AB) 
e empregado para a identificapao e a sorotipagem simultaneas de H. influenzae tipo b a partir de cultura primaria. Esse kit 
contem um frasco de celulas estafdococicas sensibilizadas com antissoro tipo b (reagente de prova) e um segundo frasco de 
estafdococos sensibilizados com antissoros contra os tipos a, c, d, e e f (reagente de controle). As colonias provenientes dos 
meios de crescimento sao misturadas com cada um dos dois reagentes em uma lamina de papelao. Apos realizar a mistura, a 
lamina e agitada com movimento rotatorio durante 30 a 60 segundos. A ocorrencia de aglutinagao visivel da mistura com o 
reagente de prova tipo b, mas nao com o reagente de controle, identifica o isolado como H. influenzae tipo b. Uma reapao 
positiva no reagente de controle indica que o microrganismo pertence aos tipos capsulares a, c, d, e ou f. 

Biotipagem de Haemophilus influenzae e Haemophilus parainfluenzae. Em seu estudo taxonomico do genero, Kilian 
introduziu testes bioquimicos para identificar e caracterizar os hemofilos. 701 Os biotipos sao detenuinados com tres testes: 
produpao de indol, urease e ornitina descarboxilase. As cepas de H. influenzae podem ser divididas em sete biotipos, que sao 
independentes do sorotipo (i. e., tipo b, nao tipo b ou nao tipavel). Foram tambem descritos sete biotipos de II. parainfluenzae 
utilizando esses metodos. As reapoes de biotipagem para especies de Haemophilus estao incluidas na Tabela 9.2. 

A biotipagem de especies de Haemophilus demonstrou que os biotipos especificos estao associados a diferentes infecpoes, 
fontes, propriedades antigenicas e padroes de resistencia a agentes antimicrobianos. As cepas de H. influenzae do biotipo 1 sao 
isoladas principalmente de amostras de LCR, sangue e secrepoes das vias respiratorias de lactentes com menos de 1 ano de 
idade. 91 J,%2 Foram isolados II influenzae dos biotipos II e III a partir de culturas de material de conjuntiva e amostras de 
escarro de crianpas de 1 a 5 anos de idade de adultos com mais de 20 anos. Os biotipos II e III tambem estao associados a 
infecpoes oculares. 22 II influenzae do biotipo IV consiste em patogenos emergentes encontrados em infecpoes obstetricas, 
ginecologicas, perinatais e neonatais. A genoespecie criptica associada a infecpoes maternas/neonatais apresenta reapoes de 



biotipagem que sao identicas aquelas de H. influenzae do biotipo IV, ressaltando as limitagoes dos metodos fenotipicos para a 
tipagem de cepas. A genoespecie criptica so pode ser diferenciada das cepas de biodpo IV por abordagens geneticas 
moleculares, que sao facilmente disponiveis em laboratories de microbiologia clinica. 

Metodos bioquimicos e kits para a identificagao de Haemophilus. Podem-se udlizar tambem testes de fermentagao de 
carboidratos para a identificagao de especies de Haemophilus. Esses metodos evitam os problemas tecnicos associados aos 
testes para determinagao da necessidade de fatores. Pode-se utilizar a produgao de acido a partir de varios carboidratos (i. e., 
sacarose, frutose, ribose, xilose e manose) para diferenciar II. influenzae de H. parainfluenzae. E tambem necessaria uma 
bateria limitada de testes para a diferenciagao e a identificagao de especies antes classificadas como Haemophilus, 
Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Aggregatibacter segnis. A fermentagao da lactose oil 
a hidrolise de o-nitrofenil-P-D-galactopiranosidio (ONPG) sao liteis para a identificagao de A. aphrophilus', outras especies de 
Haemophilus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sao negativos para a fermentagao da lactose e a reagao do ONPG. A. 
segnis produz uma acidificagao fraca ou tardia da sacarose e frutose e e negativo em todas as reagoes de biotipagem. A 
utilizagao de carboidratos e determinada em agar semissolido de cistina-tripiticase digerido, densamente semeado, contendo 
1% de carboidratos esterilizados por filtragao. A produgao de acido torna-se aparente em 4 a 18 horas. Para uma biotipagem 
rapida de isolados individuals, podem-se utilizar discos impregnados de reagentes para urease e ornitina descarboxilase e o 
teste de mancha de indol. 

Os sistemas de identificagao em kits, que utilizam testes convencionais modificados e substratos enzimaticos 
cromogenicos, tambem podem ser empregados para a identificagao e a biotipagem simultanea de especies de Haemophilus. O 
painel Rap If) 1 NH (Remel Laboratories), o painel de identificagao de Haemophilus-Neisseria (HNID®) (Siemens-MicroScan, 
West Sacramento, CA), a tira API® NH (bioMerieux, La Balme-les-Grottes, Franga) e o cartao Vitek 8 2 Neisseria- 
Haemophilus identificam esses microrganismos dentro de 2 a 4 horas apos a semeadura (ver Prancha 9.2 A e C). 641,916 

Haemophilus ducreyi | Diagnostico laboratorial do cancroide 

Coleta de amostras e exame direto. Podem-se utilizar swabs de algodao, raiom, Dacron ou alginato de calcio para a coleta 
de amostras de lilceras cancroides. As amostras devem ser coletadas da base e bordas solapadas da ulcera. Para os buboes, 
uma agulha e seringa podem ser utilizadas para a aspiragao do pus do bubao atraves do tecido intacto normal. Caso o bubao 
tenha supurado atraves da pele, pode-se utilizar um swab para a coleta da amostra. Entretanto, o microrganismo 
frequentemente nao pode ser isolado do pus dos buboes. Os meios de transporte nao foram avaliados para o isolamento de H. 
ducreyi , de modo que os meios de crescimento devem ser semeados diretamente. Se for utilizado um meio de transporte, deve- 
se empregar o meio de transporte Amies ou Amies com carvao, e a amostra deve ser entregue ao laboratorio dentro de 4 horas 
apos a coleta da amostra. Os esfregagos de exsudato supurativo de lesoes genitais do cancroide corados pelo metodo de Gram 
habitualmente nao contribuem para a identificagao, em virtude de sua baixa sensibilidade (5 a 63%) e especificidade (51a 
99%). Quando examinado em esfregagos diretos, II. ducreyi aparece como cocobacilos gram-negativos de coloragao palida, 
frequentemente dispostos em grupos (“cardumes”) ou em cadeias paralelas levemente curvas (em “ferrovia”) (Figura 9.2). 
Pode-se observar a presenga de microrganismos dentro e fora dos leucocitos polimorfonucleares (PMN). Como as lesoes 
genitais e os linfonodos supurativos ou abscessos podem tornar-se superinfectados por outras bacterias, deve-se tentar realizar 
uma cultura. Com frequencia, o diagnostico de cancroide e estabelecido em bases clinicas e epidemiologicas; todavia, e 
preciso incluir a sifilis, a infecgao genital por herpes-virus simples e o linfogranuloma venereo no diagnostico diferencial. 

Cultura. Pode ser dificil isolar II. ducreyi em cultura, e foram avaliados diversos meios para essa fmalidade. Para o maximo 
de rendimento, deve-se semear mais de um tipo de meio de cultura. A base de agar GC suplementada com 2% de hemoglobina 
bovina, 5% de soro fetal de bezerro e 1% de IsoVitalex e agar Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue de cavalo 
chocolatizado mais 1% de enriquecimento IsoVitalex tem usados para a cultura de H. ducreyi. Em algumas formulagoes de 
meios, o carvao ativado (0,2%) em lugar de soro fetal de bezerro tem sido empregado como aditivo para absorver materiais 
toxicos da amostra e do agar. Pode-se acrescentar vancomicina (em uma concentragao final de 3 p I /in t) para inibir a 
contaminagao por bacterias gram-positivas. Os meios de agar-chocolate comerciais geralmente irao sustentar o crescimento de 
H. ducreyi', podem-se colocar discos de vancomicina em varios quadrantes de uma placa de agar-chocolate para ajudar a 
detectar os microrganismos em culturas mistas. A maioria das cepas de H. ducreyi apresenta concentragoes inibitorias 
minimas (CIM) para vancomicina de 32 a 128 pg/'m I; entretanto, algumas cepas exibem uma CIM baixa, de apenas 4 pg/rnf 
Por conseguinte, pode ser vantajoso semear os meios com e sem vancomicina e coletar diversas amostras apropriadas. Os 
meios sao incubados de 33° a 35°C em 5 a 7% de C0 2 ou em jama com vela com alto teor de umidade; o crescimento pode ser 
efetivamente inibido em temperatures de incubagao acima de 35°C. Pode-se obter um crescimento mais satisfatorio com o uso 
de um ambiente microaerofilo, em que as culturas sao colocadas em uma jarra GasPak com dois envelopes geradores de 
dioxido de carbono/gas hidrogenio, sem catalisador. As culturas sao examinadas diariamente durante 10 dias. Os isolados de 
amostras clinicas produzem, em sua maioria, um crescimento visivel em 2 a 4 dias. 


■ FIGURA 9.2 Morfologia de Haemophilus ducreyi na coloragao pelo metodo de Gram. Em esfregagos corados pelo metodo 
de Gram, preparados a partir de amostras de lesoes de cancroide ou de colonias, os microrganismos podem aparecer em 
grupos frouxos (/. e., em “cardumes”, a esquerda) ou em grupos levemente curvos de bacilos gram-negativos alinhados em 
paralelo (/. e., em “ferrovia”, a direita). 

As colonias de H. ducreyi sao pequenas, nao mucoides e de cor cinza, amarela ou castanho. As colonias podem ser 
caracteristicamente “empurradas” ao longo da superficie do agar com uma alga baceriologica, sao dificeis de coletar e 
produzem uma suspensao heterogenea “grumosa” em solugao salina. Os microrganismos aparecem como cocobacilos gram- 
negativos, habitualmente em estreita associagao uns com os outros. H. ducreyi e catalase-negativa e oxidase-positiva; a reagao 
da oxidase e habitualmente tardia e so se desenvolve depois de 15 a 20 segundos com o reagente cloridrato de tetrametil-p- 
fenilenodiamina. Em virtude da natureza fastidiosa de H. ducreyi , nao e possivel demonstrar as necessidades de fatores de 
crescimento com as tecnicas de discos ou tiras impregnados com fatores. O teste ALA-porfirina e negativo, indicando a 
necessidade de hemina exogena para o crescimento desse microrganismo. H. ducreyi e bioquimicamente inerte, exceto pela 
redugao do nitrato e a reagao de fosfatase alcalina positivas. Em uma avaliagao de 25 isolados de H. ducreyi, Shawar et al. 
observaram que todas as cepas produziram reagoes enzimaticas singulares e compativeis no Rap ID 1 ANA (Remel), um 
sistema de identificagao de 4 horas empregados para a identificagao de bacterias anaerobias de importancia clinica. 1 As 
cepas de H. ducreyi tambem sao sensiveis ao polianetol sulfonato de sodio (SPS), conforme determinado por um metodo de 
sensibilidade com discos. As caracteristicas de crescimento, a sensibilidade ao SPS e os perfis de aminopeptidase obtidos com 
o sistema enzimatico RapID 8 ANA podem ser uteis para a identificagao laboratorial de H. ducreyi. Foi tambem descrito um 
metodo rapido de tira imunocromatografico para a identificagao dos microrganismos em cultura. 1009 Esse ensaio utilizou 
anticorpos monoclonais dirigidos contra o receptor de hemoglobina da membrana externa altamente conservado, HgbA, como 
anticorpo de captura. Com o uso desse ensaio, todos os 26 isolados de H. ducreyi testados foram corretamente identificados, 
enquanto todas as outras bacterias testadas foram negativas. Foram tambem desenvolvidos metodos moleculares e tecnicas 
que nao dependem de crescimento, incluindo sondas de acido nucleico direta e amplificadas, para a identificagao ou detecgao 
direta de H. ducreyi. Suntoke et al ., dos N1H (National Institutes of Flealth), desenvolveram um ensaio de reagao da cadeia da 
polimerase (PCR; do ingles, polymerase chain reaction) multiplex em tempo real, sensivel, rapido e reproduzivel para a 
detecgao direta de II. ducreyi, Treponema pallidum e herpes-virus simples tipos 1 e 2 diretamente em ulceras genitais. 11 

Sensibilidade de especies de Haemophilus a agentes antimicrobianos 

Ate cerca de 1973, nao havia necessidade de testes de sensibilidade de H. influenzae a agentes antimicrobianos, visto que os 
isolados de importancia clinica eram sensiveis a ampicilina, o farmaco de escolha para o tratamento da meningite tipo b e da 
bacteriemia. Em 1974, algumas cepas de H. influenzae tornaram-se resistentes a ampicilina, em decorrencia da aquisigao de 
plasmidios carreadores de genes que codificam enzimas betalactamases. Foram encontradas betalactamases mediadas por 
plasmidios em cepas de H. influenzae tipo b, encapsuladas nao tipo b e nao tipaveis e em cepas de II. parainfluenzae. Esses 
microrganismos content um transposon de 3,0 megadaltons, que transporta o gene para uma enzima betalactamase tipo TEM- 
1. Raras cepas de H. influenzae produzem um segundo tipo de betalactamase, denominada ROB-1. 329 Nos ultimos 25 anos, a 
prevalencia de cepas betalactamase-positivas aumentou no mundo inteiro. No projeto de vigilancia LIBRA de 2002, as cepas 
de H. influenzae betalactamase-positivas foram responsaveis por 32,2% de 2.791 isolados. 658 Nessa mesma epoca, mais de 
99% das cepas mostraram-se sensiveis a amoxicilina-clavulanato, independentemente da produgao de betalactamase. O 
clavulanato inativa a betalactamase, tornando os microrganismos sensiveis a amoxicilina incluida nessa combinagao 
antibiotica. Foram isoladas cepas de II. influenzae que sao resistentes a ampicilina, mas que nao produzem betalactamases. 
Nessas cepas, a resistencia deve-se a alteragoes nas proteinas de ligagao da penicilina da parede celular ou na permeabilidade 
da membrana celular ao farmaco. Essas cepas tambem exibem uma sensibilidade diminuida as cefalosporinas de terceira 
geragao e a combinagoes de betalactamicos/inibidores da betalactamase. Um estudo de vigilancia de H. influenzae, conduzido 


em 2000 a 2001 nos EUA, detectou apenas 9 (0,6%) cepas betalactamase-negativas e resistentes a ampicilina entre 1.434 
isolados, sugerindo que essas cepas sao relativamente incomuns. 683 Entretanto, em um relato de 2009 no Japao, foi constatado 
que a propor 9 ao de cepas de H. influenzae resistentes a ampicilina e betalactamase-positivas diminuiu de 9,6% em 1999 para 
4,8 em 2003, enquanto houve um aumento na proporgao de cepas resistentes a ampicilina e betalactamase-negativas de 15,4% 
para mais de 30% durante o mesmo periodo de tempo/"' 

Os metodos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de sensibilidade de II. influenzae e II. 
parainfluenzae a agentes antimicrobianos recomendam o uso do meio de teste Haemophilus ou caldo de meio de teste 
Haemophilus para a difusao em disco e diluipao de caldo, respectivamente. 285 O meio de teste de Haemophilus contem 
hematina, extrato de levedura e NAD; o agar Mueller-Hinton e incluido para o metodo de difusao em disco. 660,661 Dispoe-se de 
pontos de corte para as categorias sensivel, intermediaria e resistentes para a ampicilina, combina 9 oes de 
betalactamicos/inibidores da betalactamase, cefalosporinas de terceira e quarta gera 9 oes (incluindo formula 9 oes orais e 
parenterais), macrolidios e sulfametoxazol-trimetoprima (SXT). 285 Dispoe-se apenas de pontos de corte para categoria sensivel 
para o aztreonam, os carbapenemicos e as fluoroquinolonas, visto que a ausencia de cepas resistentes impede a defm^ao das 
categorias intermediaria e resistentes para esses agentes no momento atual. Um teste rapido para detec 9 ao de betalactamase 
proporciona um metodo simples para testar a sensibilidade a ampicilina e amoxicilina. As cepas resistentes a 
ampicilina/amoxicilina e betalactamase-negativas tambem sao consideradas resistentes a combina 9 oes de 
betalactamicos/inibidores da betalactamase (i. e., amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam, piperacilina tazobactam) e as 
cefalosporinas orais (i. e., cefaclor, cefetamete, cefonicida, cefprozila, cefuroxima, loracarbefe), embora os isolados possam 
ser sensiveis a esses farmacos in vitro. Como as recomenda 9 oes padrao para a terapia antimicrobiana das infec 9 oes causadas 
pox Haemophilus estao bem defmidas, muitos laboratories nao realizam testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos para 
especies de Haemophilus. Alem disso, algumas cepas de II. influenzae e de H. parainfluenzae nao crescem adequadamente em 
meio de teste de Haemophilus. 

No momento atual, as cefalosporinas de terceira gera 9 ao (i. e., cefotaxima, ceftriaxona) constituem os farmacos 
recomendados para o tratamento das infec 9 oes sistemicas causadas por H. influenzae tipo b, em virtude da excelente atividade 
desses agentes tanto in vitro quanto in vivo. 919 O tratamento para as infec 9 oes sistemicas e habitualmente continuado por 7 a 
10 dias; os pacientes com infec 9 oes complicadas (p. ex., endocardite, osteomielite) podem necessitar de 3 a 6 semanas de 
terapia parenteral. As infec 9 oes associadas a H. influenzae nao tipavel (p. ex., bronquite cronica, DPOC, otite media) sao 
frequentemente tratadas com ampicilina ou amoxicilina quando se documenta uma sensibilidade a esses farmacos. Os 
macrolidios orais (i. e., azitromicina, claritromicina) ou as fluoroquinolonas tambem sao prescritos para essas infec 9 oes. As 
fluoroquinolonas possuem excelente atividade contra H. influenzae', em um estudo recente de sensibilidade de 25 anos 
conduzido no Japao, mais de 95% dos isolados de H. influenzae apresentaram CIM de < 0,06 pg/m ( para as 
fluoroquinolonas.' 11 ' As cepas de H. influenzae nao tipaveis, que sao betalactamase-negativas, tambem sao sensiveis as 
fluoroquinolonas, aos macrolidios e as cefalosporinas de espectro estendido orais e parenterais. II. parainfluenzae e outras 
especies de Haemophilus do trato respiratorio mostram-se sensiveis as cefalosporinas de terceira gera 9 ao, quinolonas, 
tetraciclinas e aminoglicosidios. Embora a maioria das cepas seja sensivel a penicilina e ampicilina, foram relatadas cepas 
resistentes, incluindo cepas produtoras de betalactamase. 

Em partes do mundo onde o cancroide e endemico, nao se dispoe de metodos rapidos e acurados para diagnostics 
especificos; por conseguinte, utiliza-se uma abordagem sindromica, de acordo com a recomenda 9 ao da Organiza 9 ao Mundial 
da Saude (OMS), para o manejo das infec 9 oes sexualmente transmitidas. O cancroide pode ser tratado com uma variedade de 
farmacos, incluindo fluoroquinolonas, macrolidios (p. ex., eritromicina, azitromicina) e cefalosporinas (p. ex., ceftriaxona). 919 
Esses agentes demonstram uma excelente atividade contra H. ducreyi in vitro, enquanto muitas cepas sao resistentes as 
tetraciclinas e ao SXT. Os esquemas de tratamento recomendados para o cancroide pela OMS, pelos Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC) e pelo United Kingdom Clinical Effectiveness Group (CEG) incluem eritromicina (500 mg 
VO, durante 7 dias, 3 ou 4 vezes/dia), azitromicina (1 g VO, em dose unica), ceftriaxona (250 mg, IM, em dose linica) e 
ciprofloxacino (500 mg VO, 2 vezes/dia, durante 3 dias). 900 Devido a falhas do tratamento em pacientes infectados pelo HIV, 
ha alguma preocupa 9 ao quanto a eficacia clinica de tratamentos em dose unica ou em ciclos de curta dura 9 ao (p. ex., com 
ceftriaxona IM ou azitromicina VO) em individuos com cancroide que tambem apresentam imunodeficiencia. 1274 Os contatos 
sexuais sintomaticos ou assintomaticos de individuos com diagnostic de cancroide devem ser tratados caso tenha ocorrido 
um contato sexual 10 dias ou menos apos a detec 9 ao clinica do caso primario. 

Genero Aggregatibacter 

Taxonomia 

Em 2006, H. aphrophilus, H. paraphrophilus e H. segnis foram reclassificados, juntamente com Actinobacillus 
actinomycetemcomitans, no genero Aggregatibacter , 956 Atualmente, H. aphrophilus e H. paraphrophilus sao reconhecidos 
como sendo a mesma especie, A. aphrophilus', a dependencia de fator V do H. paraphrophilus e considerado uma variavel 


caracteristica da especie isolada (Prancha 9.2 F). As especies do genero Aggregatibacter sao classificadas na familia 
Pasteurellaceae. 

Importancia clinica 

Aggregatibacter aphrophilus. A. aphrophilus e residente da cavidade oral, onde constitui um componente de menor 
importancia da microbiota periodontal. A. aphrophilus , juntamente com H. parainfluenzae, e a especie desse grupo que esta 
mais comumente associada a endocardite. 10,327,613,666,1018 Os individuos que desenvolvem endocardite de valva nativa causada 
por esses microrganismos apresentam, em sua maioria, alguma anormalidade preexistente das valvas cardiacas, como estenose 
da valva da aorta; entretanto, foram descritos dados de endocardite em pacientes sem anonnalidades cardiacas 
preexistentes. 10,613,1018 A. aphrophilus tambem pode estar associada a endocardite de proteses valvares. 1329 A. aphrophilus foi 
isolado de varias infectjoes da cabe9a e pescopo (p. ex., sinusite, otite media, epiglotite, ventriculite, abscessos epidurais e 
cerebrais e meningite) e de infec9oes pleuropulmonares (p. ex., pneumonia, empiema e abscesso 
pulmonar). 6,60,253,592,666,680,96 - 1 - ,4 dissemina9ao hematogenica de A. aphrophilus tambem pode resultar em artrite septica, 
osteomielite vertebral, espondilodiscite, celulite, endoftalmite e infec9oes intra-abdominais. 296,1613,700,1005,13 a neutropenia, a 
neoplasia maligna e a quimioterapia do cancer constituem fatores predisponentes para infecpoes por esses microrganismos. 
Em cultura, A. aphrophilus assemelha-se a outras bacterias gram-negativas fastidiosas e constitui parte do grupo “HACEK”, 
que inclui especies de Haemophilus (El), Aggregatibacter (A), Cardiobacterium (C), Eikenella (E) e Kingella (K) (Prancha 9.2 
D). 

Aggregatibacter segnis. A. segnis e encontrado ocasionalmente em placas dentarias e nas vias respiratorias superiores. As 
infec9oes causadas por A. segnis sao raras e incluem infec9oes periodontais, bacteriemia, endocardite, colecistite, apendicite 
aguda e abscesso pancreatico. 89,192,203,762,934,1210 Sao necessarias investiga9oes adicionais desses microrganismos fastidiosos 
para uma compreensao mais completa de seu potencial patogenico. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. A. actinomycetemcomitans faz parte da microbiota da cavidade oral, 
particularmente nas fissuras gengivais e supragengivais. Com base nas rea9oes de anticorpos monoclonais especificos com 
componentes de superficie celular de carboidratos expostos do lipopolissacaridio (LPS) da parede celular, essa especie pode 
ser dividida em sete sorotipos, designados de a ate g . 1236 Os sorotipos a, b e c sao os mais prevalentes, constituindo mais de 
80% das cepas orais. Um estudo recente de A. actinomycetemcomitans isolado de amostras de placas subgengivais de 161 
pacientes com e sem doenpa periodontal em Los Angeles verificou que o sorotipo c era o sorotipo dominante, compreendendo 
50% de todas as cepas, seguido dos sorotipos a e b. 240 Os sorotipos d, e e f foram encontrados com menos frequencia ou nao 
foram detectados. Um estudo recente de pacientes brasileiros tambem relatou que os sorotipos c e a eram os sorotipos 
predominantes. 1105 Alguns pacientes podem ser colonizados com multiplos sorotipos. Embora se tenha sugerido que 
determinados sorotipos (p. ex., sorotipo b) possam estar associados a formas especificas de doen9a periodontal, a biotipagem e 
os estudos com sondas geneticas de rRNA demonstraram a existencia de uma heterogeneidade genotipica e genomica entre 
cepas pertencentes ao mesmo sorotipo. 73 Em um estudo de 311 cepas de 189 pacientes periodontologicos, 216 cepas foram 
sorologicamente tipaveis, enquanto 95% foram nao tipaveis. A amplifica9ao dos genes especificos de antigeno dos sorotipos 
indicou que as cepas nao tipaveis apresentavam sequencias genicas especificas do sorotipo, porem os genes nao eram 
expressos entre as cepas nao sorotipaveis. 677 Todos esses sorotipos e linhagens foram isolados de pacientes com doen9a 
periodontal, indicando que todos possuem potencial patogenico. 

A. actinomycetemcomitans e um patogeno bem reconhecido como importante causa de doen9a periodontal agressiva. 422,578 
Esse microrganismo e o agente causal de uma periodontite de inicio precoce e doen9a periodontal agressiva observada em 
crian9as maiores e adultos jovens, geralmente na faixa etaria de 12 a 26 anos. Essa doen9a caracteriza-se pela rapida 
degenerapao e destruipao do osso alveolar que sustenta os primeiros molares e incisivos permanentes. A perda do osso 
subgengival nessas areas leva ao desenvolvimento de bolsas gengivais profundas, que sangram facilmente com o uso de 
estilete. A progressao da doenpa pode resultar em destrui9ao ossea ao longo das superficies das raizes afetadas, com 
comprometimento dos dentes adjacentes. Essa periodontite grave pode levar a abscessos periodontais agudos e perda 
subsequente de dentes. A doen9a periodontal associada a A. actinomycetemcomitans desencadeia uma resposta imune tanto 
sistemica quanto localizada, e sao produzidos altos titulos de IgG serica contra antigenos de sorotipos de A. 
actinomycetemcomitans, que consistem em oligossacaridios de cadeia lateral O no LPS da parede celular. O LPS do 
microrganismo tambem induz inflamapao gengival localizada e permite que o microrganismo se estabele9a na placa 
subgengival. Alem do LPS, A. actinomycetemcomitans produz uma potente leucotoxina e varios outros fatores de virulencia 
que contribuem para o seu papel como patogeno periodontal. Algumas cepas de A. actinomycetemcomitans sao mais 
patogenicas, em virtude da produpao de mais fatores de virulencia. Por exemplo, o clone JP2 de A. actinomycetemcomitans 
apresenta uma dele9ao de 530 pares de bases na regiao promotora do operon da leucotoxina, que resulta em aumento da 
prodiujao dessa toxina e maior virulencia. 182,280,564,669 Esses fatores atuam em conjunto para causar inflama9ao, 
imunossupressao localizada, inibipao da atividade fagocitica e reabsorpao ossea. Alguns desses fatores estimulam a produpao 


de anticorpos no soro e no liquido gengival, os quais podem ajudar a limitar o processo periodontal. Alem dos fatores de 
virulencia descritos, a incapacidade de estimular respostas humorais ou mediadas por celulas contra o microrganismo e/ou 
seus produtos pode ser responsavel, em parte, pela progressao para uma doen9a periodontal generalizada grave. A. 
actinomycetemcomitans e tambem implicado na patogenia da sindrome de Papillon-Lefevre, uma doenga hereditaria 
caracterizada por hiperqueratose das palmas das maos e plantas dos pes e por extensa destmigao periodontal, resultando em 
perda dos dentes tanto deciduos quanto permanentes. 

Estudos epidemiologicos indicam que a doen^a periodontal associada ao A. actinomycetemcomitans possui componentes 
raciais e geneticos, que predispoem os individuos a essas infec9oes orais graves causadas por microrganismos endogenos. Por 
exemplo, estudos sobre a ocorrencia geografica do clone JP 2 altamente leucotoxico demonstraram que a coloniza9ao por esse 
patogeno esta, em grande parte, restrita a ascendentes afro-americanos e esta ausente, em sua maior parte, em popula9oes nao 
africanas da Europa setentrional. 564,565 lnvestiga9oes epidemiologicas distinguiram dois padroes de doen9a periodontal 
associada a A. actinomycetemcomitans. A periodontite agressiva localizada em popula9oes brancas da Europa setentrional esta 
associada a popula9oes clonais nao JP 2 de A. actinomycetemcomitans que circulam como patogenos oportunistas, enquanto o 
clone JP 2 constitui a principal causa de doen9a periodontal agressiva de inicio juvenil em adultos jovens de ascendencia da 
Africa do Norte ou Africa Ocidental. 566 Alem disso, os individuos infectados pelo JP 2 podem apresentar uma resposta 
diminuida as interven9oes terapeuticas, que podem incluir raspagem profunda e alisamento radicular, terapia antimicrobiana e 
cirurgia, se necessario. 307 Relatos esporadicos documentaram a coloniza9ao de individuos brancos pelo JP 2. 280 

A resposta imune a infec9ao periodontal por A. actinomycetemcomitans tambem pode desempenhar um papel na patogenia 
da doen9a. Os pacientes com periodontite agressiva produzem niveis anormalmente elevados de prostaglandina E 2 e da 
citocina inflamatoria, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) nos liquidos gengivais que circundam os dentes. 537 Esses fatores 
sao produzidos por monocitos e macrofagos locais em resposta a produtos bacterianos. As culturas de monocitos e macrofagos 
de pacientes com periodontite produzem tres a seis vezes mais a quantidade dessas citocinas do que celulas semelhantes de 
pacientes nao infectados em exposi9ao ao LPS de A. actinomycetemcomitans , 1176 Essas citocinas inflamatorias induzem uma 
reabsor9ao ossea pelos osteoclastos, resultando em perda do osso alveolar e infrarregula9ao da quimiotaxia dos neutrofdos. A 
resposta imune a antigenos microbianos pode ajudar a limitar o processo periodontal, e a incapacidade de estimular respostas 
humorais ou mediadas por celulas contra o microrganismo e/ou seus produtos pode ser responsavel, em parte, pela doen9a 
periodontal generalizada mais grave. 1130 

A. actinomycetemcomitans tambem esta associado a infec9oes actinomicoticas, endocardite, bacteriemia, infec9oes de 
feridas e infec9oes dentarias. O nome do microrganismo provem de seu isolamento “concomitante” reconhecido com especies 
de Actinomyces de abscessos e outras infec9oes. A. actinomycetemcomitans constitui uma causa de endocardite bacteriana 
subaguda. 1010,1043,13:1,1342 Em geral, ocorre endocardite de valvas nativas em individuos com lesao valvar previa em decorrencia 
de cardiopatia congenita (p. ex., estenose aortica congenita, doen9a da valva aortica bicuspide, comunica9ao atrioventricular e 
insuficiencia da valva mitral, devido a cardiopatia reumatica). Foi tambem relatada a ocorrencia de endocardite de proteses de 
valva mitral e valva da aorta com valvas porcinas e mecanicas e marca-passos. As complica9oes localizadas nesses pacientes 
incluiram pericardite e abscessos paravalvares. 1353 Os fatores predisponentes no desenvolvimento da endocardite causada por 
A. actinomycetemcomitans incluem denti9ao precaria ou manipula9oes dentarias recentes. A endocardite por A. 
actinomycetemcomitans segue habitualmente uma evolu9ao indolente. E comum a ocorrencia de febre, perda de peso, 
calafrios, tosse e sudorese noturna, juntamente com sopro cardiaco. Verifica-se a presen9a variavel de hepatoesplenomegalia e 
hemorragias conjuntivais ou subungueais. As complica9oes consistem em embolia septica, hemorragia cerebral, arterite 
coronariana, vasculite, insuficiencia cardiaca congestiva, lesao valvar exigindo coloca9ao ou substitu^ao de proteses valvares, 
ventriculite piogenica e morte. 666,789,1010,1182,1353 Outras infec9oes causadas por A. actinomycetemcomitans resultam da 
dissemina9ao contigua do microrganismo a partir de seu habitat na cavidade oral ou por meio de dissemina9ao hematogenica 
durante a bacteriemia e a endocardite. As infec9oes de cabe9a, pesco90 e pleuropulmonares tem consistido em abscessos 
epidurais e cerebrais, osteomielite, linfadenite cervical, celulite, pneumonia, abscesso da parede toracica/subfrenico e abscesso 
pulmonar. 102,238,545,549,1006,1223,1321 A dissemina9ao hematogenica de A. actinomycetemcomitans tem resultado em osteomielite, 
abscesso espinal, discite vertebral, endoftalmite, artrite septica e abscessos hepaticos e intra-abdominais. 125,936,1182,1184,1228 As 
portas de entrada de varios tipos de infec9oes incluem lesoes orais, infec9oes pulmonares previas, abrasoes da pele, locais de 
toracotomia e instrumenta9ao do trato urinario. 

Caracteristicas das culturas e identificagao de especies de Aggregatibacter 

As colonias de A. aphrophilus sao pequenas depois de uma incuba9ao de 24 horas; com frequencia, e necessario um periodo 
de incuba9ao de 48 a 72 horas para que a morfologia das colonias possa ser definida e haja crescimento suficiente para a 
realiza9ao de testes de identifica9ao preliminares. Em agar-chocolate, as colonias medem 0,5 a 1 mm de diametro, sao 
convexas, granulares e exibem um pigmento amarelado palido. Pode-se detectar um odor distinto de “cola branca escolar”. 
Algumas cepas de A. aphrophilus necessitam de fator V; as cepas que exigem este fator irao crescer em agar-chocolate, mas 
nao em agar-sangue de cameiro. A. aphrophilus e catalase e oxidase-negativa, embora se possa observar uma rea9ao de 


oxidase positiva fraca ou tardia com alguns isolados. A reapao da catalase negativa e util para diferenciar A. aphrophilus de A. 
actinomycetemcomitans, que e catalase-positiva. Observa-se a produpao de acido a partir da glicose, maltose, sacarose, lactose 
e trealose. O microrganismo hidrolisa ONPG e nao produz arginina di-hidrolase, lisina ou ornitina descarboxilase, indol ou 
urease. Os testes fenotipicos para a identificapao de especies de Aggregatibacter estao listados na Tabela 9.3 (Prancha 9.2 H e 
9.3 C). 

A. actinomycetemcomitans cresce lentamente em agar-chocolate e agar-sangue, e aparecem colonias visiveis depois de 48 
a 72 horas (Prancha 9.3 B). As colonias sao pequenas, lisas, translucidas e nao hemoliticas, com bordas ligeiramente 
irregulares. Os isolados clinicos recentes aderem ao agar, e a sua emulsificapao e dificil. Com incubapao prolongada (i. e., 5 a 
7 dias), as colonias podem desenvolver uma densidade central, que tem a aparencia de uma estrela de quatro ou de seis pontas. 
Essa caracteristica e perdida com repiques repetidos, e as colonias tornam-se menos aderentes. A semelhanpa de A. 
aphrophilus, o crescimento em caldo e escasso, e as colonias aderem as paredes do tubo. Na Colorado pelo metodo de Gram, 
os microrganismos aparecem como cocobacilos gram-negativos de colorapao palida (Prancha 9.3 A). Podem-se observar 
celulas mais longas com repiques repetidos. As caracteristicas usadas para a identificapao de A. actinomycetemcomitans 
incluem ausencia de crescimento em agar MacConkey e em outros agares entericos e reapoes positivas para a produpao de 
catalase e a redupao do nitrato. O microrganismo e habitualmente oxidase-negativo, embora algumas cepas possam ser 
fracamente positivas; e urease-negativo, nao produz indol e nao necessita dos fatores X ou V. As reapoes para lisina e ornitina 
descarboxilase e arginina di-hidrolase sao negativas (Prancha 9.2 G). A maioria das cepas fermenta intensamente a glicose, a 
frutose e a manose; a produpao de acido a partir da maltose, do manitol e da xilose varia. A. actinomycetemcomitans pode ser 
diferenciado de A. aphrophilus, visto que o primeiro e catalase-positivo, ONPG-negativo e nao ha produpao de acido a partir 
da lactose, sacarose ou trealose. 

Tabela 9.3 Caracteristicas fenotipicas para a identificapao de Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans e Aggregatibacter segnis. 


Caracteristica 
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a Apenas diferengas quantitativas na quantidade de acido produzido a partir de carboidratos pode distinguir A. segnis fenotipicamente de 
cepas de H. parainfluenzae biotipo V (negativas para indol, urease e ODC). 

6 Algumas cepas podem produzir reagoes fracas ou tardias. 
c Raras cepas podem ser maltose-negativas. 
d A maioria das cepas e manitol-positiva. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; + f = positiva fraca; HEM em SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; 
OX = oxidase; CAT = catalase; N0 3 RED = redugao do nitrato a nitrito; IND = indol; URE = urease; ODC = ornitina descarboxilase; 
ONPG = o-nitrofenil-|3-D-galactopiranosidio; GLI = glicose; MAL = maltose; FRU = frutose; SAC = sacarose; LAC = lactose; XIL = xilose; 
MNTL = manitol; MAN = manose; GAL = galactose; TRE = trealose; RAF = rafinose. 

A. segnis cresce em agar-chocolate, mas nao em agar-sangue de carneiro, devido a necessidade de fator V. Esse 
microrganismo e positivo para o teste de ALA-porfirina e negativo para a produgao de indol, urease e ornitina descarboxilase. 
No teste de carboidratos, a produgao de acido a partir de glicose, sacarose e frutose e fraca ou tardia, e nao ha produgao de 
acido a partir de lactose, ribose, xilose ou manose. 

Sensibilidade das especies de Aggregatibacter a agentes antimicrobianos 

Em 2010, o CLS1 publicou diretrizes aprovadas para teste de sensibilidade dos membros fastidiosos do grupo HACEK a 
agentes antimicrobianos. 285 Esse metodo utiliza caldo Mueller-Hinton ajustado para cations, suplementado com 2,5 a 5% de 
sangue de cavalo lisado. O inoculo e uma diluigao de uma suspensao direta das colonias do microrganismo, equivalente a um 
padrao de turvagao de McFarland de 0,5. Procede-se a leitura dos pontos de avaliagao depois de 24 a 48 horas de incubagao a 
35°C, em uma atmosfera com 5% de C0 2 . Os farmacos sugeridos pelo CLS1 para o teste primario desses microrganismos 
incluem ampicilina, amoxicilina-clavulanato, ceftriaxona ou cefotaxima, imipenem, ciprofloxacino ou levofloxacino e SXT. 
Dispoe-se de pontos de parada para esses agentes e varios outros farmacos (p. ex., meropenem, azitromicina, claritromicina, 
tetraciclina e rifampicina). Nao foram defmidas categorias intermediaria ou resistente para a ceftriaxona e a cefotaxima, 
devido a ausencia ou ocorrencia rara de cepas que pertengam a essas categorias “nao sensiveis”. 

As cepas de A. aphrophilus e A. actinomycetemcomitans mostram-se sensiveis a cefalosporinas de terceira geragao, 
fluoroquinolonas, tetraciclinas e aminoglicosidios. 738 Farmacos como ceftriaxona, cefotaxima e ciprofloxacino tem sido 
efetivos em pacientes com infecgoes graves do sistema nervoso central (SNC), abscessos cerebrais e endocardite. Embora a 
maioria das cepas seja sensivel a penicilina e ampicilina, foram relatadas cepas resistentes, incluindo cepas raras produtoras de 
betalactamase.' 1 As cefalosporinas de terceira e quarta geragoes sao consideradas os farmacos de escolha para a terapia 
empirica de infecgoes graves, como a endocardite. Estudos in vitro indicam que as combinagoes de agentes antimicrobianos 
para o tratamento da endocardite causada por A. actinomycetemcomitans podem ser sinergicas, aditivas ou antagonistas; por 
conseguinte, nao e possfvel prever a eficacia da terapia de combinagao, que precisa ser determinada para cada cepa individual 
por meio de tecnica de diluigao em agar ou Etest. 

O tratamento da doenga periodontal associada a A. actinomycetemcomitans envolve desbridamento subgengival, 
raspagem, desbastamento de raizes e terapia antimicrobiana dirigida contra as bacterias associadas a periodontite. O 
tratamento bem-sucedido depende, em parte, da erradicagao e supressao de A. actinomycetemcomitans de outras bacterias 
presentes em bolsas periodontais profundas. Para a doenga periodontal avangada, o esquema habitualmente prescrito consiste 
em metronidazol ou doxiciclina sistemicos, juntamente com desbridamento mecanico. 798 Naturalmente, a administragao de 
tetraciclinas sistemicas esta contraindicada para criangas, de modo que sao utilizados esquemas sem tetraciclinas nesses casos. 
Dispoe-se tambem de uma formulagao de doxiciclina de liberagao prolongada para uso como agente topico, e um po composto 
de microesferas contendo minociclina tambem foi aprovado pela FDA para o tratamento da periodontite estabelecida. 958,1080 
Esse composto libera quantidades controladas de antibiotico abaixo das gengivas e e utilizado juntamente com desbastamento 
de raizes e raspagem para o tratamento da doenga periodontal refrataria. Embora a maioria das cepas de A. 
actinomycetemcomitans tenha permanecido sensivel as tetraciclinas, foi relatado o desenvolvimento de resistencia as 
tetraciclinas mediada por tetB e associada a plasmidio em A. actinomycetemcomitans. Como a maioria das cepas de A. 
actinomycetemcomitans mostra-se resistente ao metronidazol in vitro, o sucesso desse farmaco pode ser devido, em parte, a 
sua ampla atividade contra a coinfecgao por patogenos periodontais anaerobios (p. ex., especies de Prevotella, 
Porphyromonas, Tannerella forsythensis). 

Especies de Cardiobacterium 
Taxonomia 

Cardiobacterium hominis (anteriormente do grupo 1ID dos CDC), o primeiro membro do genero Cardiobacterium, foi 
descrito pela primeira vez em 1964. Esse microrganismo esta classificado na familia Cardiobacteriaceae, que tambem inclui os 



generos Suttonella e Dichelobacter , 353 Em 2004, foi descrito uma segunda especie de Cardiobacterium, C. valvarum.'' O 
genero Suttonella foi criado para acomodar Kingella indologenes, um microrganismo que demonstrou estar mais estreitamente 
relacionado com C. hominis do que com outras especies de Kingella ou outros membros da familia Neisseriaceae, na qual as 
especies de Kingella estao classi licadas. Atualmente, S. indologenes e classificada com Cardiobacterium na familia 
Cardiobacteriaceae. Em 2005, foi descrita uma segunda especie a Suttonella, S. ornithocola , 434 Esse microrganismo foi isolado 
de amostras de necropsia de tecidos pulmonares congestionados de aves pertencentes a familias de serezinos durante a 
pesquisa de uma morte inexplicada de especies aviarias especificas no Reino Unido. A familia Cardiobacteriaceae pertence a 
ordem Cardiobacteriales na subdivisao y das Proteobacteria. 

Importancia clinica 

C. hominis e um microrganismo de baixa virulencia, que tem a caracteristica singular de causar quase exclusivamente 
endocardite. 829,1315 O microrganismo faz parte da microbiota do trato respiratorio; entretanto, devido a seu crescimento lento, e 
raramente observado em amostras das vias respiratorias. C. hominis penetra na corrente sanguinea e, em geral, infecta valvas 
cardiacas previamente doentes ou lesionadas (p. ex., cardiopatia reumatica, comunica 9 ao interventricular, aortite). 781,829 Alem 
disso, pode ocorrer desenvolvimento de endocardite por C. hominis em individuos sem nenhuma evidencia de doen^a cardiaca 
previa. 244,477 Cerca de 20% das infec 9 oes relatadas por C. hominis envolveram varios tipos de proteses valvares, incluindo 
valvas de tecido de homoenxerto aortico, valvas aortica/mitral de xenoenxerto porcino, valvas aortica/mitral mecanicas e 
deriva 9 oes de marca-passo. 50,319,829,1185 Em geral, os pacientes sao de meia-idade ou idosos e apresentam denti 9 ao precaria e/ou 
historia de procedimentos dentarios recentes. A infec 9 ao segue uma evoliujao subaguda, com inicio insidioso, febre baixa e 
sintomas vagos, que podem se estender por varios meses antes do estabelecimento do diagnostico. C. hominis tende a formar 
grandes vegeta 9 oes friaveis nas valvas cardiacas; por conseguinte, as complica 9 oes mais graves consistem em emboliza 9 ao 
septica, aneurismas micoticos e insuficiencia cardiaca congestiva. 312,914 Em alguns pacientes, pode-se observar a ocorrencia de 
trombocitopenia grave associada a sepse. 66 O isolamento de C. hominis de outras amostras diferentes de sangue e raro. 
Francioli et al. estabeleceram o diagnostico de meningite cardiobacteriana em um paciente como complica 9 ao de endocardite, 
e Rechtman Nadler relataram o isolamento de C. hominis, juntamente com Clostridium bifermentans, de um abscesso 
abdominal de um homem diabetico com adenocarcinoma do rim e do ceco. 445,1065 Em 1998, Numberger et al. descreveram um 
caso de infec 9 ao de deriva 9 ao de marca-passo e osteomielite vertebral por C. hominis. 959 C. hominis tambem foi isolado do 
liquido peritoneal de um paciente em dialise peritoneal ambulatorial continua e sem evidencia de endocardite, bem como do 
liquido pericardico de uma menina de 10 anos de idade. ! 

C. valvarum foi descrito pela primeira vez como causa de bacteriemia e endocardite em um homem de 37 anos de idade 
com doen 9 a congenita da valva aortica biciispide, que foi complicada por ruptura de aneurisma micotico. 551 A descrhjao desse 
iinico isolado levou a uma pesquisa de outros microrganismos isolados, e foram identificadas quatro cepas adicionais da 
cole 9 ao de cultura da University of Goteborg, na Suecia. 550 Essas cepas eram isolados da cavidade oral, de bolsas 
subgengivais e de uma amostra de placa. As sequencias do gene rRNA 16S desses isolados exibiram uma homologia de 
sequencia de 99,3 e 99,6% com o isolado original de C. valvarum. Os perfis de eletroforese de proteinas totais da celulas 
bacterianas, as necessidades nutricionais e de crescimento e a morfologia das celulas e das colonias tambem foram 
semelhantes. Desde a primeira descri 9 ao desse microrganismo feita em 2005, foram relatados na literatura quatro casos 
adicionais de endocardite de valva nativa 154,241,603,1294 e dois casos de endocardite de protese valvar por C. valvarum , 480,594 Um 
quarto relato apresentou a identifica 9 ao do microrganismo, porem sem informa 9 oes sobre o paciente. 1029 Entre os quatro 
pacientes com endocardite de valva cardiaca, tres apresentavam comprometimento da valva aortica tricuspide ou bicuspide, 
enquanto o quarto apresentou comprometimento da valva mitral. Em todos os casos, foram observadas grandes vegeta 9 oes e 
destrui 9 ao do tecido cardiaco, e foi necessaria a coloca 9 ao de proteses valvares em tres desses quatro pacientes. Foi relatada a 
ocorrencia de endocardite de protese valvar em um homem de 71 anos de idade com bioprotese valvar colocada ha 2 anos 
devido a estenose de valva aortica nativa, bem como em uma mulher de 28 de idade com conduto do ventriculo direito para a 
arteria pulmonar e valva pulmonar porcina. 480,594 Embora se tenha planejado a substitukjao do conduto e da protese valvar 
depois de 6 semanas de quimioterapia nesta ultima paciente, o homem de 71 anos de idade desenvolveu embolos septicos que 
foram detectados no cerebelo por TC e RM e faleceu por choque septico em consequencia de grave deteriora 9 ao cardiaca. Em 
outros casos, C. valvarum tambem foi isolado de bolsas subgengivais e amostras de placas dentarias. 551 

S. indologenes foi isolado de infec 9 ao de cornea humana e foi descrito pela primeira vez, em 1987, como causa de 
endocardite de protese valvar. 646 Em 2010, Yang et al. relataram a ocorrencia de endocardite de protese valvar causada por S. 
indologenes em um homem cambojano com cardiopatia congenita complexa que foi complicada por embolia pulmonar 
septica. 1 ’ 96 Em 2011, Ozcan et al. descreveram um caso fatal de endocardite de protese valvar por S. indologenes em um 
homem de 25 anos de idade, que foi complicada por infarto esplenico e hemorragia intracraniana fatal. 


Caracteristicas de cultura e identificagao 


C. hominis e C. valvarum sao isolados principalmente de hemoculturas, crescem lentamente e nao produzem nenhuma 
alterac^ao visivel no meio de hemocultura (i. e., turvagao, hemolise). A colorac^ao pelo Gram de garrafas de hemoculturas 
positivas pode nao revelar microrganismo; a centrifugatjao em baixa velocidade de uma aliquota do meio, de modo a remover 
os eritrocitos, com centrifugaijao subsequente em alta velocidade para sedimentar um pequeno numero de microrganismos, 
pode ajudar a sua visualizatjao. Na colora?ao pelo metodo de Gram, ambos os microrganismos podem aparecer gram- 
variaveis, com tendencia das celulas a reter o corante violeta cristal nos polos. As celulas individuals podem aparecer 
intumescidas em uma ou em ambas as extremidades, resultando no aparecimento de microrganismos em forma de lagrima, 
halteres ou pirulito. Na colora^ao de Gram das hemoculturas, as celulas podem agregar-se em grupos semelhantes a uma 
roseta ou podem alinhar-se em uma disposkjao em pali 9 ada, de orienta 9 ao paralela (Prancha 9.3 D). A morfologia das celulas 
e influenciada pelo tipo de meio de cultura utilizado; em meios que contem extrato de levedura, as celulas aparecem como 
bacilos gram-negativos uniformes, com extremidades arredondadas. 

C. hominis e C. valvarum forma colonias muito pequenas, brilhantes e opacas em agar-sangue enriquecido ou agar- 
chocolate, geralmente depois de 48 a 72 horas a 35°C em 5 a 7% de C0 2 (Prancha 9.3 E). C. valvarum cresce mais lentamente 
do que C. hominis, e algumas cepas de ambas as especies podem escavar o agar, o que e mais evidente em agar-chocolate do 
que em agar-sangue de carneiro. Nenhuma dessas duas especies consegue crescer em agar MacConkey ou em outros agares 
entericos seletivos ou diferenciais. Tanto C. hominis quanto C. valvarum sao oxidase-positivos, catalase-, nitrato- e urease- 
negativos, e tambem negativos para a hidrolise da esculina. C. hominis e indol-positivo, mas isso pode nao ser observado com 
o reagente para o metodo rapido de indol (cinamaldeido), visto que a maioria das cepas produz quantidades muito pequenas de 
indol. Os isolados de C. valvarum de pacientes com endocardite demonstraram ser fortemente indol-positivos (ate mesmo com 
o reagente para o metodo rapido de indol), enquanto as cepas da cavidade sao indol-negativas. 550 A produ 9 ao de indol pode ser 
mais bem-detectada em infusao de cora 9 ao ou caldo de triptona. Esses meios sao densamente semeados (com um swab) e 
incubados durante 48 horas. A extra 9 ao com xileno ou o uso do reagente de Ehrlich em lugar do reagente de Kovac permitem 
a detec 9 ao de pequenas quantidades de indol. Tanto C. hominis quanto C. valvarum produzem H 2 S pelo metodo de tiras de 
acetato de chumbo. As caracteristicas fenotipicas para a identifica 9 ao de especies de Cardiobacterium sao apresentadas na 
Tabela 9.4. 

C. hominis produz acido por fermenta 9 ao a partir de glicose, frutose, sacarose, manose e sorbitol; a produ 9 ao de acido a 
partir da maltose e do manitol e variavel, e a maioria das cepas produz rea 9 oes positivas. A semelhan 9 a de C. hominis, C. 
valvarum produz acido de modo fermentador a partir da glicose, frutose, sorbitol e manose; entretanto, diferentemente de C. 
hominis, nao produz acido a partir da maltose, sacarose ou manitol. Nenhuma dessas duas especies e capaz de fermentar 
lactose, galactose, rafmose ou xilose. S. indologenes produz acido a partir de glicose, maltose e sacarose, mas nao a partir de 
lactose, e distingue-se pela sua capacidade de produzir indol. Essa caracteristica deve ser determinada em caldo de triptona 
com extra 9 ao com xileno e adi 9 ao do reagente indol de Ehrlich. S. indologenes pode ser diferenciado de C. hominis, com o 
qual se assemelha estreitamente, pela sua aparencia na colora 9 ao pelo metodo de Gram, atividade de fosfatase alcalina 
positiva e incapacidade de produzir acido a partir do manitol e do sorbitol. Do ponto de vista fenotipico, C. hominis e muito 
semelhante a S. indologenes. C. hominis e C. valvarum tambem podem ser diferenciados de S. indologenes, E. corrodens e de 
especies de Kingella por analise dos acidos graxos celulares. A exemplo de outros agentes causadores de endocardite 
bacteriana, metodos moleculares, como PCR de ampla faixa e sequenciamento do DNA, foram utilizados com sucesso para a 
detec 9 ao e a identifica 9 ao de C. hominis e C. valvarum diretamente em amostras clinicas. 477,914,946,1029 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

Pode-se determinar a sensibilidade de C. hominis a antimicrobianos utilizando os metodos no padrao aprovado pelo CLSI (ver 
Capitulo 17). 2Nh Apesar da disponibilidade desses metodos, o teste de sensibilidade de C. hominis e C. valvarum a agentes 
antimicrobianos e dificil, em virtude de suas necessidades exigentes e crescimento lento. Com base na literatura, as cepas de 
C. hominis mostram-se sensiveis a maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo penicilina, ampicilina, cefazolina, 
cefalosporinas de terceira gera 9 ao, carbapenens, fluoroquinolonas, aminoglicosidios e tetraciclina; a sensibilidade aos 
macrolidios e aos aminoglicosidios e variavel. A terapia atualmente recomendada para endocardite de valva nativa causada 
por C. hominis consiste em ceftriaxona, ampicilina-sulbactam ou ciprofloxacino, pelo menos durante 4 scmanas. ' Os 
pacientes com endocardite de valva cardiaca por C. hominis podem ser tratados com sucesso apenas com antibioticos em 
alguns casos; entretanto, alguns necessitam de ressec 9 ao valvar parcial ou substitui 9 ao de valva, devido ao comprometimento 
hemodinamico, fenomenos embolicos ou insuficiencia cardiaca progressiva. Os mesmos agentes podem ser usados para a 
endocardite de proteses valvares, porem pode ser necessario estender a terapia por mais de 6 semanas de dura 9 ao. Apesar de 
serem relatadas, as cepas de C. hominis produtoras de betalactamase e resistentes a penicilina sao raramente encontradas. 808 
As cepas de C. valvarum foram testadas quanto a sua sensibilidade a antimicrobianos por metodos Etest. Tanto os isolados de 
C. valvarum do sangue quanto os da cavidade oral sao sensiveis a penicilina, ampicilina, ticarcilina/clavulanato, 
cefalosporinas de todas as gera 9 oes, fluoroquinolonas, carbapenemicos, tetraciclinas e SXT. '" :l ' Os pacientes que 


desenvolveram endocardite por C. valvarum tambem apresentaram complicagoes semelhantes, e houve necessidade de 
intervengao cirurgica e substituigao valvar nos sobreviventes. 

Tabela 9.4 Caracterlsticas fenotipicas para a identificagao de especies de Cardiobacterium , Eikenella corrodens , Kingella e 
Suttonella. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V + = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; V" = reagao 
variavel, com a maioria das cepas negativa; Di = dados indisponiveis; HEM em SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; OX = 
oxidase; CAT = catalase; NO a RED = redugao do nitrato a nitrito; N0 2 RED = redugao do nitrito a gas nitrogenio; IND = indol; URE = 
urease; ODC = ornitina descarboxilase; ESC = esculina; ONPG = o-nitrofenil-fj-D-galactopiranosidio; DNase = desoxiribonuclease; GLI = 
glicose; MAL = maltose; FRU = frutose; SAC = sacarose; LAC = lactose; XIL = xilose; MNTL = manitol; MAN = manose; GAL = 
galactose; TRE = trealose; RAF = rafinose; SBTL = sorbitol. 


Eikenella corrodens 
Taxonomia 



Originalmente, o genero Eikenella (grupo HB-1 dos CDC) incluia isolados considerados como cepas facultativas de 
Bacteroides corrodens, um bacilo gram-negativo anaerobio. Com base em estudos genotipicos e filogeneticos, o epiteto da 
especie B. corrodens foi modificado para Bacteroides ureolyticus (urease-positivo), e os isolados facultativos foram incluidos 
no genero Eikenella como linica especie, E. corrodens. Com base no sequenciamento do rRNA 16S e da hibridizacjao rRNA- 
DNA, E. corrodens esta relacionado a especies de Neisseria e esta incluida na familia Neisseriaceae, no subgrupo P das 
Proteobacteria. 

Importancia ch'nica 

E. corrodens faz parte da microbiota da boca e das vias respiratorias superiores. Na cavidade oral esse microrganismo 
desempenha um papel em alguns tipos de doen?a periodontal. Verifica-se uma alta prevalencia de E. corrodens em amostras 
de placa subgengival de pacientes com doenga periodontal, enquanto a prevalencia e baixa nos individuos sem doen^a 
periodontal. ,J Entre os individuos com doen 9 a periodontal, a prevalencia de E. corrodens e observada em individuos com 
menos de 20 anos de idade que apresentam periodontite juvenil, seguidos de pacientes com periodontite pos-juvenil, 
periodontite pre-puberal, periodontite rapidamente progressiva e periodontite do adulto. Se nao for tratada, a periodontite 
grave pode tornar-se refrataria ao tratamento. 122 Nos individuos sadios, a prevalencia do microrganismo em amostras 
profundas de gengiva diminui com a idade. E. corrodens faz parte da microbiota bacteriana mista isolada de amostras 
periodontais e gengivais, abscessos periapicais e infecc^oes do canal da raiz. 

E. corrodens tem sido isolada de uma ampla variedade de infec 9 oes e amostras clinicas. 1011,1181 Esse microrganismo foi 
isolado de varios tipos de infec 9 oes de cabe 9 a e pesco 90 , incluindo infec 9 oes oculares (i. e., celulite periorbitaria, ulceras de 
cornea, endoftalmite e abscessos lacrimais), abscessos mastoide e submandibular e abscessos de 
tireoide. 74,251,577,585,662,663,784,1139,1275,1403 As infec 9 oes pleuropulmonares que envolvem E. corrodens incluem abscessos 
pulmonares e empiemas. Ocorrem em condi 9 oes de imunossupressao, propensao a aspi 171930 pulmonar e doen 9 a pulmonar 
subjacente. 611,704,1366 Por meio de extensao a partir de infec 9 oes periodontais, de orelha media ou seios, E. corrodens pode ter 
acesso ao SNC, resultando em meningite, abscessos cerebrais ou paraespinais, empiemas subdurais e osteomielite. 33,70,685 Em 
geral, ocorrem bacteriemia e endocardite em hospedeiros imunocomprometidos, usuarios de drogas ilicitas intravenosas e 
individuos com lesao valvar previa e historia de interven 9 ao dentaria recente ou cirurgia oral. 372,826,974 A endocardite tambem 
foi diagnosticada em individuos sadios, sem fatores de risco reconhecidos. 1328 Foi relatada a ocorrencia de endocardite de 
proteses valvares e infec 9 oes de proteses vasculares de demora por E. corrodens. A bacteriemia por E. corrodens, com ou sem 
endocardite, tambem pode ser diagnosticada em pacientes com artrite reumatoide e neoplasias malignas hematologicas. 409 E. 
corrodens constitui uma causa reconhecida de abscessos subcutaneos, celulite de tecidos moles e bacteriemia em usuarios de 
drogas intravenosas. 47,501,974 Essas infec 9 oes resultam do uso de saliva para limpeza da pele ou dissohujao dos narcoticos em 
solu 9 ao salina antes da inje 9 ao da droga. E. corrodens pode causar celulite e osteomielite da mao, em consequencia de "lesoes 
com punhos cerrados” (i. e., brigas com socos), habito cronico de roer as unlias e mordeduras humanas. 150,559,1237 A 
implanta 9 ao traumatica do microrganismo no tecido subcutaneo pode resultar em extensao da infec 9 ao nos ossos e nas 
articula 9 oes, resultando em osteomielite e/ou artrite septica. 150,233 As culturas obtidas dessas infec 9 oes frequentemente revelam 
o crescimento de E. corrodens , juntamente com outros microrganismos facultativos (estreptococos a- e beta-hemoliticos 
[incluindo o grupo Streptococcus anginosus/constellatus/intermedius]. Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase- 
negativos, bacilos gram-negativos entericos) e anaerobios obrigatorios orais. Foi relatada a ocorrencia de osteomielite da 
coluna causada por E. corrodens em consequencia de dissemina 9 ao hematogenica a partir de um local infectado (p. ex., 
doen 9 a periodontal grave) ou como complica 9 ao de cirurgia de coluna. 41,775,1055,1267 Em 2007, um caso incomum de abscesso 
epidural da coluna cervical e retrofaringeo por E. corrodens foi diagnosticado em um homem de 72 anos de idade que havia 
deglutido uma espinha de peixe. 649 A espinha tinha atravessado o esofago e estava alojada no espa 90 do disco intervertebral de 
C3 para C4. Alem disso, foi relatada a osteomielite de mandibula por E. corrodens como complica 9 ao de radioterapia para 
carcinoma de celulas escamosas das tonsilas. 941 E. corrodens tambem pode ser isolado em cultura pura ou mista de varios 
tipos de infec 9 oes de feridas e abscessos, incluindo fasciite necrosante. 889,990,1110,1418 A bacteriemia de infec 9 oes de feridas 
localizadas pode resultar em infec 9 oes hematogenicas e abscessos em muitos locais, incluindo espa 90 s articulares ( i. e.. artrite 
septica), vertebras (i. e., discite, abscesso paraespinal) e trato genital feminino (/. e., corioamnionite). 397,1055 E. corrodens pode 
sobreviver no trato gastrintestinal e pode ser isolada de abscessos abdominais, esplenicos, hepaticos e pancreaticos, bem como 
de infec 9 oes peritoneais, juntamente com microbiota intestinal facultativa e anaerobia. 67,662,1061,1221 E. corrodens tambem foi 
isolada de infec 9 oes ginecologicas, incluindo corioamnionite, infec 9 ao do liquido amniotico, endometrite, abscesso vulvar e 
cervicite associada a coloniza 9 ao in situ de dispositivos intrauterinos. 39,476,637,730,994 Em 2007, foi relatada a ocorrencia de 
infec 9 ao das vias urinarias por E. corrodens em uma mulher de 83 anos de idade com prolapso anal recorrente e leucemia 
linfocitica cronica. 602 


Caracteri'sticas de cultura e identificacao 


E. corrodens crescem tanto em agar-sangue quanto em agar-chocolate, porem nao se desenvolve em agar MacConkey 
(Prancha 9.3 G). As colonias sao pequenas (0,5 a 1,0 mm) depois de 48 horas. Cerca de 50% dos isolados podem “escavar” o 
agar durante o seu crescimento; podem-se observar tanto variantes perfurantes como nao perfurantes na mesma cultura. Em 
geral, observa-se a presenga de um pigmento amarelo palido (visualizado melhor em um swab branco apos passagem pelo 
crescimento da colonia em uma placa de agar-chocolate), e a maioria das cepas desprende um odor de hipoclorito de sodio (i. 
e., agua sanitaria ou piscina intensamente clorada). Na coloragao pelo metodo de Gram os microrganismos aparecem como 
bacilos gram-negativos delgados e regulares ou como cocobacilos com extremidades arredondadas (Prancha 9.3 F). 

As caracteristicas bioquimicas das cepas de E. corrodens tanto perfuradoras quanto nao perfiiradoras sao bastante 
uniformes. E. corrodens e oxidase-positiva e catalase-negativa, embora raras cepas possam ser fracamente catalase-positivas. 
O microrganismo reduz o nitrato a nitrito e nao necessita dos fatores de X ou V, embora a hemina seja necessaria para o seu 
crescimento aerobio. Os isolados nao formadores de perfuragoes podem ser confundidos com especies de Haemophilus e, 
quando testados com discos contendo fatores X e V, crescem ao redor do disco de fator X, mas nao do disco com fator V. Nao 
ha produgao de indol nem de urease, porem a maioria das cepas e positiva para lisina e omitina descarboxilases (Prancha 9.3 
H). Diferentemente dos outros microrganismos do grupo HACEK, E. corrodens e nao sacarolitica. Os sistemas de kit que 
incluem os microrganismos gram-negativos fastidiosos sao capazes de identificar corretamente E. corrodens. Foram 
planejadas sondas de DNA especificas para E. corrodens , bem como sondas para outros patogenos periodontais, por meio de 
analise do rRNA 16S, identificagao de sequencias singulares de nucleotidios e sintese quimica de moleculas de sonda 
complementares com essas sequencias especie-especificas. 1094,1280 A Tabela 9.4 apresenta as caracteristicas fenotipicas para a 
identificagao de E. corrodens. 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

O teste de sensibilidade a antimicrobianos para E. corrodens pode ser realizado utilizando o padrao aprovado pelo CLS1 para 
testar a sensibilidade das bacterias fastidiosas (ver Capitulo 17). 286 As cepas de E. corrodens mostram-se sensiveis a 
ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de segunda e terceira geragoes, tetraciclinas, fluoroquinolonas e azitromicina porem 
sao resistentes as penicilinas resistentes a penicilinase, clindamicina, vancomicina, eritromicina, metronidazol e 
aminoglicosidios. 814,88 "’ A sensibilidade a penicilina varia de uma cepa para outra. Os isolados exibem, em sua maioria, uma 
sensibilidade variavel as cefalosporinas de primeira geragao, sendo a cefazolina a mais ativa. E. corrodens e sensivel a 
cefoxitina, ceftriaxona, cefepima, ciprofloxacino e carbapenemicos. 738,1181 Foram relatadas raras cepas betalactamase- 
positivas. 744 

Especies de Kingella 
Taxonomia 

Os membros do genero Kingella sao classificados na familia Neisseriaceae, no subgrupo y das Proteobacteria e incluem, 
atualmente, quatro especies: K. kingae, K. denitrificans, K. oralis e K. potus. Foi demonstrado que a especie anterior, K. 
indologenes, esta mais estreitamente relacionada com as especies de Cardiobacterium do que com as outras especies de 
Kingella, de modo que esse microrganismo recebeu a nova denominagao de Suttonella indologenes e foi transferido para a 
familia Cardiobacteriaceae, em 1990. 353 K. kingae, a especie tipo do genero, era anteriormente um membro do genero 
Moraxella, e K. denitrificans era anteriormente designada como grupo “TM-1” pelos CDC. Em 1993, Dewhirst et al. 
descreveram uma nova especie de Kingella, que foi isolada de placa dentaria de um paciente com periodontite do adulto. 352 
Essa nova especie foi denominada Kingella oralis. Esse microrganismo constitui 0,4% da microbiota total na placa dentaria de 
individuos periodontalmente sadios e cerca de 4,6% da microbiota na placa dentaria de pacientes com periodontite do adulto e 
juvenil. 239 A quarta especie, Kingella potus, foi isolada em 2005 de uma ferida infectada de um guarda de jardim zoologico 
que, 3 dias antes, tinha sido mordido por um jupara ( Potus potus). 166 

Importancia ch'nica 

Embora constitua parte da microbiota das vias respiratorias superiores e do trato geniturinario de seres humanos, K. kingae 
esta sendo cada vez mais reconhecida como um importante patogeno humano. 373,1390 Desde a sua descrigao inicial, K. kingae 
foi considerada como causa rara de infecgao em pacientes com endocardite. Todavia, nesses ultimos 10 a 20 anos, K. kingae 
emergiu como patogeno significativo em pacientes pediatricos, causando principalmente bacteriemia e infecgoes osseas. 1378 
Esse microrganismo coloniza as vias respiratorias superiores de lactentes depois de cerca de 6 meses de idade, e a taxa de 
colonizagao aumenta para aproximadamente 10 a 12% entre 6 meses e 2 anos de idade. Depois desse periodo, as taxas de 
colonizagao comegam a declinar. A prevalencia do microrganismo no trato respiratorio e maior entre criangas de 6 meses a 4 
anos de idade, o que acompanha a faixa etaria que apresentam as maiores taxas de desenvolvimento de doengas invasivas. 1385 
Um estudo de grande porte conduzido em Israel constatou que a doenga invasiva por K. kingae ocorre com mais frequencia 
em criangas previamente sadias durante os primeiros 2 anos de vida. 374 Estudos realizados em populagoes de creches 


demonstraram que K. kingae pode ser transmitida de uma crianpa para outra por via respiratoria. 699,1199,1383 Um estudo 
conduzido em uma creche no decorrer de um periodo de 11 meses constatou que, entre 48 participantes, cerca de 28% 
apresentaram K. kingae nas vias respiratorias superiores a qualquer momento, e 73% dessas crianpas apresentaram pelo menos 
uma cultura de amostra de faringe positiva durante o periodo do estudo. 1 A analise molecular dos isolados de K. kingae do 
trato respiratorio obtidos de uma grande coorte de portadores revelou um agrupamento geografico de isolados com genotipos 
identicos, indicando a disseminapao do microrganismo entre irmaos, colegas de brincadeiras e colegas de escola. A porta de 
entrada para o microrganismo na corrente sanguinea ocorre provavelmente por meio de solupoes de continuidade na mucosa 
orofaringea. 

As infecpoes osseas e articulares constituem as manifestapoes clinicas mais comuns da infecpao causada por K. kingae em 
crianfas. 224,245,264,769 Essas infecpoes manifestam-se na forma de bacteriemia, artrite septica, osteomielite, discite, tenossinovite 
e dactilite. 126,811,1168 Com a disponibilidade de vacinas efetivas contra H. influenzae tipo b, K. kingae substituiu H. influenzae 
como bacteria gram-negativa mais comum causadora de infecpoes osteoarticulares em crianpas com menos de 3 anos de 
idade. 912 A maioria dos lactentes com infecpoes sistemicas por K. kingae apresenta febre baixa; com frequencia, verifica-se 
tambem a presenpa de infecpoes virais das vias respiratorias superiores e estomatite. 33 Na maioria dos casos, a artrite septica 
causada por K. kingae e uma infecpao aguda, e os pacientes habitualmente procuram assistencia medica dentro de 3 dias apos 
o aparecimento de sinais e sintomas. Essas crian 9 as sao habitualmente febris, e as articulapoes acometidas estao intumescidas, 
hipersensiveis e apresentam uma redupao da amplitude de movimento. As hemoculturas desses pacientes sao frequentemente 
negativas. A artrite septica causada por K. kingae e habitualmente monoartritica, e as articulapoes acometidas com mais 
frequencia incluem o joelho, o quadril e os tornozelos. 373 A osteomielite por K. kingae e habitualmente uma infecpao 
indolente, que segue uma evolupao subaguda, e os pacientes procuram habitualmente assistencia medica dentro de 7 a 10 dias 
apos o aparecimento dos sintomas. Em geral, a osteomielite por K. kingae afeta o femur, outros ossos longos, a tibia, a ulna, o 
radio e os ossos do calcanhar. 373 Os pacientes com osteomielite dos ossos longos sao habitualmente incapazes de sustentar o 
peso sobre o membro afetado, e ocorre hipersensibilidade localizada sobre o osso acometido. A disseminapao hematogenica 
para os espapos dos discos intervertebrais leva a espondilite e discite intervertebral. 26 As infecpoes dos espapos discais podem 
acometer os espapos lombar, toracico, lombossacral ou toracolombar. Foram descritas infecpoes osteoarticulares pediatricas da 
parte inferior do esterno e da junpao entre o maniibrio e o processo xifoide. 811 As crian 9 as com infecpoes invasivas causadas 
por K. kingae frequentemente apresentam cond^oes subjacentes significativas, como leucemia linfocitica aguda ou 
cardiopatia congenita. Embora sejam raras, as infecpoes osseas e articulares causadas por K. kingae, incluindo discite 
intervertebral e artrite septica, tambem foram diagnosticadas em adultos. 395 

K. kingae tambem representa uma causa rara de bacteriemia e endocardite. 373,374 A endocardite causada por K. kingae 
acomete principalmente individuos com doen 9 a cardiaca subjacente (p. ex., cardiopatia reumatica, malformapoes cardiacas) 
ou individuos com proteses cardiacas. Entretanto, foi relatada a ocorrencia de endocardite em individuos sem doenpa cardiaca 
previa. 158,373,1114,1168,1409 Diferentemente das infecpoes osseas e articulares, a endocardite por K kingae e observada com mais 
frequencia em adultos e em crian 9 as de idade escolar. E comum a ocorrencia de complicapoes da endocardite por K. 
kingae, que consistem em pericardite, abscesso paravalvar, abscesso pericardico, fenomenos embolicos, aneurismas micoticos, 
infartos cerebrais e pulmonares, choque septico e insuficiencia cardiaca congestiva. ' Foi relatada a ocorrencia de 
endocardite poi' K. kingae com meningite em uma mulher com lupus eritematoso sistemico (LES). 1 ' 611 Os pacientes podem 
apresentar higiene oral precaria, faringite ou ulcerapoes da mucosa devido ao tratamento para outras condipoes (p. ex., 
radioterapia e quimioterapia). A bacteriemia por K. kingae na ausencia de endocardite foi relatada em adultos 
imunocompetentes apos manipula 9 oes dentarias. Outras complicapoes da bacteriemia e das infecpoes osseas incluem 
meningite, celulite orbitaria e endoftalmite hematogenicas, infecpao dos tecidos moles e abscesso de cornea. 199,300,1068,1104 A 
apresentapao clinica da bacteriemia por K. kingae pode simular infecpoes sistemicas por neisserias (i. e., meningococemia ou 
infecpao gonococica disseminada). 1262 K. kingae tambem foi descrita como causa de ulcera de cornea em uma crianpa de 11 
meses de idade, infecpao do trato urinario em uma mulher de 45 anos de idade com disuria e sangramento pos-menopausa, e 
peritonite em um homem de 55 anos de idade com cirrose hepatica avan 9 ada, que realizou um procedimento de paracentese, 
resultando em infecpao peritoneal. 1442 '"’ ,1059 As outras especies de Kingella sao raramente isoladas de processos infecciosos. 
Embora K. denitrificans tenha sido cultivada de amostras das vias respiratorias superiores e do trato geniturinario como parte 
da microbiota, essa especie tambem foi documentada como causa de septicemia e endocardite de valvas nativas/proteses 
valvares. 563 K. denitrificans tambem foi isolada de liquido de empiema de um paciente com carcinoma broncogenico, da 
medula ossea de um paciente com AIDS, do liquido amniotico de uma mulher jovem com corioamnionite e de uma ulcera de 
cornea. 707,818,893,901 Ate o momento, K. oralis nao foi associada a infecpoes. K. potus foi apenas isolada da mordedura de um 
ser humano previamente mencionada por jupara. 766 

Caracteri'sticas de cultura e identificacao 

As especies de Kingella sao bacilos ou cocobacilos gram-negativos arredondados, que algumas vezes ocorrem em pares ou em 
cadeias curtas. Essas especies sao oxidase-positivas e, diferentemente das especies de Neisseria e de Moraxella, sao catalase- 


negativas. Todas as especies crescem em agar-chocolate e agar-sangue, porem nao ocorre crescimento em agar MacConkey 
nem em outros meios entericos (Prancha 9.4 A e B). Todas as especies de Kingella e S. indologenes sao oxidase-positivas e 
catalase-negativas; S. ornithocola e positiva tanto para a oxidase quanto para a catalase. Todas as especies de Kingella e de 
Suttonella sao negativas para arginina di-hidrolase, lisina e ornitina descarboxilases, urease, hidrolise da esculina e hidrolise 
de ONPG. A Tabela 9.4 apresenta as caracteristicas fenotipicas que sao uteis para a identificapao das especies de Kingella e de 
Suttonella (Prancha 9.4 C). 

K. kingae e beta-hemolitica em agar-sangue de carneiro; a reapao hemolitica “leve”, semelhante aquela dos estreptococos 
do grupo B e pode ser apenas observada em areas de crescimento confluente ou apos a remopao da colonia da superficie do 
agar. Com incubapao prolongada, algumas cepas de K. kingae e K. denitrificans podem “perfurar” o agar, a semelhanpa E. 
corrodens. K. kingae produz acido apenas a partir da glicose e da maltose. K. denitrificans so produz acido a partir da glicose 
em meios suplementados, testes rapidos de degradapao de carboidratos e varios sistemas de kits. K. denitrificans tambem e 
positiva para prolil-aminopeptidase e tem a capacidade de crescer em agar Thayer-Martin. Em virtude dessas caracteristicas, 
K. denitrificans pode ser identificada incorretamente como N. gonorrhoeae, em particular em amostras da orofaringe e do 
trato geniturinario. Diferentemente das outras especies do genera, esse microrganismo reduz o nitrato a nitrito, e a maioria das 
cepas tambem reduz o nitrito a gas nitrogenio durante a incubapao prolongada. K. oralis produz acido apenas a partir da 
glicose, mas pode ser diferenciada de K. denitrificans pela sua incapacidade de reduzir o nitrato a nitrito e pela ausencia de 
atividade de prolil-aminopeptidase. Diferentemente de outras especies de Kingella, K. potus e nao sacarolitica e DNase- 
positiva. Alem disso, as colonias de K. potus exibem pigmentapao amarela em agar-sangue. E. corrodens pode ser 
diferenciada das especies de Cardiobacterium e de Kingella pela sua morfologia na colorapao pelo metodo de Gram, 
incapacidade de fermentar carboidratos e reapoes positivas para omitina e lisina descarboxilases. 

Embora nao seja dificil a identificapao desses microrganismos uma vez isolados, pode haver certa dificuldade no 
isolamento inicial de K. kingae a partir de amostras clinicas, particularmente de amostras de liquido articular. A semeadura 
direta das placas com liquido do aspirado articular e muito menos sensivel para o isolamento de K. kingae do que a inoculapao 
de meios de hemocultura. Entre 100 amostras cultivadas por ambos os metodos, foi constatado um crescimento dos 
microrganismos em 34; 10 dos 11 isolados de K. kingae que foram obtidos cresceram apenas no meio BACTEC® de 
hemocultura e nao foram isolados nas cultures diretas em placas. 1 ' Essa discrepancia na taxa de isolamento de K. kingae nao 
foi observada com outros microrganismos que causam infecpoes osseas e articulares. K. kingae tambem foi detectada no 
sangue e em liquidos sinoviais utilizando o BacT/Alert system (bioMerieux, Inc.), BACTEC® 660NR, BACTEC® 9240 e o 
tubo microbiano Isolator" 1.5 pediatrico (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ). 127,778,1391 Outros estudos recentes 
confirmaram que o uso rotineiro de garrafas de hemoculturas aumenta significativamente o isolamento de K kingae de 
amostras de liquido articular. 912,1380 O melhor isolamento de K. kingae a partir de amostras de liquido articular semeadas em 
meios de hemocultura pode ser devido a diluipao dos fatores inibitorios existentes no liquido sinovial pelo meio de culture (p. 
ex., sistemas de hemocultura baseados em caldo) ou remopao dos microrganismos do liquido sinovial (p. ex., cultures 
Isolator®). De qualquer modo, a semeadura de liquido osteoarticular em garrafas de hemocultura constitui atualmente o 
metodo padrao para o processamento dessas amostras no laboratorio clinico. Foram tambem desenvolvidos metodos 
moleculares (p. ex., PCR em tempo real), que sao utilizados para a detecpao direta de K. kingae no liquido articular e 
pericardico. 224,245,264,622,855,1298 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

As cepas de K. kingae mostram-se sensiveis a penicilina, ampicilina, cefalosporinas de todas as gerapoes, aminoglicosidios, 
SXT e fluoroquinolonas. Algumas cepas podem exibir resistencia relativa a eritromicina, e maioria mostra-se resistente a 
clindamicina e a vancomicina. 8 Os isolados de K. denitrificans apresentam uma sensibilidade a agentes antimicrobianos 
semelhante aquela de K. kingae', o crescimento de K. denitrificans em agar Thayer-Martin indica que esse microrganismo e 
resistente a vancomicina e a colistina. Foram descritos isolados de K. kingae que produzem betalactamase e que sao 
resistentes a ampicilina, cefazolina e ticarcilina, porem sensiveis a combinapoes de farmacos contendo inibidores da 
betalactamase (clavulanato e sulbactam). 1212 Entre cinco pacientes com infecpao por K. kingae descritos na Islandia, em 1997, 
tres dos cinco isolados produziram enzimas betalactamases e demonstraram resistencia a penicilina e a ampicilina. A 
sensibilidade das especies de Kingella pode ser determinada utilizando o metodo de diluipao em caldo descrito no documento 
do CLSI sobre testes de sensibilidade para bacterias fastidiosas. 286 

No teste de sensibilidade a antimicrobianos, o linico isolado de K. potus da ferida por mordedura de jupara demonstrou 
sensibilidade a penicilina, ampicilina, ceftriaxona, cefotaxima, ciprofloxacino, imipenem e meropenem, porem foi resistente a 
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, gentamicina e trimetoprima. O paciente respondeu ao tratamento com ciprofloxacino e 
metronidazol. 


Especies de Capnocytophaga 


Taxonomia 


Em 1956, Prevot, no Instituto Pasteur, descreveu originalmente especies de Capnocytophaga, as quais foram estudadas 
subsequentemente nos CDC no inicio da decada de 1960. Esses bacilos gram-negativos facultativos, capnofilicos e fusiformes 
foram isolados de amostras de orofaringe e amostras clinicas de seres humanos e receberam a designa?ao de grupo DF-1 pelos 
CDC. DF foi uma abreviatura para “fermentador disgonico”, para referir-se a pouca capacidade de fermentapao desses 
microrganismos em meio nao suplementado com soro. Pesquisadores da University of Massachusetts e do Forsyth Dental 
Center, em Boston, publicaram uma serie de artigos sobre esses microrganismos e consideraram o seu possivel papel na 
doen 9 a periodontal humana. Esses microrganismos foram denominados especies de Capnocytophaga, refletindo o “consumo” 
ou a necessidade de C0 2 para o seu crescimento. 68 A especie tipo foi denominada Capnocytophaga ochracea, e isolados 
relacionados obtidos da orofaringe humana foram denominados Capnocytophaga sputigena e Capnocytophaga gingivalis. Em 
1994, foram identificadas duas novas especies de Capnocytophaga em seres humanos - Capnocytophaga granulosa e 
Capnocytophaga haemolytica - em amostras de places dentarias humanas, e, em 2008, foram descritas duas especies 
adicionais - Capnocytophaga leadbetteri e Capnocytophaga genoespecie AHN8471 - entre 62 isolados de especimes orais de 

448 1394 

cnan^as. * 

O grupo DF-2 dos CDC foi originalmente isolado em 1976 de hemoculturas e culturas de liquido espinal de um paciente 
que se tornou sintomatico apos sofrer mordedura de cao . 142 Em 1989, o DF-2 e alguns microrganismos “semelhantes a DF-2” 
foram colocados no genero Capnocytophaga, com base nas caracteristicas fenotipicas e nos estudos de relapao do DNA. 
Subsequentemente, o grupo DF-2 dos CDC foi denominado Capnocytophaga canimorsus (do latim “mordedura de cao”), e as 
cepas “semelhantes a DF-2” foram denominadas Capnocytophaga cynodegmi (do grego “mordedura de cao ”). 170 Embora 
esses microrganismos sejam diferentes das especies de Capnocytophaga isoladas de seres humanos nas suas caracteristicas 
fenotipicas, eles sao semelhantes com relapao a morfologia na colora^ao pelo metodo de Gram, composiijao de acidos graxos 
celulares, motilidade do tipo em deslizamento e condipoes de cultura para o seu crescimento. Foi utilizada a quimiotaxonomia 
para diferenciar especies de Capnocytophaga do grupo DF-3 dos CDC (i. e., Dysgonomonas ) de cepas aerotolerantes de 
Leptotrichia. m Com base na analise do rRNA 16S, as especies de Capnocytophaga humanas e de animais sao classificadas no 
filo Bacteroidetes, classe Flavobacteria e familia Flavobacteriaceae, juntamente com os generos Flavobacterium, 
Chryseobacterium, Elizabethkingia, Myroides e Weeksella. 


Importancia clinica 

As especies de Capnocytophaga fazem parte da microbiota da orofaringe e podem se comportar como patogeno oportunistas 
em circunstancias apropriadas. Na orofaringe, C. ochracea, C. sputigena, C. gingivalis, C. granulosa, C. haemolytica e C. 
leadbetteri podem ser isoladas de fissuras gengivais, bolsas periodontais e amostras de placas tanto supragengival quanto 
subgengival, porem o seu papel no desenvolvimento da doenpa periodontal e controverso . 278,279,1394 Estudos de pesquisa 
sugerem que as especies de Capnocytophaga sao mais prevalentes em pacientes sem periodontite ou caries dentarias do que 
naqueles que apresentam grandes caries ou doe 119 a periodontal passivel de tratamento ou refrataria . 293,676,1085 A semelhanfa das 
bacterias FIACEK, as infec 9 oes de cabe 9 a e pesco 90 causadas por especies de Capnocytophaga podem ocorrer por extensao a 
partir de um foco oral, acometendo os seios e o SNC. Wang et al. descreveram um abscesso cerebral causado por C. ochracea 
em um menino de 7 anos de idade com historia recente de miiltiplas extra 9 oes dentarias . 1322 A sepse causada por especies orais 
de Capnocytophaga constitui uma causa reconhecida de infec 9 ao em pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles 
com neoplasias malignas hematologicas (p. ex., leucemia mielogena aguda/cronica, anemia aplasica, doen 9 a de Hodgkin, 
leucemia mieloblastica, leucemia linfocitica aguda, adenocarcinoma, mieloma miiltiplo, doen 9 a de Hodgkin) e neoplasias 
malignas de orgaos solidos (p. ex., carcinoma endometrial ). 147,834,854,891 Os episodios de bacteriemia nesses pacientes 
coincidem com periodos de neutropenia profunda (particularmente leucemia mieloide aguda) ou leucemia linfocitica aguda) e 
com a administra 9 ao de quimioterapia citotoxica . 473,479 A mucosite e as ulcera 9 oes orais sao observadas, de modo 
caracteristico, em pacientes com imunossupressao profunda, estabelecendo, assim, uma porta de entrada eficiente para o 
microrganismo na corrente sanguinea . 499 Em certas ocasioes, especies de Capnocytophaga tambem podem ser isoladas do 
sangue de hospedeiros imunocompetentes. Em 2007, Desai relatou a ocorrencia de sepse grave e purpura fulminante em um 
homem de 49 anos de idade previamente sadio . 348 Raros casos de pneumonia por Capnocytophaga foram relatados em 
pacientes imunocomprometidos em consequencia de aspira 9 ao . 479 Raramente, especies de Capnocytophaga podem ser 
isoladas das vias respiratorias inferiores, de abscessos pulmonares, de infec 9 oes de feridas, do liquido articular e de amostras 
de osso, conjuntiva, cornea e humor vitreo. Especies de Capnocytophaga foram isoladas de infec 9 oes do trato genital 
feminino como causa de infec 9 oes intrauterinas, intra-amnioticas e perinatais (p. ex., endometrite, ammonite, corioamnionite), 
aborto, parto prematuro, bacteriemia congenita e sepse neonatal . 13,367,802 Em pacientes tanto imunocomprometidos quanto nao 
imunocomprometidos, foi relatada a ocorrencia de endocardite, linfadenite cervical, empiema, abscesso pulmonar, sinusite, 
osteomielite vertebral, abscesso do iliopsoas, pionefrose, abscesso hepatico e osteomielite envolvendo especies de 
Capnocytophaga. 130 ' 379,539,705,1330 Em 1995, foi documentado o primeiro caso de uma especie Capnocytophaga (C. sputigena ) 


como causa de peritonite relacionada a dialise peritoneal ambulatorial contlnua em um homem de 73 anos de idade com 
doen?a renal terminal. ' Em 2000, foi isolada a especie C. granulosa de um abscesso em um paciente imunocompetente. 

C. canimorsus e o principal patogeno humano associado a mordeduras de caes e ao contato proximo com esses 
animais. 464,1285 Estudos de culturas e estudos moleculares realizados em caes mostraram que 21 a 86% desses animais 
apresentam C. canimorsus e/ou C. cynodegmi em sua boca, porem esses valores constituem, provavelmente, uma 
subestimativa. 358,830,1232,1286 Embora as infec 9 oes mais graves tenham ocorrido em consequencia de mordeduras de caes, varios 
relatos de casos descreveram infec 9 oes em consequencia de lambedura por caes de escoria 9 oes, feridas da pele ou 
queimaduras menores. 807,1112 As manifesta 9 oes clinicas mais graves sao observadas em individuos com doen 9 as de base ou 
condkjoes que predispoem a ocorrencia de infec' 9 'ao grave por esse microrganismo. Essas conduces incluem doen 9 a hepatica 
secundaria ao alcoolismo (p. ex., cirrose), esplenectomia previa relacionada com outras circunstancias clinicas, linfoma de 
Hodgkin, leucemia de celulas pilosas, fibrose pulmonar, sindrome de ma absor 9 ao, doen 9 a renal, diabetes melito, DPOC, 
doen 9 a ulcerosa peptica, macroglobulinemia de Waldenstrom, outras neoplasias malignas e uso de corticosteroides sistemicos 
ou topicos. A associa 9 §o frequentemente observada entre infec 9 §o sistemica por C. canimorsus e asplenia sugere que o 
sistema reticuloendotelial (SRE) desempenha um importante papel para conter a dissemina 9 ao do microrganismo. 376,1127,1226 
Embora essa in fec 9 'ao seja habitualmente observada em individuos com doen 9 as de base, conforme assinalado anteriormente, 
ate 40% dos pacientes nao apresentam nenhuma condkjao predisponente associada a maior risco de infec 9 ao. A taxa de 
mortalidade associada a infec 9 §o grave causada por C. canimorsus pode ser elevada, de ate 20 a 30%. 

As principals manifesta 9 oes clinicas da infec 9 ao por C. canimorsus incluem infec 9 §o de feridas com celulite, meningite, 
bacteriemia com choque septico, insuficiencia renal, lesoes cutaneas hemorragicas sugestivas de doen 9 a meningococica, 
pneumonia com empiema e endocardite de valvas nativas e proteses valvares. 226,334,455,567,640,780,981,1112,113 A sepse fulminante 
por C. canimorsus pode assemelhar-se, clinicamente, a doen 9 a meningococica fulminante, com desenvolvimento de 
coagula 9 ao intravascular disseminada (C1D), purpura fulminante, lesoes cutaneas hemorragicas de rapida evolu 9 ao, gangrena 
periferica simetrica e sindrome de Waterhouse-Friderichsen. 190,350,640, 1 ’ A apresenta 9 ao clinica da infec 9 ao causada por C. 
canimorsus pode simular outras sindromes graves, incluindo tularemia, peste e infec 9 §o por hantavirus. A doen 9 a pode ter 
uma evohujao extremamente rapida; em um relato, o paciente desenvolveu C1D que levou a morte no decorrer de um periodo 
de 4 horas. As apresenta 9 oes e complica 9 oes incomuns da sepse por C. canimorsus incluem sindrome de angiistia respiratoria 
do adulto, infarto do miocardio, sintomas abdominais, sindrome hemolitico-uremica, mononeuropatia musculocutanea, 
purpura trombocitopenica trombotica sem C1D, aneurisma abdominal micotico, osteomielite vertebral/discite e peritonite 
relacionada a dialise. 424,717,898,942,1255 Existe um relato de meningite causada por C. canimorsus , que foi retrospectivamente 
diagnosticada em um paciente submetido a mielografia guiada por TC. A investiga 9 ao revelou que o paciente, o radiologista e 
o tecnico de radiologia tinham contato prolongado com caes em casa, e o nao cumprimento do controle de infec 9 §o durante o 
procedimento pode ter resultado em infec 9 ao iatrogenica do paciente. 1090 C. canimorsus foi isolado de infec 9 §o de protese da 
articula 9 ao do joelho em um homem com macroglobulinemia de Waldemstrom e como causa de tenossinovite aguda em um 
paciente com LES, que pode constituir outro fator de risco associado a esse microrganismo. 1 Em 2008, foi relatado o 
isolamento de C. canimorsus de um abscesso cerebral de um paciente que recentemente tinha sofrido mordedura de cao. 7 
Foi tambem relatada a ocorrencia de infec 9 oes oculares, incluindo blefarite angular, ulceras cronicas de cornea, ulcera de 
cornea com perfura 9 ao e endoftalmite causadas por C. canimorsus 915 > 999 > 1030 g m um caso, o paciente teve a cornea arranhada 
pelo seu cao, que foi tratada, entre outras medidas, com prednisona topica. E interessante assinalar que infec 9 oes causadas por 
C. canimorsus, incluindo ceratite e sepse com bacteriemia, ocorreram em individuos que tiveram mordeduras e arranhaduras 
de gatos domesticos. 255,875 Em um estudo de prevalencia realizado em 2010, C. canimorsus e C. cynodegmi foram encontradas 
em 57 e 84% das cavidades orais de gatos, respectivamente. 1232 Em 2006, a primeira infec 9 §o documentada por C. canimorsus 
em uma especie nao humana ocorreu em um coelho de estima 9 ao macho saudavel de 2 anos de idade que tinha sido mordido 
na cabe 9 a por um cao. 1293 

C. cynodegmi nao e isolado tao frequentemente quanto C. canimorsus, e estudos in vitro sugerem que esse microrganismo 
pode nao ser tao virulento quanto C. canimorsus. Entretanto, nesses ultimos anos, varios relatos de casos indicam que esse 
microrganismo pode ser tao patogenico quanto C. canimorsus. Em 2005, Khawari et al. descreveram o primeiro caso de sepse 
e meningite fatais por C. cynodegmi em uma mulher submetida a esplenectomia que teve a mao mordida pelo seu cao de 
estima 9 §o 24 horas antes de sua chegada ao servi 90 de emergencia. 698 Esse microrganismo foi isolado da celulite do tornozelo 
de um paciente com artrite reumatoide que sofreu uma mordida de gato; esse paciente estava recebendo corticosteroides a 
longo prazo e terapia com anti-TNF-a. 484 C. cynodegmi foi isolado de celulite, pneumonite e bacteriemia em um homem com 
diabetes melito insulinodependente, que foi mordido por um cao abandonado. 1144 C. cynodegmi foi descrita mais recentemente 
como causa de peritonite em um homem de 67 anos de idade com doen 9 a renal terminal, que estava submetido a dialise 
peritoneal ambulatorial continua. 1023 A unica exposkjao a animais desse paciente foi o gato do vizinho. C. cynodegmi tambem 
pode ser um patogeno de animais. C. cynodegmi foi isolado dos tecidos pulmonares de um cao Rottweiler com bronquite e 
pneumonia, devido a um corpo estranho retido, e de uma amostra de lavado broncoalveolar (LBA) de um gato de 10 anos de 
idade com carcinoma pulmonar. 429,1369 



Caracteri'sticas de cultura e identificacao 

As especies de Ccipnocytophaga orais de seres humanos sao de crescimento lento, e as colonias tornam-se vislveis depois de 
48 horas de incubagao quando adquirem morfologia caracteristica. Todas as especies necessitam de um ambiente enriqnecido 
com C0 2 para o seu crescimento. As colonias do microrganismo sao amarelas, castanhas ou ligeiramente rosadas e exibem 
projegoes digitiformes nas bordas (motilidade deslizante), que aparecem como uma pelicula que circunda a area central da 
colonia (Prancha 9.4 D). A parte central das colonias tambem tem uma aparencia mosqueada e innida. As especies de 
Ccipnocytophaga crescem em agar-sangue e agar-chocolate, mas nao em agar MacConkey (Prancha 9.4 F). Pode-se observar 
tambem um crescimento satisfatorio em agar Thayer-Martin modificado, devido a resistencia desse microrganismo a 
vancomicina, colistina e trimetoprima. Os microrganismos sao gram-negativos, fusiformes e aparecem como celulas retas ou 
ligeiramente curvas (Prancha 9.4 E e G). Nas culturas mais velhas, observa-se o aparecimento de pleomorfismo, com celulas 
cocoides intumescidas ou grandes. Todas as especies sao catalase-negativas e oxidase-negativas e produzem acido a partir de 
glicose, maltose, sacarose e manose, mas nao a partir de ribose, xilose, manitol ou sorbitol. Nao ha produgao de indol nem de 
urease. O microrganismo e negativo para a lisina e a ornitina descarboxilases, bem como para a arginina di-hidrolase. As 
especies de Capnocytophaga produzem perfis uniformes e caracteristicos na analise dos acidos graxos celulares, 
possibilitando a sua identi ficagao ate o nivel de genero, mas nao de especie. As especies sao identificadas por uma extensa 
bateria de testes (p. ex., redugao do nitrato a nitrito, hidrolise do amido e da dextrana etc.). C. haemolytica e beta-hemolitica 
em sangue de cameiro e constitui a unica especie hemolitica humana. As cepas de C. granulosa formam inclusoes granulares 
intracelulares, que se coram com carbol fucsina quando os microrganismos crescem em condigoes anaerobias em caldo de 
peptona-levedura glicose, em condigoes anaerobias. Essas ultimas duas especies tambem podem ser diferenciadas das especies 
humanas de Capnocytophaga previamente descritas pela determinagao das atividades de varias aminopeptidases. A Tabela 9.5 
apresenta as caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Capnocytophaga. 

C. canimorsus e habitualmente isolada de hemoculturas, culturas de feridas, aspirados de celulite e de amostras de LCR. 
C. cynodegmi foi isolada da boca de caes e de varios tipos de amostras clinicas humanas, incluindo feridas localizadas por 
mordedura de cao, celulite, amostras de sangue e de LBA e liquido peritoneal. Nos casos de bacteriemia de alto grau, as 
bacterias podem ser efetivamente observadas em esfregagos de sangue perifericos corados pelo metodo de Wright-Giemsa. 1313 
O microrganismo tem sido isolado de varios tipos de meios de hemocultura, e o seu crescimento e geralmente lento. Na 
maioria dos casos, as hemoculturas tornam-se positivas dentro de 3 a 7 dias apos a coleta. O microrganismo cresce lentamente 
em agar-sangue e em agar-chocolate, com incubagao a 35°C em incubadora de C0 2 com umidade elevada. O crescimento 
precario em agar-sangue de cameiro comum tem sido atribuido ao uso de uma base de soja tripticase; observa-se melhor 
crescimento quando se utiliza uma base de infusao de coragao. Os microrganismos tambem crescem melhor em meio 
suplementado com cisteina, e a adigao de soro de coelho ao meio tambem intensifica o crescimento. O agar-chocolate 
suplementado comercial contendo IsoVitalex (que inclui cisteina) ou outros meios de enriquecimento semelhantes sao 
satisfatorios. Aparecem colonias puntiformes depois de 2 a 4 dias de incubagao. Depois de um periodo adicional de incubagao, 
as colonias aparecem maiores, circulares, lisas e convexas. As colonias sao nao hemoliticas e apresentam uma borda 
expansiva brilhante, compativel com a motilidade por deslizamento do microrganismo. As colonias podem apresentar uma 
tonalidade amarelada ou rosada. Na coloragao pelo metodo de Gram, as bacterias aparecem como bacilos de tamanho medio a 
longo, ligeiramente curvos, com celulas pontiagudas ou fusiformes. A semelhanga de outras bacterias fastidiosas discutidas 
ate agora, nao se observa nenhum crescimento em agar MacConkey. Tanto C. canimorsus quanto C. cynodegmi sao catalase e 
oxidase-positivas; essas duas reagoes diferenciam esses microrganismos das especies orais de Capnocytophaga humanas, que 
sao negativas para oxidase e catalase. Ambas as especies caninas sao positivas para arginina di-hidrolase, ONPG-positivas e 
negativas para lisina e omitina descarboxilase, urease, indol e redugao do nitrato. C. canimorsus fermenta a glicose, a maltose 
e a lactose, mas nao a rafinose e a inulina. C. canimorsus e C. cynodegmi sao diferenciadas por testes de utilizagao de 
carboidratos, em que o ultimo microrganismo produz acido a partir de maior variedade de agucares. A Tabela 9.5 apresenta as 
reagoes bioquimicas de C. canimorsus e de C. cynodegmi , juntamente com as caracteristicas bioquimicas gerais das outras 
especies de Capnocytophaga discutidas anteriormente. A PCR de ampla faixa tem sido usada para o diagnostico de infecgoes 
osteoarticulares e meningeas causadas por C. canimorsus. 2M,506,m ’ 1326 


Tabela 9.5 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Capnocytophaga. 
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variavel, porem com reagoes positivas fracas; Dl = dados indisponiveis; HEM em SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; OX = 
oxidase; CAT = catalase; N0 3 RED = redugao do nitrato a nitrito; IND = indol; URE = urease; ADH = arginina di-hidrolase; ESC = 
esculina; STA = hidrolise do amido; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; RAF = rafinose; XIL = xilose; CEL = 
celobiose; GAL = galactose; GLIG = glicogenio. 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

Em geral, as especies orais humanas de Capnocytophaga mostram-se sensiveis a ampicilina-sulbactam, tetraciclina, 
linezolida, imipenem e outras combinagoes de betalactamico/inibidor da betalactamase, porem demonstram resistencia a 
polimixina, colistina e trimetoprima. A sensibilidade a penicilinas, cefalosporinas, aztreonam, eritromicina, fluoroquinolonas, 
aminoglicosidios e metronidazol varia de uma cepa para outra. 479,656,657 As cepas de Capnocytophaga que sao resistentes aos 
betalactamicos produzem novas enzimas betalactamases que conferem resistencia as cefalosporinas e penicilinas de espectro 
ampliado . 553,854 Essas cepas produtoras de betalactamases sao altamente resistentes a penicilina, amoxicilina e cefazolina; a 
adigao de clavulanato resulta em uma redugao de 64 vezes na CIM da amoxicilina em mais de 90% das cepas produtoras de 
betalactamase. Essas cepas tambem sao menos sensiveis a cefuroxima, cefotaxima e ceftazidima do que as cepas 
betalactamase-negativas. O imipenem parece ser ativo contra isolados de Capnocytophaga tanto betalactamase-positivos 
quanto betalactamases-negativos . 656 As especies de Capnocytophaga sao habitualmente resistentes aos aminoglicosidios (i. e., 
gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina), a trimetoprima, colistina e vancomicina, embora algumas cepas possam ser 
sensiveis. Gomez-Garces et a /. 49 ' 1 relataram um caso de bacteriemia fatal causada por uma cepa de C. sputigena produtora de 
betalactamase e resistente ao ciprofloxacino, que apresentou resistencia a todos os betalactamicos (com excegao da cefoxitina) 
e aminoglicosidios, mas que foi sensivel a tetraciclina, eritromicina, clindamicina, aztreonam e imipenem. Em geral, os 
pacientes imunocomprometidos e com granulocitopenia recebem tratamento empirico com uma combinagao de antibiotico 
betalactamico e aminoglicosidio, e sao habitualmente necessarios niveis bactericidas de agentes antimicrobianos para obter 
uma resposta terapeutica otima. Por conseguinte, e importante que o microbiologista proceda ao rapido reconhecimento das 
principals caracteristicas desse microrganismo. A resistencia intrinseca das especies de Capnocytophaga aos aminoglicosidios 
e a produgao de enzimas betalactamases por alguns isolados clinicos, que podem ser detectados pelo teste de nitrocefma, 
devem ser comunicadas ao medico o mais rapido possivel. 



O crescimento lento de C. canimorsus em meio de agar e a incapacidade de algumas cepas de crescer em certos tipos de 
meios em caldo impediram a realizapao de estudos de sensibilidade desse microrganismo a antimicrobianos. Estudos nao 
padronizados utilizando procedimentos de difusao com discos, planejados para bacterias de crescimento mais rapido, 
constataram que as cepas de C. canimorsus sao sensiveis a maioria dos agentes antimicrobianos, porem resistentes as 
penicilinas, as cefalosporinas de terceira gerapao, as fluoroquinolonas, a tetraciclina, a eritromicina e ao imipenem. O 
microrganismo demonstra resistencia aos aminoglicosidios, ao aztreonam e ao SXT, porem os resultados para esses agentes 
podem depender do metodo. 1301 Os antibioticos que sao geralmente mais ativos contra microrganismos gram-positivos, como 
vancomicina, clindamicina, eritromicina e rifampicina, tambem foram mais ativos contra C. canimorsus. Esses dados 
sustentam a eficacia clinica observada com a penicilina (CIM media da penicilina = 0,04 pg/m f +/- 0,01 pg/mf) para todas as 
cepas testadas. 

Especies de Dysgonomonas 

Taxonomia 

O genero Dysgonomonas foi criado em 2000 para acomodar o antigo grupo DF-3 dos CDC com a denominapao de 
Dysgonomonas capnocytophagoides e uma segunda especie, D. gadei, que foi isolada de bexiga humana infectada. 596 Os 
membros desse genero consistem em cocobacilos gram-negativos anaerobios facultativos, que formam um grupo fdogenetico 
dentro da familia Porphyromonadaceae da ordem Bacteroidales. Do ponto de vista bioquimico, esses microrganismos 
assemelham-se a certas especies de Capnocytophaga, porem o sequenciamento do rRNA 16S e as analises 
quimiotaxonomicas indicam uma relapao genetica com especies de Bacteroides, Prevotella e Porphyromonas, particularmente 
Bacteroides distasonis e Bacteroides forsythus. 1289 

Importancia clinica 

Os dois primeiros relatos de D. capnocytophagoides em associapao a doenpa humana foram publicados em 1988. Em um dos 
casos, D. capnocytophagoides foi isolado em cultura pura de amostras de fezes de uma mulher idosa com 
hipogamaglobulinemia variavel comum e, no segundo caso, de hemoculturas de um homem com leucemia linfocitica aguda e 
granulocitopenia profunda. 68,1312 Em 1991, Gill et al., do National Cancer Institute, analisaram amostras de fezes de 690 
pacientes e verificaram a ocorrencia de crescimento moderado a intenso de D. capnocytophagoides em 11 dessas amostras. 488 
Desses 11 pacientes, 4 deles tinham historia de diarreia prolongada e foram tratados; foi documentada a ocorrencia de diarreia 
nos outros sete pacientes, porem os microrganismos foram eliminados espontaneamente. Blum et al. tambem isolaram D. 
capnocytophagoides das fezes de oito pacientes durante um periodo de 1 ano. 14 " Todos os pacientes estavam 
imunocomprometidos ou apresentavam doenpa de base grave. Entre esses pacientes, o espectro clinico de D. 
capnocytophagoides variou desde diarreia cronica com resposta terapeutica clinica a um estado de portador assintomatico. 
Outros pesquisadores tambem observaram a associapao da infecpao enterica por D. capnocytophagoides com infecpao pelo 
HIV e hipogamaglobulinemia variavel comum. 570,588 Esse microrganismo tambem foi isolado de tecidos moles, hemoculturas, 
abscessos, ulceras de decubito e trato urinario de pacientes imunocomprometidos. 88,555 ' 880,1157 Em 2002, foi isolada uma 
terceira especie de Dysgonomonas, D. mossii, de liquido de drenagem abdominal, e foram obtidas duas outras isoladas de 
outras amostras clinicas humanas. 765 Em 2006, D. mossii tambem foi isolada de multiplas amostras obtidas de um dreno 
intestinal cirurgicamente colocado em um paciente em recuperapao de ressecpao de cancer pancreatico. 853 Uma quarta especie, 
Dysgonomonas hofstadii, foi isolada de uma ferida apos cirurgia abdominal em um homem de 72 anos de idade em Helsinki, 
Finlandia. 763 

Caracteristicas de cultura e identificagao 

As especies de Dysgonomonas sao cocobacilos gram-negativos imoveis e anaerobios facultativos. Todas as especies crescem 
em agar-sangue e em agar-chocolate, porem nao ocorre crescimento em agar MacConkey (Prancha 9.4 H). As especies de 
Dysgonomonas sao oxidase-negativas e variaveis quanto a catalase. Todas as especies fermentam a glicose, sem formapao de 
gas, e nenhuma das especies reduz o nitrato ou produz urease, gelatinase ou H 2 S. Todas as especies sao negativas para arginina 
di-hidrolase e nao produzem lisina ou ornitina descarboxilases. A Tabela 9.6 apresenta as caracteristicas fenotipicas das 
especies de Dysgonomonas. 

D. capnocytophagoides cresce lentamente, e as colonias puntiformes aparecem depois de 24 horas de incubapao. D. 
capnocytophagoides foi isolada de amostras de fezes utilizando agar-sangue com cefoperazona-vancomicina-anfotericina 
(CVA) incubado a 35°C em 5 a 7% de C0 2 . Nesses casos, deve-se semear tambem agar-sangue nao seletivo, visto que 
algumas cepas sao incapazes de crescer nesse meio seletivo de Campylobacter. O microrganismo tambem tem sido isolado em 
agar-sangue contendo canamicina e vancomicina apos incubapao em condipoes anaerobias. Depois de 48 a 72 horas, as 
colonias sao branco-acinzentadas, lisas e nao hemoliticas, e algumas cepas desprendem um odor adocicado durante o 
crescimento. As reapoes de oxidase e catalase sao negativas, porem ha produpao de indol em caldo de triptona, e ocorre 


hidrolise da esculina. Essa bacteria produz acido de modo fennentador a partir de glicose, xilose e maltose; a maioria das 
cepas tambem produz acido a partir de sacarose e lactose, mas nao a partir de manitol. Foram tambem descritas algumas cepas 
“semelhantes a DF-3”, que sao consistentemente sacarose-negativas e ligeiramente hemoliticas. 325 D. gadei e D. mossii podem 
ser diferenciados fenotipicamente de D. capnocytophagoides pela produgao de acido a partir de manitol, inositol, sorbitol, 
rafinose e trealose (Tabela 9.6). A cromatografia liquido-gasosa (GLC; do ingles, gas-liquid chromatography) tambem e util 
para identificagao, visto que todas as cepas demonstram consistentemente a presen 9 a de 12 e 13-metiltetradecanoato, com 
quantidades menores de tetradecanoato e hexadecanoato na parede celular. 325,1312 

Tabela 9.6 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Dysgonomonas. 
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hemolise em agar-sangue de carneiro; OX = oxidase; CAT = catalase; MOT = motilidade; NO s RED = redugao do nitrato a nitrito; IND = 
indol; ESC = esculina; ADH = arginina di-hidrolase; ACET = acetoina (VP); URE = urease; GEL = hidrolise da gelatina; PAL = fosfatase 
alcalina; GLI = glicose; MAL = maltose; FRU = frutose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; MAN = manose; SBTL = 
sorbitol; INOS = inositol; ADON = adonitol; ARAB = arabinose; MEL = melibiose; RAF = rafinose; RAM = ramnose; SAL = salicina; TRE = 
trealose; XIL = xilose; (3-GLI = (3-glicuronidase; NAGA = W-acetil-glicosaminidase; a-FUC = a-fucosidase. 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

A sensibilidade de isolados de D. capnocytophagoides a agentes antimicrobianos foi determinada por difusao com discos, 
diluigao em caldo e metodos Etest. Os isolados de D. capnocytophagoides mostram-se resistentes a penicilina, ampicilina, 
ampicilina-sulbactam, aztreonam, aminoglicosidios, cefalosporinas de todas as geragoes, eritromicina, fluoroquinolonas e 
vancomicina. Os isolados sao, em sua maioria, sensiveis ao SXT e exibem sensibilidade variavel a piperacilina, clindamicina, 
tetraciclina e imipenem. Os pacientes respondem clinicamente a terapia com SXT, clindamicina ou tetraciclina. 


Streptobacillus moniliformis 

Taxonomia 

Streptobacillus moniliformis e o unico membro do genero Streptobacillus, e a sua atual posigao taxonomica permanece 
incerta. Com base em estudos de sequenciamento do rRNA 16S, S. moniliformis e atualmente classificado na familia proposta 
“Fusobacteriaceae”, na classe proposta de “Fusobacteria” do filo Fusobacteria. 

Epidemiologia 

Os individuos que correm risco de infecgao por S. moniliformis incluem funcionarios de laboratories de animais e individuos 
que residem em areas urbanas onde os ratos podem ser prevalentes. Alem disso, outros animais domesticados que reside em 
areas urbanas ou rurais e que sao predadores de roedores tambem podem ser infectados e sao capazes de transmitir a infecgao 
a seres humanos por meio de mordeduras, arranhaduras ou contato com urina e excrementos de animais. S. moniliformis 
tambem pode causar infeegoes em coalas, perus e macacos. 1-64 

Importancia cli'nica 

Streptobacillus moniliformis e um bacilo gram-negativo fastidioso, que normalmente e encontrado nas vias respiratorias 
superiores de ratos silvestres, ratos e camundongos de laboratorio e roedores domesticados (p. ex., cobaias, gerbos, furoes) e 
pode causar doenga nesses animais. 463 O microrganismo tambem pode ser encontrado em animais que cagam ou se alimentam 
de roedores, como caes e gatos. Por serem o reservatorio natural de S. moniliformis, as mordeduras desses hospedeiros 
reservatorios ou a exposigao a urina ou fezes desses animais podem transmitir o microrganismo aos seres humanos. Em 
consequencia, a infecgao por S. moniliformis em seres humanos e denominada febre por mordedura de rato. A infecgao 
tambem pode ser transmitida por meio de ingestao e e denominada febre de Flaverhill quando a bacteria e adquirida por essa 
via. Esta ultima designagao provem de Flaverhill, Massachusetts, onde esse microrganismo foi isolado de hemoculturas de 
varios pacientes durante um surto local da doenga envolvendo a ingestao de leite contaminado com excrementos de 
ratos. 746,11 ° Desde entao, foram relatados surtos de febre de Haverhill em consequencia da ingestao de agua ou de carne de 
peril contaminadas. Na atualidade, a maioria dos casos envolve mordeduras de ratos ou exposigao a roedores, e muitas dessas 
infeegoes sao observadas em criangas. 87,664 A infecgao tambem tem sido documentada apos sofrer varias arranhaduras de 
galo. ° Depois de um periodo de incubagao de 7 a 10 dias apos a infecgao, observa-se um inicio abrupto de febre alta, 
calafrios, cefaleia, mialgias, vomitos e outros sintomas constitucionais. 391,463 A incidencia e a gravidade da faringite e dos 
vomitos sao maiores quando a infecgao e adquirida VO. ° Alguns dias apos a instalagao da doenga, aparece habitualmente um 
exantema maculopapular na parte distal dos membros, com formagao de petequias nas plantas dos pes e palmas das maos. Em 
alguns casos, o exantema maculopapular pode ser hemorragico ou pustular. ' 7 Cerca de 50% dos pacientes podem desenvolver 



dor articular intensa, poliartrite nao simetrica migratoria ou artrite septica. 31 Foram tambem descritos abscessos cutaneos e 
subcutaneos com edema depressivel em associagao a essa infecfao. 1261 A doeru^a pode regredir de modo espontaneo, sem 
sintomas residuais, ou pode evoluir em uma condigao cronica, com febre periodica. As complicates relacionadas com a 
disseminato sistemica por via hematogenica incluem endocardite de valva nativa e de protese valvar, miocardite, pericardite, 
pneumonia com derrame pleural, septicemia, abscesso cerebral, ammonite, prostatite, pancreatite, abscessos cutaneos e do 
trato genital e morte. ,413,71s, 103.,,1108,1121 q s smt0ITlas artriticos podem persistir por varios anos apos a resolufao e/ou o 

tratamento da infec 9 ao. Na ausencia de qualquer indicio sobre a origem da infec 9 ao, a febre por mordedura de rato ou febre 
Flaverhill pode assemelhar-se a artrite reumatoide, sepse estafilococica ou estreptococica, febre reumatica aguda, infec 9 ao 
gonococica disseminada, meningococcemia, sifilis secundaria, febre tifoide, brucelose, leptospirose, infec 9 ao enteroviral 
aguda, doen 9 a de Lyme, erliquiose, anaplasmose, febre maculosa das Montanhas Rochosas e outras riquetsioses. 391,463 O 
diagnostico tambem pode ser problematico, visto que foram relatados casos de pacientes sem historia de mordeduras de 
roedores ou exposi 9 ao direta a esses animais. ! ' Por outro lado, uma revisao de 45 casos ocorridos na California nesses 
ultimos 30 anos revelou a suspeita de febre por mordedura de rato em 75% dos casos em que foi estabelecido um diagnostico 
presuntivo. 1 ' Em virtude da natureza fastidiosa do microrganismo e das dificuldades envoividas em sua culture, o diagnostico 
retrospectivo de infec 9 ao por S. moniliformis tem sido estabelecido, em certas ocasioes, por tecnicas sorologicas, incluindo a 
detec 9 ao de aglutininas sericas e anticorpos de fixa 9 ao do complemento contra a forma bacilar do microrganismo. Entretanto, 
os testes sorologicos para essa infec 9 ao nao estao prontamente disponiveis, e a maioria das abordagens sorologicas tem sido 
utilizada para avaliar a presen 9 a do microrganismo em colonias de roedores de laboratorio. 

Caracteristicas de cultura e identificacao 

S. moniliformis e um bacilo gram-negativo pleomorfico e fastidioso, que tende a formar celulas isoladas longas, delgadas e 
filamentosas. Essas celulas delgadas medem cerca 1 pm de diametro, mas podem ter mais de 100 pm de comprimento e 
podem dobrar-se, formando ahjas e espirais. 1 " Em certas ocasioes, esses microrganismos podem ter uma colora 9 ao gram- 
variavel. Com incuba 9 ao prolongada, podem aparecer um intumescimento bulboso ou em forma de salsicha ao longo do 
filamento, conferindo ao microrganismo um aspecto semelhante a um colar de contas. Em meios enriquecidos contendo soro, 
o microrganismo aparece como uma bacteria fusiforme gram-variavel, regular e delgada, com extremidades arredondadas ou 
pontiagudas. O organismo tambem pode perder a parede celular e existir como “forma L”, que pode estar relacionada com o 
menor conteiido de glicosamina e de acido muramico da parede celular do microrganismo. Com efeito, ha evidencias 
geneticas, fenotipicas, sorologicas e estruturais sugerindo que esse microrganismo possui uma rela 9 ao taxonomica com os 
micoplasmas e os ureaplasmas, que tambem carecem de parede celular bacteriana tipica. 1 ’ 7 ' S. moniliformis e microaerofilo, e 
o seu crescimento em meio liquido exige habitualmente uma suplementa 9 ao com soro (10 a 20%), sangue ou liquido ascitico. 

O diagnostico de febre por mordedura de rato ou febre de Haverhill e estabelecido com base no isolamento de S. 
moniliformis em hemoculturas, amostras de liquido sinovial, LCR, lesoes cutaneas e material de abscesso. 87,391,463 Como o 
microrganismo e inibido pelo anticoagulante SPS, o sangue (10 m£) precisa ser anticoagulado com citrato (10 m( de citrato de 
sodio a 2,5%) antes do processamento. 745,1174 O microrganismo tambem foi isolado com sucesso em meios de hemocultura 
contendo SPS com resinas (p. ex., BACTEC® Peds Plus, BD Biosciences) e em BACTEC® Plus Aerobic Anaerobic/F bottles 
(BD Biosciences), que nao contem SPS. As celulas do sangue citratadas sao sedimentadas por centrifuga 9 ao, e o concentrado 
e semeado em meio agar (agar infusao de cora 9 ao) contendo 10 a 20% de soro de cavalo esteril sem complemento e 0,5% de 
extrato de levedura. O inoculo e suavemente espalhado sobre a superficie do agar. Um meio de caldo com ingredientes 
semelhantes (caldo de infusao de cora 9 ao com 10 a 20% de soro de cavalo ou coelho, sangue desfibrinado ou ascite e extrato 
de levedura) tambem e semeado com as celulas sedimentadas. O isolamento de S. moniliformis tambem foi obtido utilizando 
um meio difasico de caldo soja triptase contendo agar soja tripticase inclinado. O meio e incubado a 35°C em jarra com vela 
ou em incubadora de C0 2 . Outras amostras (liquido articular citratado, material de aspirado e de abscesso etc.) podem ser 
cultivadas da mesma maneira. Loridant et al. relataram o isolamento bem-sucedido de S. moniliformis a partir de meios de 
hemocultura por meio de semeadura em frescos contendo monocamadas de celulas endoteliais humanas ECV 304. Os 
microrganismos demonstraram efeitos citopaticos sobre as celulas cultivadas depois de 24 horas, com repique subsequente 
bem-sucedido em meios de agar. 806 

Em meio liquido, o microrganismo cresce na forma de pequenos “licoperdos” (cogumelos) proximo ao fundo do tubo ou 
do fresco e envolvendo os eritrocitos e o estroma. O acumulo de acido nos meios liquidos pode matar os microrganismos; por 
esse motivo, e necessario efetuar repiques frequentes para manter a viabilidade. Em meio de agar enriquecido com soro, o 
crescimento pode come 9 ar dentro de 2 a 3 dias ou pode necessitar de 1 semana ou mais. As colonias sao pequenas (1 a 2 mm 
de diametro), convexas, branco-acinzentadas, lisas e com consistencia de manteiga. As variantes de fase L microscopicas 
formam-se de modo espontaneo abaixo ou ao redor das colonias existentes; com um microscopio de dissec 9 ao, pode-se 
observar a morfologia tipica de “ovo frito” com um centra denso, semelhante a morfologia das especies de Mycoplasma. A 
identifica 9 ao de S. moniliformis e efetuada pela observa 9 ao da morfologia gram-negativa filamentosa tipica na colora 9 ao pelo 
metodo de Gram e por testes bioquimicos de identifica 9 ao em meio suplementado com soro. Os testes de utiliza 9 ao de 


carboidratos podem ser realizados em caldo nutritivo contendo 1% de carboidratos esterilizados por filtragao e 0,5% de soro 
de cavalo esterilizado. Esses testes devem ser incubados durante 3 semanas antes de sua interpretagao final, embora sejam 
obtidos resultados confiaveis e reproduzlveis quando as culturas sao incubadas por apenas 1 semana antes da interpretagao 
desses testes. Pode-se efetuar tambem uma rapida identificagao do microrganismo por meio de analise do perfil de acidos 
graxos utilizando a GLC, pela detecgao das atividades enzimaticas de varias aminopeptidases e glicosidases utilizando a tira 
API-ZYM e por padroes proteicos obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE; do ingles, polyacrylamide gel 
electrophoresis). 310 " 384 ’ 1117 Os esteres de metil de acidos graxos detectados por GLC incluem o acido hexadecanoico (Cl6:0), o 
acido linoleico (Cl8:2) e os acidos octadecanoicos (C 18:1, C18:0). 384,111 As tecnicas de PAGE tambem podem ser uteis para a 
tipagem de isolados clinicos. 310 As reagoes de .S', moniliformis em varios testes bioquimicos de identificagao sao apresentadas 
na Tabela 9.7. 

Foi desenvolvida uma amplificagao com base de PCR de ampla faixa de parte do gene do rRNA 16S, seguida de 
sequenciamento de amplicon para a detecgao direta de S. moniliformis em colonias de roedores, bandos de perus e amostras 
clinicas humanas. 112,151 Esse metodo foi utilizado para o diagnostico da febre por mordedura de rato em um menino 
sintomatico de 11 anos de idade, que desenvolveu febre, vomitos, exantema e artrite apos ter sido mordido por seu rato de 
estimagao. As hemoculturas e as culturas de LCR e de urina foram negativas, porem o liquido de uma vesicula cutanea foi 
positivo por ensaio de amplificagao/sequenciamento. 112 O sequenciamento do RNA 16S tambem tem sido utilizado para a 
detecgao de S. moniliformis em amostras de liquido articular e para confirmar a identidade de isolados obtidos de culturas de 
liquido articular. 237,930,1319 

Tabela 9.7 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de Streptobacillus moniliformis. 


Caracteristica 

Reagao 

Oxidase 

- 

Catalase 

- 

Redugio do nitrato 

- 

Indol 

- 

Urease 

- 

Hidrolise da esculina 

+ 

Produgao de H 2 S (acetato de chumbo) 

+ 

Fosfatasealcalina 

+ 

Produgao de gas a partir da glicose 

Produgao de acido a partir de: 

— 

Glicose 

+ 

Maltose 

+ 

Frutose 

+ 

Sacarose 

V 

Lactose 

V 

Xilose 

- 

Manitol 

- 

Manose 

+ 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel. 


Sensibilidade a agentes antimicrobianos 

Os dados de sensibilidade a antimicrobianos in vitro indicam que S. moniliformis e sensivel a penicilina, ampicilina, 
penicilinas de espectro ampliado e resistentes a penicilinase, cefalosporinas, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, 
rifampicina, imipenem e vancomicina. 384,1373 O microrganismo exibe sensibilidade intermediaria aos aminoglicosidios e ao 



ciprofloxacino e, em geral, mostra-se resistente a colistina e ao SXT. A penicilina G intravenosa constitui o farmaco de 
escolha para o tratamento da doenga leve a moderada, enquanto as tetraciclinas VO representam lima alternativa para 
pacientes que apresentam alergia a penicilina. Outros agentes antimicrobianos (p. ex., ceftriaxona, clindamicina, eritromicina) 
tambem demonstraram alguma eficacia clinica. A terapia parenteral pode ser seguida de um ciclo de terapia oral na doenga 
grave. A terapia de combinagao com penicilina intravenosa mais um aminoglicosidio pode ser necessaria para o tratamento da 
endocardite de valvas nativas. 


Especies de Simonsiella 

As especies de Simonsiella sao bacilos gram-negativos aerobios e fastidiosos, que possuem a caracteristica morfologica 
singular de ocorrer em arranjos multicelulares que medem 20 a 50 pm por 4 a 8 pm. Esses arranjos consistem em 6 a 8 
celulas, com o eixo longitudinal de cada bacilo formando um angulo reto com o eixo do grupo celular. O grupo celular exibe 
motilidade por deslizamento e formam colonias de cor amarelo palido em agar-sangue depois de 18 a 24 horas de incubagao a 
37°C. O genero Simonsiella possui uma unica especie, .S', muelleri, que e encontrada na cavidade oral humana. Duas especies 
anteriores de Simonsiella - S. crassa e S. steedae - foram reclassificadas no genero Alysiella , com o nome de A. crassa, e 
novo genero Conchiformibium com a designagao de C. steedae, respectivamente. 1376 Esses microrganismos sao encontrados 
nas cavidades orais de ovinos (A. crassa) e de caes/gatos (C. steedae). S. muelleri foi isolada de aspirado gastrico de um 
recem-nascido, porem nao foi implicada como patogeno humano. 1348 Os generos Alysiella, Simonsiella e Conchiformibium 
fazem parte da familia Neisseriaceae. 1113 


Especies de Pasteurella e Mannheimia 
Taxonomia e caracteristicas do genero Pasteurella 

A estrutura taxonomica do genero Pasteurella e complicada, e, atualmente, os taxonomistas estao procurando desvendar as 
relagoes entre os membros dos generos descritos e a inclusao taxonomica apropriada de varias “especies” para Pasteurella e 
outros generos. 273 Antes de meados da decada de 1980, o genero Pasteurella incluia P. multocida, P. aerogenes, P. ureae e P. 
pneumotropica com base nas suas caracteristicas fenotipicas. Ocorreram contribuigoes subsequentes para o genero durante 
meados da decada de 1980, quando o delineamento dos generos no genero Pasteurella era baseado em estudos de hibridizagao 
de DNA, em que as cepas exibindo uma homologia de mais de 50% eram incluidas na mesma especie, sem considerar a 
origem filogenetica e as caracteristicas fenotipicas. 926_928,U48,1202 As “especies” de Pasteurella descritas por esses 
pesquisadores incluiram P. dagmatis, P. canis, P. stomatis, P. gallinarum, P. anatis, P. langaaensis, P. bettii, P. lymphangitidis, 
P. mairii, P. trehalosi, P. testudinis, P. avium e P. volantium. Ao mesmo tempo, outros pesquisadores utilizaram a hibridizagao 
do DNA e metodos fenotipicos para demonstrar que P. ureae nao estava estreitamente relacionada a nenhuma dessas novas 
especies de “Pasteurella”. 404 Subsequentemente, o exame das sequencias do rRNA 16S mostrou que as especies mais antigas 
de Pasteurella - [P.] pneumotropica , [P.] aerogenes, [P.] ureae e especies dentro do grupo [P.] haemolytica - nao estao 
estreitamente relacionadas com a especie tipo de Pasteurella (P multocida), nem umas com as outras e, provavelmente, 
pertencem ao genero Actinobacillus ou a novos generos. 354 Com a exclusao dessas “especies” existentes do “genero” 
Pasteurella, os epitetos especificos para esses microrganismos sao apresentados com o nome do genero entre colchetes, 
conforme indicado. Especies de Pasteurella sensu stricto, [.Pasteurella ] especies incertae sedis e membros do genero 
Mannheimia apresentados no Boxe 9.4. 


Boxe 9.4 


Especies de Pasteurella sensu stricto, [Pasteurella] especies incertae sedis e especies de Mannheimia 


Especie/subespecie 

Especies de Pasteurella 
P. multocida subesp. multocida 
P. multocida subesp. septica 
P. multocida subesp. gallicida 
P. dagmatis 
P. canis 
P. stomatis 


Habitat e importance clinica em seres humanos 

Trato respiratorio de mamiferos nao humanos; isolado dinico de infecgoes em seres humanos 
Igualao anterior 

Igual ao anterior; tambem associada a colera em aves 

Trato respiratorio de caes e gatos; feridas por mordedura de animais e infecgoes sistemicas em seres humanos 
Trato respiratorio de caes e bezerros; feridas por mordeduras de caes em seres humanos 
Trato respiratorio de caes; infecgoes de feridas por mordeduras de caes 



[Pasteurella] especies incertae sedis 
[P.] aerogenes 
[P.] pneumotropica 
[P.] bettyae 

[P.] caballi 
[P.] mairii 
[P.] langaaensis 
[P.] lymphangitidis 
[P.] testudinis 

Especies de [Pasteurella] incertae sedis anteriores 
Avibacterium gallinarum 

Gallibacterium anatis 
Bibersteinia trehalosi 
Especies de Mannheimia 
M. haemolytica 

M. granulomatis 

M. glucosida 
M. ruminalis 
M. varigena 


M. succiniciproducens 


Microbiota do trato intestinal de suinos; infecgao humana apos mordedura de sumo 

Trato respiratorio de cobaias, ratos, hamsters, gatos e caes; raramente isolada de seres humanos 

Abscessos da glandula de Bartholin e dos dedos das maos em seres humanos; pode estar associada a doen^a 
ulcerosa genital; bacteriemia pos-parto; pneumonia e derrame pleural em pacientes com AIDS 

Isolado eguino gue provoca pneumonia e infecgao de feridas; infecgoes de feridas relatadas em seres humanos 

Aborto em suinos; sepse em leitoes 

Microbiota do trato respiratorio de galinaceos e outras aves 

Linfangitebovina 

Patogeno em algumas especies de tartarugas do deserto 

Anteriormente [Pasteurella] gallinarum; trato respiratorio de frangos e galinhas; dois casos relatados de 
bacteriemia em seres humanos 

Anteriormente [Pasteurella] anato;microbiota do trato intestinal em patos 
Anteriormente [Pasteurella] trehalosi; septicemia em ovinosjovens 


Infecgoes pneumonicas no gado; mastite em ovelhas; septicemia em cabras e carneiros; microbiota das vias 
respiratorias superiores de ruminantes; raros casos relatados de infecgao humana 

Doen^a granulomatosa progressiva (paniculite) em gado bovino; broncopneumonia e conjuntivite em especies 
leprinasecervos 

Microbiota das vias respiratorias superiores em bovinos e ovinos 
Microbiota no rumen de ovinos e bovinos 

Pneumonia, mastite e septicemia em gado bovino; tambem encontrada como parte da microbiota das vias 
respiratorias superiores, rumen e intestinal do gado bovino; microbiota do trato respiratorio de suinos; sepse, 
enterite e pneumonia em suinos 

Isolada do rumen bovino 


A reestruturagao da familia Pasteurellaceae comegou quando [P.] ureae foi formalmente transferida para o genero 
Actinobacillus com a denominagao de Actinobacillus ureae , 929 Em 1999, membros do grupo “ Pasteurella haemolytica ” 
(incluindo P. haemolytica sensu stricto, Pasteurella anatis e P. granulomatis ) foram colocados no novo genero Mannheimia 
ou reclassificados como a especie previamente descrita Pasteurella trehalosi , 46 Com base no sequenciamento do rRNA 16S, 
analise do DNA ribossomico 16S amplificado (ARDRA; do ingles, amplified rRNA gene restriction analysis), tipagem de 
quinona e sequenciamento dos genes sodA, que codificam a enzima superoxido dismutase dependente de manganes e 
proporcionam maior poder discriminatory para a sistematica bacteriana, o genero Pasteurella sensu stricto atualmente 
consiste em subespecies de P. multocida ( multocida, gallicida e septica), P. canis, P. dagmatis e P. stomatis:’ 2 As outras 
especies de “ Pasteurella ” foram designadas como especies incertae sedis. Sera necessario criar novos generos para acomodar 
essas outras “especies de Pasteurella”, incluindo [C.] aerogenes, [/*.] pneumotropica, [/*.] bettyae, [P.] caballi, [P.] anatis, 
[P.] mairii, [P.] testudinis, [P.] skyensis, [P.] langaaensis, [P.] lymphangitidis, [P.] trehalosi, [P.] avium, [P.] volantium e [P.] 
gallinarum. 

Reclassificagao de outras especies de [Pasteurella] 

[P.] anatis, [P.] avium, [P.] volantium, [P.] gallinarum, [P.] trehalosi, [P.] testudinis, [P.] langaaensis, [P.] lymphangitidis, 
[P.] mairii, [P.] skyensis e [P.] lymphangitidis sao especies de incertae sedis de animais, que nao foram isoladas de seres 



humanos. Em 2003, isolados de [P.] anatis e avian classificados no grupo “[/*.] haemolytica ” foram reclassificados no novo 
genero Gallibacterium, com a denomina?ao de G. anatis 269 Taxons inominados que foram isolados de outras especies aviarias 
tambem foram analisados e acrescentados ao genero Gallibacterium em 2009, com a denominate de G. melopsittaci, G. 
trehalosifermentans e G. salpingitidis } 34 Em 2005, [P.] avium, [P.] volantium e [P] gallinarum foram transferidas para o 
novo genero Avibacterium, com a denominagao de Avibacterium avium, Avibacterium volantium e Avibacterium gallinarum, 
respectivamente, juntamente com “ Haemophilus paragallinarum” ( Avibacterium paragallinarum). m Em 2007, uma quinta 
especie tie Avibacterium, A. endocarditidis, isolada de frangos com endocardite valvar, foi acrescentada a esse novo genero. 132 
Alem disso, em 2007, o patogeno de ovinos, [P] trehalosi, foi reclassificado no novo genero Bibersteinia, com a 
denomina?ao de B. trehalosi. 1 Em 2009, a analise genotipica de [P] testudinis e de outros isolados de tartarugas doentes 
resultou na descriijao do novo genero Chelonobacter, que demonstrou ser um membro da familia Pasteurellaceae. Esse novo 
genero contem uma unica especie, C. oris, que e distinta do ponto de vista genotipico e fenotipico de [P] testudinis, que ate o 
momenta continue sem classitica(;ao. L Em 2004, outros taxons inominados, que foram isolados de papagaios e periquitos, 
foram colocados no novo genero Volucribacter, com a denominai^ao de V. psittacicida e V. amazonae. 261 O generos 
Lonepinella, Phocoenobacter, Nicoletella e Basfia incluem especies unicas que sao encontradas em coalas (L. koalarum), 
toninha-comum (P. uteri), cavalos (N. semolina ) e rumen bovino (. B. succiniciproducens ) e foram descritas em 1995, 2000, 
2004 e2010, respectivamente. 437 ’ 739 ’ 740 ’ 983 [P] langaaensis, [P] lymphangitidis, [P] mairii, [P] skyensis e [P] lymphangitidis 
continuam especies incertae sedis e aguardam uma reclassi Ucacjao. 

Os membros do genero Pasteurella sensu stricto compartilham certas caracteristicas fenotipicas. 366 As especies de 
Pasteurella sao cocobacilos ou bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos e imoveis. As especies sao, em sua maioria, 
oxidase-positivas, catalase-positivas e fosfatase alcalina-positivas e reduzem o nitrato a nitrito. As especies tambem 
produzem, em sua maioria, acido a partir de glicose, frutose, manose e sacarose, porem nenhuma delas hidrolisa o amido ou a 
salicina. Varias especies tambem produzem urease. Todas as especies de Pasteurella sao habitualmente sensiveis a penicilinas, 
cefalosporinas e tetraciclinas. 

Especies de Pasteurella | Importancia clinica, identificacao e sensibilidade a agentes 
antimicrobianos 

Pasteurella multocida. P. multocida e a especie de Pasteurella encontrada com mais frequencia em amostras clinicas 
humanas e tambem isolada de animais. P. multocida pode ser comumente cultivada a partir de amostras de cavidades orais de 
gatos domesticados (70 a 90%) e caes (40 a 66%) sadios, sendo tambem encontrada em outros animais (p. ex., bovinos, 
equinos, suinos, ovinos, aves domesticas, roedores, coelhos, macacos, leoes, panteras, lince, aves, renas e bufalos). Em alguns 
animais, esse microrganismo provoca infecijoes graves (p. ex., doengas respiratorias em bovinos e ovinos, conhecidas como 
“febre do transporte”,; septicemia hemorragica no gado, colera em aves domesticas, rinite atrofica em suinos; pleurite, 
pneumonia, forma 9 ao de abscessos, rinite cronica, otite media e septicemia em coelhos de laboratorio). As infec?6es humanas 
consistem, em sua maioria, em infec 9 oes de feridas e celulite, habitualmente em consequencia de mordeduras e arranhaduras 
de gato. 966,1341 Em certas ocasioes, P. multocida pode ser encontrada na nasofaringe de individuos sadios que apresentam 
exposi 9 oes frequentes a animais. Os pacientes imunocomprometidos, particularmente com doen 9 a hepatica (p. ex., cirrose), 
tumores solidos ou neoplasias malignas hematologicas, podem desenvolver bacteriemia em consequencia de infec 9 oes de 
feridas localizadas, que, por sua vez, podem levar a pneumonia hematogenica, meningite ou outras complica 9 oes. 1057 Esse 
microrganismo tambem foi encontrado como causa de celulite em um paciente com diabetes melito. 1410 P. multocida pode ser 
isolada de uma variedade de amostras clinicas, particularmente de hospedeiros imunocomprometidos. O Boxe 9.5 descreve 
infec 9 oes associadas a P. multocida. Essa bacteria, um pequeno cocobacilo gram-negativo, e oxidase e catalase-positivas, 
ornitina descarboxilase-positiva, indol-positiva, manitol-positiva e urease-negativa (Prancha 9.5 B e C). Em 2004, Christensen 
et al. demonstraram que isolados bovinos [P.] avium (A. avium) biovar 2 e [P.] canis biovar 2 eram, na realidade, cepas de P 
multocida que demonstraram ser negativas para ornitina descarboxilase, indol e manitol. 265 

Nao e dificil isolar e identificar P multocida, embora o conhecimento do tipo de amostra e a historia de exposi 9 ao a 
animais aumentem o indice de suspeita sobre a possivel presen 9 a desse microrganismo. P multocida cresce adequadamente 
em agar-chocolate e em agar-sangue de carneiro, formando colonias lisas e acinzentadas, de 0,5 a 2,0 mm depois de 24 horas 
de incuba 9 ao em C0 2 (Prancha 9.5 A). O microrganismo nao e hemolitico e nao cresce em agar MacConkey, em agar eosina- 
azul de metileno (EMB; do ingles, eosine-methylene blue) ou em outros meios entericos seletivos/diferenciais. Os isolados de 
amostras do trato respiratorio podem ser mucoides. Com frequencia, observa-se o desprendimento de um odor caracteristico 
(semelhante ao de E. coli, porem mais pungente), devido a forma 9 ao de indol. P multocida e oxidase-positiva, catalase- 
positiva, ornitina descarboxilase-positiva, indol-positiva e urease-negativa. A rea 9 ao rapida de indol, utilizando-se o reagente 
aminoc inamal d e i d o e, em geral, fortemente positiva. P multocida produz acido, mas nao gas, a partir da glicose, sacarose e 
manitol, mas nao a partir da maltose ou da lactose. Para isolados tipicos obtidos de fontes provaveis, como mordedura ou 
arranhadura de gato, a demonstra 9 ao de bacilos gram-negativos oxidase-positivos, rea 9 ao positiva forte de indol e que nao 
crescem em agar MacConkey, e habitualmente suficiente para identificar o microrganismo como P multocida. As cepas de P 


multocida podem ser identificadas ate o nivel de subespecie (i. e., subespecies de multocida, septica e gallicida), com base na 
prodmjao de acido a partir do sorbitol e do dulcitol. A determinagao da subespecie e de interesse principalmente para isolados 
veterinarios e, em geral, nao constitui parte da identificapao da especie. A Tabela 9.8 fornece as caracteristicas fenotipicas para 
a identificapao de Pcisteurellci, generos e especies relacionados. 

Espectro ch'nico das infeqoes humanas por Pasteurella multocida 


Infeqao 

Comentarios 

Infectes de feridas e celulite 

As infectes locais de feridas nos seres humanos estao associadas a mordeduras e arranhaduras de gatos ou a mordeduras de 

dies. Essas infectes caracterizam-se pelo rapido desenvolvimento de dor, eritema, tumefagio, celulite e drenagem purulenta 
ou sorossanguinolenta no local da ferida. 1341 Ocorre linfadenopatia regional em 30 a 40 % dos pacientes, e pode ou nao haver 
sinais sistemicos de infecto. As complicates graves localizadas (p. ex., artrite septica, osteomielite) ocorrem mais 

freguentemente apos mordeduras de gatos, em que a ferida pode ser profunda, contundente e traumatica para os tecidos 

subjacentes. Como as feridas por mordedura localizam-se, em sua maioria, nas maos, observa-se habitualmente a ocorrencia de 

complicates osseas e articulares nesses locais. Podem ocorrer tambem infectes de feridas graves, exigindo amplo 

desbridamento excisional (p. ex., fasciite necrosante) em pacientes com doen^as de base (p. ex., diabetes melito) ou submetidos 
a terapia imunossupressora. 235,1410 Em certas ocasioes, esse microrganismo pode ser encontrado em feridas que nao estao 
associadas a mordeduras de animais nem a exposito obvia a animais. Foi tambem constatada a ocorrencia de infectes de 

feridas por P. multocida em consequencia de lambida de cao ou de gato em feridas abertas ou parcialmente cicatrizadas/ A 

bacteria tern sido isolada de ulceras de decubito, abscessos perioculares e infectes de feridas abdominais e ortopedicas pos- 
cirurgicas. 301 - 618 

Infectes osseas e articulares 

As infectes osseas e articulares resultam da implanta^ao de P. multocida no osso ou em articulates por mordeduras 

traumaticas e arranhaduras por caes e gatos, por disseminato contigua de celulite adjacente e, raramente, por semeadura 

hematogenica do espagr articular. As infectes induem artrite septica, osteomielite ou ambas. A artrite septica causada por P. 

multocida esta frequentemente associada a doen^a articular preexistente (p. ex., artrite reumatoide, corticosteroides, 

osteoartrite, proteses implantadas). Infectes de substitui^ao total de joelho e substitui^ao total de quadril tern ocorrido apos 
mordeduras, arranhaduras e lambidas de caes e de gatos. 123,584 Essas infectes podem exigir a retirada das proteses e sua 
reimplantagao subsequente. A osteomielite e o resultado da implanta^ao direta por ocasiao da mordedura ou pela extensao da 
celulite. As infectes sao mais graves em pacientes com doen^as de base. 193 

Infectes do trato respiratorio 

P. multocida pode ser isolada das vias respiatorias superiores e inferiores, onde pode se comportar como comensal ou como 

causa de epiglotite, pneumonia, empiema, abscesso pulmonar, sindrome de angustia respiratoria do adulto, bronquite, sinusite, 
tonsilite e otite media.i 63 , 4 9 i, 7 93 , 88 7 , 98 2 ,i 3 S' q s ^1^05 com coloniza^ao do trato respiratorio frequentemente apresentam uma 
historia de exposito ocupacional ou recreativa a animais. Em geral, os pacientes sintomaticos apresentam algum 

comprometimento preexistente das vias respiratorias (p. ex., DPOC, bronquite cronica, bronquiectasia, carcinoma de pulmao, 

infecto pelo HIV). Os sintomas de pneumonia por P. multocida consistem em irn'cio insidioso ou abrupto defebre, mal-estar, 

dispneia e dor toracica pleuritica. Na radiografia de torax, a apresentato mais comum consiste em consolidate lobar, com 

comprometimento principalmente do lobo inferior. As complicates consistem em desenvolvimento de bacteriemia, derrames 
pleurais e empiema. 847 A infecto das vias respiratorias superiores por P. multocida pode ter uma apresentato clinica incomum. 

Foi relatada a ocorrencia de tonsilite por P. multocida em uma mulher cujo gato habitualmente lambia a sua escova de 
dentes. 101 A sinusite invasiva por P. multocida foi descrita em urn receptor de transplante renal cujo cao lambia 0 seu rosto e 
orelhas. 1151 

Endocardite 

P. multocida pode constituir uma causa rara de endocardite de valva nativa e de protese valvar. 414,461,129 Em certas ocasioes, os 
pacientes apresentam uma historia de doen^a cardiaca subjacente ou preexistente, embora seja comum obter uma historia de 
exposito a caes ou gatos e de doen^a de base (/. e., hepatite, cirrose). 461 A infecto acomete habitualmente a valva da aorta e, 
com menos frequencia, a valva mitral. 414 Em 2007 , foi relatada a ocorrencia de endocardite do lado direito envolvendo a valva 
pulmonar, causada por P. multocida, em urn usuario de drogas IV HIV-negativo. 1 Esse paciente exigiu substituito da valva 
pulmonar com hemoenxerto, devido a ocorrencia de febre persistente e hemoculturas positivas. A endocardite causada por P. 



Infec^oes do SNC 


Infeqoes oculares 


Bacteriemiaesepse 


Infeqoes intra-abdominais 


multocida e habitualmente subaguda na sua apresenta^ao di'nica, conforme indicado por um peri'odo de 1 semana a 4 meses 
entre o aparecimento dos sintomas e o diagnostics etiologies. 0 caso relatado de endocardite de protese valvar ocorreu em uma 
mulher de 72 anos de idade com implante de valva de Carpentier-Edwards para estenose aortica 3 anos antes do aparecimento 
da doen^a . 944 A paciente respondeu a penicilina e a ampicilina-sulbactam, e nao houve necessidade de substitui^ao valvar. 

As infeqoes do SNC causadas por P. multocida tern consistido em meningite, empiema subdural e abscesso cerebral . 143,514,932 A 
apresenta^ao di'nica da meningite por P. multocida assemelha-se aquela produzida por outros microrganismos; em geral, o LCR e 
purulento, e sao observados cocobacilos gram-negativos na Colorado pelo metodo de Gram. Foram relatadas infec^oes do SNC 
em indivfduos idosos com doen^a subjacente e em lactentes . 97 A meningite em lactentes tern sido freguentemente associada a 
exposi^ao nao traumatica a animais por meio de lambidas de gatos e caes e fomites (p. ex., chupetas) contaminados com saliva 
de gato. 712,9: A transmissao vertical resultou em bacteriemia e meningite neonatais. Nesses casos, as culturas de amostras 
vaginal, de sangue ou de endometrio obtidas das maes foram positivas para P. multocida™ Os cuidadores de recem-nascidos e 
lactentes gue tern contato com animais tambem podem transmitir o microrganismo. Um relato de caso incomum descreveu a 
ocorrencia de meningite e sepse em gemeos cujo pai tinha abatido um carneiro para um jantar de celebra^ao. Os isolados dos 
gemeos foram identicos aos da garganta e das narinas do pai. Mais recentemente, foi relatada a ocorrencia de sepse e 
meningite em uma mulher de 44 anos de idade, gue revelou o habito de beijar o seu cao e transferir o alimento para o cao com a 
sua boca . 692 Ocorreu tambem meningite como complica^ao de artrite septica por P. multocida 7 67 

P. multocida foi isolada de raros casos de pacientes com conjuntivite, abscesso periocular com celulite, ceratite e endoftalmite. 

Foi estabelecido o diagnostico de conjuntivite purulenta em um proprietario d epoodle, gue nao se lembrava de ter sido exposto 
a nenhuma mordedura ou arranhadura do animal . 125 Em geral, a ceratite e ulceras de cornea causadas por P. multocida ocorrem 
apos lacerates de cornea por arranhaduras de gatos ou caes . 12 Foi constatada a ocorrencia de endoftalmite por P. multocida 
apos lesoes penetrantes de arranhaduras de gato ou como complica^ao pos-operatoria imediata ou tardia de catarata ou de 
cirurgia de implanta^ao de lente . 94,326 Essas infec^oes podem resultar em perda da acuidade visual ou em necessidade de 
enudea^ao do olho. 

A sepse e a bacteriemia por P. multocida podem ocorrer por dissemina^ao do microrganismo a partir de uma ferida localizada por 
mordedura ou podem originar-se de um foco de infec^ao em outro local (p. ex., celulite, artrite, meningite ou peritonite). ,( Em 
alguns casos, a ferida inicial pode ser tao inocua (p. ex., arranhadura minima causada pela pata de um cao) gue ela passa 
despercebida ate o aparecimento de sinais e sintomas de sepse. A bacteriemia ocorre predominantemente na present de 
doen^a hepatica (p. ex., cirrose) ou outras condigoes subjacentes (p. ex., neoplasias solidas, neoplasias malignas hematologicas, 
lupus, infec^ao ). 84,180,194,105 Foi observada a ocorrencia de sepse grave por P. multocida apos mordeduras de animais em 
indivfduos sadios . 11 Em 2007, foi estabelecido o diagnostico de bacteriemia por P. multocida em dois doadores assintomaticos 
de plaqueta. 0 primeiro receptor de plaguetas teve uma rea^ao transfusional, e /? multocida foi isolada da cultura de 
plaguetas do doador. 0 doador estava assintomatico, porem tinha sofrido uma mordedura de gato 100 min antes da doa^ao de 
plaguetas. No segundo caso, a contamina^ao das plaquetasfoi detectada por meio de cultura, e o doador, uma mulher de 74 
anos de idade que cuidava de varios gatos selvagens, foi diagnosticada com linfadenite por P. multocida 5 dias depois. 

P. multocida constitui uma causa infrequente de infec^oes intra-abdominais, incluindo infec^oes de feridas pos-cirurgicas, 
peritonite bacteriana espontanea, apendicite e abscessos intra-abdominais/esplenicos/hepaticos . 500,1058,1241 Os pacientes que 
desenvolvem essas infec^oes apresentam doen^as subjacentes, como cirrose, tumores de orgaos solidos e/ou neoplasias 
malignas hematologicas. Do ponto de vista clinico, a peritonite causada por P. multocida assemelha-se aquela provocada por 
bacterias entericas, com dor abdominal, febre, sangramento gastrintestinal e hipotensao. P. multocida e isolada do liquido de 
paracentese em cultura, embora a Colorado direta do liquido nao concentrado pelo metodo de Gram seja frequentemente 
negativa. Como a maioria dos pacientes com peritonite apresenta habitualmente bacteriemia concomitante, acredita-se que a 
coloniza^ao da cavidade peritoneal ocorra por via hematogenica na maioria dos casos, embora se tenha relatado a ocorrencia de 
infeqao peritoneal associada a endoscopia superior.' Embora a maioria dos casos de peritonite esteja associada a contato com 
animais, alguns pacientes nao tern nenhuma lembran^a ou nenhuma exposigao significativa a caes ou gatos. A peritonite 
associada a dialise peritoneal ambulatorial continua causada por P. multocida e incomum, embora tenha sido relatada . 49,923 Em 
alguns casos, o microrganismo foi introduzido na cavidade peritoneal por mordeduras ou arranhaduras de gato no tubo de 
dialise peritoneal. 



Infeqoes obstetricas, Em certas ocasioes, P. multocida pode colonizar o trato genital inferiorfeminino e causar infeqoes ginecologicas ou perinatais 

ginecologicas e do trato graves, incluindo meningite no recem-nascido. As infec^oes do trato genital feminino e de recem-nascidos induem infecgao 
urinario difusa, abscesso tubo-ovariano, abscesso da glandula de Bartholin, endometrite relacionada a dispositivo intrauterino, infeqao 

intrauterina seguida de aborto septico, corioamnionite com sepse neonatal, pneumonia e meningite . 227,799 ' 1088,1314 A maioria das 
pacientes apresenta algum tipo de doen^a de base ou imunocomprometimento (p. ex., traumatismo craniano, neurocirurgia, 
cirrose hepatica, infeqao de ferida pos-operatoria, carcinoma cervical ou malforma^oes congenitas do trato geniturinario). Em 
uma mulher, previamente sadia com exposi^ao nao traumatica ao gato da farm'lia, foi descrita tambem a ocorrencia de sepse 
puerperal, com isolamento do microrganismo do sangue e da secre^ao endocervical . 1308 Nesse caso, a "impressao digital" por 
PCR demonstrou a identidade genotipica dos isolados da paciente e da cavidade oral de seu gato. Raramente, as infecqies do 
trato urinario podem ser causadas por P. multocida. Com maisfreguencia, esses casos estao associados a gatos, e os pacientes 
habitualmente apresentam doen^a renal subjacente e anatomia urologica anormal em conseguencia de cirurgia . 309,794 


Os fatores de virulencia de P. multocida, que estao associados a infecpoes economicamente importantes em animais (p. 
ex., finite atrofica em suinos), foram ativamente investigados durante anos. Algumas cepas de P. multocida sao encapsuladas, 
e foram descritos cinco grupos capsulares - A, B, D, E e F. 560 Esses grupos capsulares podem ser ainda divididos pela tipagem 
do antigeno O somatico. A maioria dos isolados humanos de P. multocida pertence ao grupo capsular A e, em menor grau, ao 
grupo D. As cepas de P. multocida que causam rinite atrofica produzem uma toxina dermonecrotica de 145 kDa codificada por 
cromossomo, que constitui um fator de virulencia essencial para o desenvolvimento e a progressao da doen^a. Foram 
desenvolvidos testes moleculares para a detecc^ao direta do gene toxA em P. multocida. O papel da toxina dermonecrotica na 
doen9a humana nao e conhecido. 

Em 2010, o CLSI publicou diretrizes para testes de sensibilidade de especies de Pasteurella a agentes antimicrobianos 
com microdiluigao em caldo e diluipao em agar. -4 ' 1 O metodo de microdiluigao em caldo aprovado utiliza caldo Miieller- 
Hinton ajustado com cations, com sangue de cavalo lisado (2,5 a 5%), uma suspensao de colonias direta equivalente a um 
padrao de curva^ao de McFarland de 0,5 e incubacjao no ar a 35°C durante 18 a 24 horas. Os agentes a serem considerados 
para teste incluem penicilinas, combina9oes de betalactamico/inibidor da betalactamase (i. e., amoxicilina clavulanato), 
cefalosporinas (especificamente ceftriaxona), fluoroquinolonas (levofloxacino, moxifloxacino), tetraciclinas (especificamente 
tetraciclina e doxiciclina), macrolidios (eritromicina, azitromicina) e SXT. Os testes de sensibilidade a antimicrobianos 
indicam que os isolados de P. multocida sao amplamente sensiveis a numerosos agentes antimicrobianos in vitro. O 
microrganismo mostra-se sensivel a penicilina, ampicilina, amoxicilina-clavulanato, penicilinas de amplo espectro, 
cefalosporinas de espectro ampliado e tetraciclinas. Observa-se menor atividade com as cefalosporinas de primeira gera9ao (p. 
ex., cefalotina, cefazolina) e com as penicilinas semissinteticas (p. ex., oxacilina, meticilina, nafcilina). Os aminoglicosidios 
possuem atividade moderada a precaria contra cepas de P. multocida in vitro, e o microrganismo mostra-se resistente a 
vancomicina e clindamicina. A azitromicina possui maior atividade contra P. multocida do que a eritromicina. As cepas de P. 
multocida sao muito sensiveis as fluoroquinolonas e as oxazolidinonas, porem os dados clinicos sobre o uso de agentes 
quimioterapicos sao limitados. Com frequencia, os isolados de P. multocida de animais mostram-se resistentes a tetraciclina, 
devido a presen9a de um determinante de resistencia a tetraciclina associado a transposon tet(H). No momenta atual, a 
penicilina e as cefalosporinas de espectro expandido por via parenteral continuam sendo os agentes de escolha no tratamento 
de infec9oes causadas por P multocida. 

Pasteurella dagmatis, Pasteurella canis e Pasteurella stomatis. P. dagmatis, P. canis e P. stomatis sao membros da 
microbiota oral de caes, e P. dagmatis tambem e encontrado na orofaringe de felinos. As infec9oes humanas estao associadas a 
mordeduras e arranliaduras por esses animais. P. dagmatis constitui uma causa rara de bacteriemia e endocardite; em um caso, 
a endocardite foi complicada por osteomielite vertebral. 7 1111 1211 A paciente era uma mulher de 55 anos de idade, que 
trabalhava em uma sociedade protetora de animais e havia sofrido miiltiplas mordeduras e arranhaduras de gatos 
abandonados. 1211 Foi tambem documentada a ocorrencia de bacteriemia por P. dagmatis em um homem diabetico de 50 anos 
de idade, que desenvolveu celulite no dedo do pe e bacteriemia por P. multocida no ano anterior; naquela epoca, a infec9ao foi 
atribuida a seu cao Dachshund, que havia lambido uma vesicula aberta no pe do paciente. 410 Durante a segunda interna9ao do 
paciente, P. dagmatis foi isolada de hemoculturas; nesse momento, o isolado foi atribuido a seu cao Yorkshire Terrier! Foi 
documentada a ocorrencia de pneumonia cronica por P. dagmatis e Neisseria canis em um homem de 66 anos de idade, que 
era proprietario de um poodle com DPOC. 20 Foi tambem relatada a ocorrencia de peritonite bacteriana espontanea e peritonite 
associada a dialise peritoneal causadas por P dagmatis. 72,1318 Em 2009, Guillard et al. relataram o isolamento de P. dagmatis 
de uma ferida por mordedura de cao; o microrganismo foi identificado incorretamente como P. pneumotropica pelo sistema 
Vitek® 2. 524 



Tanto P. canis quanto P. stomatis foram isoladas de feridas infectadas provocadas por mordeduras de caes. 557,1044 As cepas 
de P. cams sao classificadas em dois biotipos: o biotipo 1 e encontrado na cavidade oral de caes, enquanto o biotipo 2 foi 
isolado de bezerros. 926 Em um estudo conduzido por Holst et al., 28 de 159 cepas examinadas foram identificadas como P. 
canis; todas essas cepas eram cepas de biotipo 1 obtidas de feridas causadas por mordeduras de caes. 6 " 1 Dez isolados foram 
identificados como P. stomatis, oito de feridas por mordeduras de caes e dois de abscessos. Nas oito infecpoes de feridas 
causadas por P. stomatis, P. multocida e P. canis foram isoladas concomitantemente com P. stomatis. P. dagmatis, P. canis e P. 
stomatis mostram-se sensiveis a penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosidios, tetraciclinas, fluoroquinolonas e SXT. 

[Pasteurella] especies de incertae sedis | Importancia ch'nica, identificacao e sensibilidade a 
agentes antimicrobianos 

[Pasteurella] aerogenes. [/-’.] aerogenes e encontrada entre a microbiota orofaringea/intestinal de suinos. Casos raros de 
infecpoes humanas resultaram de mordeduras, feridas por caninos de javali ou em consequencia de exposipoes ocupacionais a 
suinos e javalis. 386 Esse microrganismo e a causa de abortos e natimortos em suinos, caes e coelhos. [P.] aerogenes foi isolada 
das orelhas e da garganta de uma crianpa natimorta nascida de uma mulher com 31 semanas de gestapao; o microrganismo 
tambem foi isolado de culturas de amostra vaginal depois do parto. A mulher trabalhava em uma fazenda de criapao de 
porcos na Dinamarca. Quiles et al. relataram a ocorrencia de osteomielite vertebral cervical causada por [ P.] aerogenes em um 
homem de 62 anos de idade previamente saudavel. " IM [P.] aerogenes tambem foi isolada do liquido de dialise peritoneal de 
uma menina de 14 anos de idade, cujo hamster de estimapao havia mastigado o tubo de dialise. 4 ' [P.] aerogenes cresce 
produzindo colonias lisas, convexas, circulares e nao hemoliticas em agar-sangue de carneiro e tambem cresce em agar 
MacConkey. [P.] aerogenes e indol-negativa e urease-positiva, e a maioria dos isolados produz ornitina descarboxilase. Essa 
especie e “aerogenica”, significando a produpao de gas a partir da glicose durante a fermentapao. Os isolados de [P.] 
aerogenes de amostras humanas demonstraram ser sensiveis a ampicilina, cefalosporinas, aminoglicosidios, ciprofloxacino e 
tetraciclina. 

Tabela 9.8 Caracteristicas fenotipicas para a identificapao de especies de Pasteurella, de Gallibacterlum e Bibersteinia. 
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3 Raramente, as cepas podem ser lactose-positivas. 

‘A maioria das reagoes e negativa para os microrganismos indicados. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; Dl = dados indisponiveis; V = reagao variavel; V* = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; V - = reagao variavel, com a 
maioria das cepas negativas; +' = reagao positiva fraca; +~ = reagao positiva, com raras cepas negativas; HEM em SBA = hemclise em agar-sangue de carneiro; OX = oxi¬ 
dase; CAT=catalase; NO, RED = redugao do nitrato a nitrito; IND = indol; URE= urease; ODC = ornitina descarboxilase; PAL = fosfatase alcalina; ONPG = onitrofenil-|i-D-ga- 
lactopiranosidio; GLI = glicose; MAL= maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; XIL = xilose; MNTL = manitol; TRE = trealose; MAN = manose; ARAB = arabinose; SBTL = 
sorbitol; GAL = galactose; INOS = inositol; RAF = rafinose; DULC = dulcitol. 

[Pasteurella] pneumotropica. [/-'.] pneumotropica faz parte da microbiota do trato respiratorio de caes, gatos, ratos e 
camundongos. Os seres humanos tornam-se infectados em consequencia de exposigao traumatica com mordeduras de caes e 
gatos. As infecgoes humanas atribuidas a [ P.] pneumotropica incluem meningite, bacteriemia com choque, infecgoes osseas e 
articulares, infecgao de feridas, celulite infecgao das vias respiratorias superiores. 450,46 ' :; i Foi documentada a ocorrencia de 
pneumonia intersticial bilateral por [P.] pneumotropica em um paciente de 27 anos de idade com AIDS que convivia com 
varios caes. 31 Foi relatada a ocorrencia de peritonite por [P.] pneumotropica em consequencia de contaminagao do tubo de 
dialise por um hamster de estimagao em um paciente submetido a dialise peritoneal ambulatorial continua. 195 [P.] 
pneumotropica tem sido raramente isolada de drenagem de ferida, osso, liquido articular, swabs de garganta, urina, liquido 
pleural e sangue. Depois de 24 horas de incubagao, as colonias de [P.] pneumotropica em agar-sangue de carneiro apresentam 
tamanho variavel (0,5 a 1 mm de diametro), sao lisas, convexas e nao hemoliticas. Essas colonias sao urease-positivas, indol- 
positivas e ornitina descarboxilase-positivas; esses ultimos dois testes ajudam a diferenciar [P.] pneumotropica de 
Actinobacillus ureae, que e negativo para ambas as reagoes. Algumas cepas de [P.] pneumotropica crescem em agar 
MacConkey. O teste de urease positivo e as reagoes diferenciais para maltose e manitol ajudam a diferenciar esse 
microrganismo de P multocida. 

[Pasteurella] bettyae. [P.] bettyae (anteriormente conhecida como grupo HB-5 dos CDC, [P.] bettii ) foi isolada do trato 
geniturinario feminino humano e de amostras relacionadas (i. e., liquido amniotico). Em 1989, foi identificado no Tennessee 
um grupo de cinco pacientes com uretrite, doenga inflamatoria pelvica ou abscessos da glandula de Bartholin; [P.] bettyae foi 
isolada como agente etiologico." Esse surto sugeriu que [P.] bettyae pode ser um patogeno sexualmente transmitido. Em um 
estudo conduzido em Ruanda, [P.] bettyae foi isolada de 25 (3,6%) de 675 pacientes (204 mulheres e 471 homens) com 
doenga ulcerosa genital, porem apenas de um entre 983 pacientes sem doenga ulcerosa genital. Dos 145 homens com 
secregao uretral, porem sem ulceras genitais, [P.] bettyae foi isolada apenas de um paciente. Em 1996, [P.] bettyae foi descrita 
como causa de bacteriemia periparto em uma mulher de 25 anos de idade e como agente etiologico de pneumonia e derrame 
pleural fatais em um homem de 40 anos de idade com infecgao pelo HIV. 909,1177 [P.] bettyae cresce em agar-sangue e em agar- 
chocolate, porem o seu crescimento em agar MacConkey e variavel. Depois de 24 horas de incubagao em ambiente de CO 2 , 
aparecem colonias puntiformes, nao hemoliticas, lisas e brancas. O microrganismo produz oxidase de modo variavel ou tardio, 
e a reagao da catalase e negativa. O nitrato e reduzido a nitrito, mas nao a gas nitrogenio, e nao ha produgao de urease. 
Verifica-se a formagao de acido a partir da glicose e manose, mas nao a partir da maltose, sacarose, lactose, manitol e xilose. 
O microrganismo produz indol depois de uma incubagao de um dia para o outro em caldo triptona; a formagao de indol pode 
ser pequena; por conseguinte, a extragao com xileno e o uso do reagente indol de Ehrlich podem ser necessarios para a 
detecgao de indol. Os isolados de [P.] bettyae mostram-se sensiveis a penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, 
carbapenemicos, fluoroquinolonas, aminoglicosidios e SXT. No estudo de Ruanda, 7 de 24 isolados exibiram resistencia a 
ampicilina, devido a produgao de betalactamase. 11 

[Pasteurella] caballi. [P.] caballi e um habitante das vias respiratorias superiores de equinos e suinos e foi isolada em cultura 
pura e mista de pneumonia equina, peritonite, endocardite equina e suina, feridas, abscessos e infecgoes do trato 
genital. :71,277,1148 Os casos documentados de infecgoes humanas causadas por [P.] caballi incluem uma lesao digital flutuante 
inflamatoria que ocorreu sem lesao traumatica previa em um veterinario de 28 anos de idade que trabalhava com cavalos, e 
infecgao de ferida por mordedura de cavalo. As cepas de [P.] caballi sao amplamente sensiveis aos agentes 
antimicrobianos; todavia, algumas cepas demonstram resistencia a penicilina G e as sulfonamidas. 

Avibacterium ([Pasteurella]) gallinarum. [P.] gallinarum foi reclassificada no novo genero Avibacterium com a 
denominagao de A. gallinarum em 2005. A. gallinarum e um habitante do trato respiratorio de aves domesticas. O primeiro 
relato de infecgao humana causada por A. gallinarum apareceu em 1995, quando o microrganismo foi isolado de hemoculturas 
de um menino de 12 anos de idade da Arabia Saudita, que desenvolveu endocardite 10 anos apos reparo cirurgico de 




comunicafjao interventricular. 16 Esse isolado mostrou-se sensivel a penicilina, a ampicilina e a cefotaxima; o paciente 
respondeu a 6 semanas de terapia com esses ultimos dois farmacos. O paciente nao relatou nenhuma mordedura, arranhadura 
ou contato com qualquer animal. O segundo relato de infec 9 ao humana ocorreu em 1999, no Japao, quando A. gallinarum foi 
isolado de hemoculturas de um homem de 34 anos de idade com gastrenterite aguda. Esse isolado mostrou-se sensivel a 
penicilinas, cefalosporinas, macrolidios, carbapenemicos, fluoroquinolonas e aminoglicosidios, e o paciente respondeu a 
terapia com cefazolina. Desenvolveu gastrenterite 2 dias apos o consumo de carne de frango em uma churrascaria, e os autores 
sugeriram que essa refei 9 ao pode ter sido a fonte de A. gallinarum. A identidade dos isolados nesses dois relatos de casos foi 
questionada, visto que nao foram incluidos detalhes das caracteristicas fenotipicas, ou os dados fornecidos nao foram 
suficientes para uma identifica 9 ao acurada. 451 Em 2002, A. gallinarum foi isolado do sangue, da urina e do LCR de um recem- 
nascido de 4 dias de idade, em consequencia de parto septico ocorrido em casa. 7 

Especies de Mannheimia (anteriormente complexo "Pasteurella haemolytica/Pasteurella 
granulomatis") 

As cepas de P. haemolytica sao reconhecidas como patogenos proeminentes em animais domesticados, causando doen 9 as 
graves e perdas economicas importantes para as indiistrias do gado bovino, ovinos, suinos e aves domesticas. Historicamente, 
as cepas de P. haemolytica foram divididas em biotipos, designadas como biotipo A (associado ao gado bovino) e biotipo T 
(associado a ovinos). As cepas do biotipo A produzem acido a partir da arabinose, mas nao da trealose, enquanto as cepas do 
biotipo T produzem acido a partir da trealose, mas nao da arabinose. Esses biotipos tambem foram divididos, cada um deles, 
em 17 sorotipos: os sorotipos 1, 2, 5 a 9, 11 a 14, 16 e 17 pertencem ao biotipo A, enquanto os sorotipos 3, 4, 10 e 15 
pertencem ao biotipo T. Em 1985, P. haemolytica sensu stricto foi excluida do genero Pasteurella, com base em estudos de 
hibridiza 9 ao DNA-DNA. A hibridiza 9 ao DNA-rRNA confmnou essa exclusao dos generos Pasteurella, Haemophilus e 
Actinobacillus . 926 As investiga 9 oes genotipicas de cepas de “P. haemolytica ” (biotipo T) trealose-positivas levaram a sua 
reclassifica 9 ao como Pasteurella trehalosi, apesar de exibirem uma afmidade genetica marginal com o genero Pasteurella. 
Recentemente os microrganismos classificados como Pasteurella trehalosi foram reclassificados no novo genero Bibersteinia, 
com a denomina 9 ao de Bibersteinia trehalosi . 177 

A analise de diversas cepas de “P. haemolytica” trealose-negativas (biotipo A) por criterios fenotipicos, eletroforese 
enzimatica de miiltiplos loci, ribotipagem e sequenciamento do rRNA 16S levou a proposta de um novo genero, Mannheimia, 
para acomodar os isolados trealose-negativos do complexo “P. haemolytica” e “P. granulomatis” ? v: ' 1084 Com base no 
sequenciamento do rRNA 16S, foram delineados quatro grupos relacionados distintos, correspondentes a cinco novas 
especies, no genero Mannheimia'. M. haemolytica e M. glucosida (grupo I), M. ruminalis (grupo II), M. granulomatis (grupo 
III) e M. varigena (grupo IV). 46 Essas novas especies estao mais estreitamente relacionadas ao genero Actinobacillus 
(particularmente A. lignieresii) e a especie B. trehalosi Q‘P. trehalosi”). As especies de Mannheimia podem ser separadas do 
genero Pasteurella pela sua incapacidade de produzir acido a partir da manose, bem como das especies de Actinobacillus 
associadas a animais por serem urease-negativas. As especies de Mannheimia sao manitol-positivas, o que as separa dos 
membros do genero Haemophilus, que sao manitol-negativos. As cepas de M. haemolytica constituem a causa da pasteurelose 
pneumonica bovina ou “febre do transporte”. Essa infec 9 ao e desencadeada pela aglomera 9 ao excessiva dos animais, estresse, 
imunossupressao e infec 9 ao viral concomitante do trato respiratorio. As cepas de M. haemolytica que provocam doen 9 a no 
gado bovino produzem uma leucotoxina, que e especie-especifica e que possui atividade citolitica contra celulas linfoides de 
ruminantes. A leucotoxina e uma proteina de 105 a 108 kDa, que pertence a familia da toxina RTX. 1126,1224 Quando presente 
em baixas concentra 9 oes, essa leucotoxina ativa os neutrofilos, induz a forma 9 ao de citocinas inflamatorias e provoca 
altera 9 oes citoesqueleticas que levam a apoptose. A toxina tambem provoca a forma 9 ao de poros nas membranas celulares, 
resultando em tumefa 9 ao e lise das celulas. 1224 In vitro, a leucotoxina provoca altera 9 oes citopaticas nos alveolos dos bovinos, 
onde esta associada as membranas de macrofagos e neutrofilos em degenera 9 ao. Os mutantes de M. haemolytica leucotoxina- 
negativos apresentam redu 9 ao da virulencia em modelos animais. 1247 

Os membros do antigo complexo “P. haemolytica” sao raramente isolados de seres humanos, e as infec 9 oes ocorridas 
resultaram de exposi 9 oes ocupacionais ou recreativas a animais. Rivera et al. relataram um caso de infec 9 ao de enxerto aortico 
por “P. haemolytica” biotipo A (M. haemolytica) e por estreptococos beta-hemoliticos do grupo C em um homem de 50 anos 
de idade. 10 ’ 1 Yaneza et al. descreveram um paciente com endocardite que nao tinha tido nenhum contato com gado bovino ou 
outros animais de cria 9 ao. 1395 Os isolados de M. haemolytica mostram-se sensiveis a penicilina, ampicilina, amoxicilina- 
clavulanato, macrolidios, aminoglicosidios e fluoroquinolonas, porem sao resistentes a linezolida. Durante o estudo da 
sistematica do genero Pasteurella, utilizando sequencias do gene sodA, um isolado de M. haemolytica obtido de uma amostra 
de escarro de um ser humano demonstrou ser o primeiro isolado humano de Gallibacterium anatis (Tabela 9.8). Outra especie 
de Mannheimia anteriormente nao descrita, Mannheimia succiniciproducens, foi isolada de amostras de rumen bovino em 
2002. ” Essa especie foi caracterizada genotipicamente, porem nao se dispoe de caracteristicas fenotipicas. A Tabela 9.9 
apresenta as caracteristicas fenotipicas uteis para a identifica 9 ao de especies de Mannheimia. 


Genero Actinobacillus 

Taxonomia 

Atualmente, o genero Actinobacillus inclui 22 especies e taxons inominados: 19 deles estao associados ao trato respiratorio e 
trato genital de animais. A. pleuropneumoniae, subespecies de A. equuli e A. suis estao associados a doenpas graves em 
animais, e apenas duas especies - A. ureue e A. hominis - foram isoladas de infecpoes humanas. Com base na analise 
filogenetica do rRNA 16S, em dados de hibridizapao DNA-DNA e nas caracteristicas fenotipicas, o genero Actinobacillus 
sensu stricto inclui A. lignieresii, A. pleuropneumoniae, A. equuli subesp. equuli, A. equuli subesp. haemolyticus (taxon 11 de 
Bisgaard), A. suis, A. arthriditis (taxon 9 de Bisgaard sorbitol-positivo), A. ureae, A. hominis, Actinobacillus genomo especie 
1, Actinobacillus genomo especie 2 (A. arthriditis sorbitol-negativo) e taxons 8 e 26 de Bisgaard/'' 1 Com base em 
compara 9 oes filogeneticas do rRNA 16S, outras “especies” classificadas no genero Actinobacillus podem ser 
subcategorizadas em sete grupos monofileticos, representando taxons incorretamente designados e que nao pertencem 
verdadeiramente ao genero Actinobacillus. Esses filos incluem o “grupo rodent” ([A.] muris ), 131 o “grupo succinogenes- 
seminis” ([A.] seminis, [A.] succinogenes), o “grupo rossii” ([A] rossii, [A.] porcinus), o “grupo capsulatus” ([A] capsulatus), 
o “grupo parasuis” ([A] indolicus ) e o “grupo delphinicola” ([A.] delphinicola, [A.] scotiae). [A.] minor (de suinos) nao tem 
nenhuma filiapao de grupo, porem esta estreitamente relacionado ao core do genero Actinobacillus e com outra especie 
proposta, “[A] porcitonsillarum” , 1260 A taxonomia revisada do genero Actinobacillus sensu stricto, baseada no 
sequenciamento do rRNA 16S, e sustentada por comparapoes de sequencias genicas alternativas (p. ex., sequenciamento de 
um fragmento 426 pares de bases do gene infB, que codifica o fator de iniciapao da tradupao 2). 955 Os membros do grupo 
Actinobacillus sensu stricto e Actinobacillus especies incertae sedis sao apresentados no Boxe 9.6. 

Importancia ch'nica das especies de Actinobacillus 

Actinobacillus ureae. A. ureae e um comensal incomum do trato respiratorio humano e um raro isolado de infecpoes 
humanas, incluindo bacteriemia, endocardite, meningite, infecpao da medula ossea, artrite septica, pneumonia, conjuntivite e 
peritonite. 77 ” 135 ’ 400,674 ’ 691 ’ 709 ’ 950 ’ 1350 Na maioria dos casos, verifica-se a presenpa de uma condipao subjacente, como infecpao 
pos-operatoria, diabetes melito, doenpa periodontal, enfisema e cirrose associada ao consumo de alcool. Casos de meningite 
foram associados a traumatismo craniano anterior e a presenpa de doenpa subjacente, incluindo infecpao pelo HIV. 674 

Actinobacillus hominis. A. hominis e um isolado humano raro, que tem sido obtido de amostras de escarro e de liquido de 
empiema de individuos com doenpa pulmonar cronica. Wust et al. descreveram dois pacientes com insufrciencia hepatica 
devido a hepatite B cronica e cirrose, respectivamente, em que ocorreu septicemia por A hominis como evento terminal. 1374 
Em um estudo conduzido em Copenhague em 36 pacientes com infecpao das vias respiratorias inferiores e/ou bacteriemia por 
A. hominis, as condipoes associadas consistiram em alcoolismo, doenpa cardiovascular, adicpao de substancias, transtornos 
psiquiatricos e DPOC. 456 

Outras especies de Actinobacillus. Em geral, ocorrem infecpoes humanas por especies animais de Actinobacillus em 
consequencia de traumatismo relacionado a animais. A. lignieresii, A. equuli e A. suis foram isolados de amostras clinicas 
humanas, incluindo feridas por mordeduras de cavalos e carneiros, liquido articular, sangue e escarro. I ’ 108,403 ’ 1015 As outras 
especies de Actinobacillus nao foram isoladas de amostras clinicas humanas. 

Caracteristicas de cultura das especies de Actinobacillus 

Os membros do genero Actinobacillus sao bacilos gram-negativos ou cocobacilos aerobios, microaeroftlos ou facultativos, 
cuja temperatura ideal para o seu crescimento e de 35° a 37°C. Todos os membros do genero sao bacilos gram-negativos 
imoveis, urease-positivos, indol-negativos, positivos no teste de ALA-porfirina e fosfatase-positivos. Todas as especies 
produzem acido a partir de glicose (sem produpao de gas), maltose, sacarose, frutose e dextrina, e o nitrato e reduzido a nitrito 
e a gas nitrogenio. Todas as especies do genero sao negativas para vermelho de metila e nao produzem acetoina, e a maioria 
das especies e positiva para catalase e oxidase. As caracteristicas fenotipicas de A. ureae e A. hominis sao apresentadas na 
Tabela 9.10, enquanto as caracteristicas de especies de Actinobacillus isoladas de animais sao apresentadas na Tabela 9.11. 

A. ureae e um bacilo gram-negativo pleomorfico; quando coradas, algumas cepas formam filamentos distintos. Depois de 
24 horas de crescimento em agar-sangue, em uma atmosfera enriquecida com C0 2 aparecem colonias lisas, de 1 mm de 
diametro e nao hemoliticas. Alguns isolados podem ter aparencia mucoide. O microrganismo e oxidase-positivo, catalase- 
positivo, reduz o nitrato a nitrito, nao cresce em agar MacConkey e hidrolisa rapidamente a ureia. Nao ha produpao de indol, e 
as reapoes da lisina e ornitina descarboxilase, bem como a da arginina di-hidrolase, sao negativas. Ocorre produpao de acido a 
partir de glicose, maltose, sacarose e manitol; nao se observa a produpao de acido a partir da lactose e da xilose. As outras 
especies de Actinobacillus bioquimicamente semelhantes podem ser diferenciadas de A. ureae pela produijao de acido a partir 
de outros carboidratos e pela capacidade dessas outras especies de crescer em agar MacConkey. Foram utilizados metodos 


moleculares para o diagnostico de meningite por A. ureae. As cepas de A. ureae sao sensiveis a maioria dos agentes 
antimicrobianos, incluindo penicilina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, tetraciclina, SXT e aminoglicosidios. 

A. hominis forma colonias mucoides e nao mucoides nao hemoliticas em agar-sangue de cameiro. O microrganismo e 
positivo para as reaves de oxidase, catalase, urease e ONPG, porem e negativo para indol. Ha produpao de acido a partir de 
uma grande variedade de carboidratos, e essas caracteristicas sao uteis para diferenciar A. hominis de A. ureae. 

Especies de Brucella 
Introduce) 

A brucelose (infeepao por especies de Bmcella) e de distribuipao mundial e tem sido historicamente conhecida como febre 
ondulante, doe 119 a de Bang, febre de Gibraltar, febre do Mediterraneo e febre de Malta. O microrganismo foi isolado pela 
primeira vez em 1887 por sir David Bruce, que isolou o microrganismo suspeito de culturas de amostras de bapo de soldados 
britanicos que morreram em consequencia de febre de Malta. Posterionnente, foi constatado que o leite, o queijo e outros 
produtos derivados do leite de cabra tinham sido a fonte de infeepao desses soldados. Foram isolados microrganismos 
semelhantes de gado bovino, suinos e seres humanos expostos a esses animais e seus produtos. A brucelose passou a ser 
reconliecida como uma zoonose de grande importancia economica e problematica para a indiistria do gado em muitas partes 
do mundo. Na atualidade, a brucelose ainda acomete seres humanos e animais em muitas partes do mundo, incluindo sul da 
Europa, regiao leste do Mediterraneo, Oriente Medio, Peninsula Arabica, Asia Central, subcontinente indiano, Mexico, 
America Central e America do Sul . 1002 A brucelose em animais foi erradicada com sucesso em varias partes do mundo, 
incluindo America do Norte, Europa setentrional e noroeste da Asia. As infeepoes que ocorrem nessas areas resultam 
habitualmente de viagens para areas endemicas, exposipao a animais infectados ou infeepoes acidentais adquiridas em 
laboratories. A brucelose e transmitida entre animais pelo trato gastrintestinal, pele e mucosas. Apos a infeepao, os 
microrganismos alcan 9 am os linfonodos, e ocorre bacteriemia. Em alguns animais (p. ex., infeepao por B. abortus no gado 
bovino), os microrganismos proliferam no utero e nas glandulas mamarias. O crescimento dos microrganismos nas membranas 
corionicas da femea prenhe leva ao aborto. Muitos animais recuperam-se espontaneamente da infeepao; todavia, continuam 
eliminando as bacterias pela urina, secrepoes vaginais e leite por um periodo de tempo variavel. 


Tabela 9.9 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Marmheimia. 
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MAL 

+ 

+ 

V 

V 

V 

+ 

MNTL 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

SBTL 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

r 



ARAB 

- 

Y 

- 

- 

+ 

V 

ADON 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

AMIG 


+ 

V 

- 

- 

- 

ARB 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

CEL 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

ESC 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

GENTB 

- 

V 

V 

- 

- 

V 

M-INOS 

V 

+ 

V 

- 

V 

+ 

MAN 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

MEL 

- 

- 


- 

V 

- 

SAL 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

TRE 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

XIL 

+ 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

(3-GAL 

V 

+ 

V 

+ 

V 

v + 

P-GLI 

- 

+ 

+ 

- 

V 

- 

P-FUC 

+ 

V 

- 

- 

V 

r 

P-XIL 

V 

V 

V 

- 

V 

V 

Fonte 

Gado bovino, ovinos 

Ovinos 

Gado bovino, cervos 

Gado bovino, ovinos 

Gado bovino, sui'nos 


a Dividida em 9 biovariantes: A a 1. 
to Dividida em 2 biovariantes: 1, 2. 
c Dividida em 2 biovariantes: 1,2. 


d As biovar. A a E e I sao positivas; as biovar. F, G e H sao negativas. 
e As biovar. A, C, D, G e I sao positivas; as biovar. B, E, F e H sao negativas. 
f As biovar. A, B, D a FI sao positivas; as biovar. C e I sao negativas. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V + = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; V“ = reagao 
variavel, com a maioria das cepas negativa; HEM em SBA = hemolise em agar-sangue bovino; OX = oxidase; N0 3 RED = redugao do 
nitrato a nitrito; PAL = fosfatase alcalina; CIT = crescimento em citrato; MOT = motilidade; URE = urease; IND = indol; ADH = arginina di- 
hidrolase; ODC = ornitina descarboxilase; GLI = glicose; MAL = maltose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; ARAB = arabinose; ADON = 
adonitol; AMIG = amigdalina; ARB = arbutina; CEL = celobiose; ESC = esculina; GENTB = gentabiose; M-INOS = mioinositol; MAN = 
manose; MEL = melibiose; SAL = salicina; TRE = trealose; XIL = xilose; (3-GAL = (3-galactosidase; (3-GLI = (3-glicosidase; (3-FUC = (3- 
fucosidase; (3-XIL = (3-xilosidase. 


Boxe 9.6 


Membros do genero de Actinobacillus sensu stricto e Actinobacillus especies incertae sedis 


Especies de Actinobacillus sensu stricto 


Habitats em animais e doencas 


Actinobacillus lignieresii 


Actinobacillus equuli subesp. equuli 


A. lignieresii e urn comensal da cavidade oral e da faringe em ruminantes (gado bovino e ovinos). A doen^a 
resulta de inoculagao traumatica dos microrganismos no tecido submucoso, com forma^ao de granulomas na 
cabega, pesco^o, gengivas e lingua (doenga da "lingua de madeira" ou "lingua de pau" de bovinos). A 
dissemina^ao pelos vasos linfaticos resulta na formagao de granulomas nos pulmoes. Esse microrganismo 
tambem provoca infecgoes pneumonicas e cutaneas em ovinos e outros ungulados. 

A. equuli provoca uma doen^a eguina denominada "doen^a do potro sonolento" ("articula^ao doente"). 270,363 0 
potro adguire o microrganismo da mae, gue pode ser portadora assintomatica do microrganismo na boca, trato 
respiratorio e trato alimentar. No potro, a nefrite constitui a principal doen^a associada. A. equuli tambem pode 




Actinobacillus equuli subesp. haemolyticus 

provocar bacteriemia, endocardite, peritonite, infecgao das vias respiratorias inferiores e infecgao do trato 
genital, resultando em aborto em animais adultos. 1 0 microrganismo tambem foi isolado de suinos. 

Esse microrganismo foi originalmente descrito como variante hemolitica de A equuli, e, subseguentemente, a 
especiefoi alterada para incluir duas subespecies. 270 Essa subespecie tambem esta envolvida em bacteriemia, 
peritonite, nefrite, osteomielite, endometrite, aborto e artrite em eguinos. Foi detectada uma atividade da 

toxina RTX na subespecie haemolyticus, mas nao na subespecie equuli, e essa toxina mostra-se ativa contra 
linfocitos eguinos. A semelhan^a de A. pleuropneumoniae, essa especie e positiva para CAMP teste. 

Actinobacillus pleuropneumoniae 

A. pleuropneumoniae e urn importante agente gue provoca pneumonia e doen^a pulmonar cronica em suinos 
altamente contagiosas. 1124 Em geral, a doen^a ocorre em surtos entre animais gue carecem de imunidade 
contra esse microrganismo. A infecgao consiste em pneumonia necrosante associada a congestao grave e 

hemorragia no parenguima pulmonar. 0 fator de virulencia mais significativo de A pleuropneumoniae e a 

produgao de toxinas Apx (pxl, Apxll e Apxlll), gue sao codificadas por genes RTX (repetigao em toxinas). A 

familia RTX de citolisinas tambem inclui a hemolisina de £ colie a leucotoxina AeMannheimiahaemolytica, e 

genes semelhantes tambem sao encontrados em A. suis e A. equuli subesp. haemolyticus. As toxinas Apx sao 

citotoxinas gue tern a capacidade de lisar macrofagos suinos in vitro e in vivo. A. pleuropneumoniae necessita do 

fator V para o seu crescimento e, portanto, nao cresce em agar-sangue de carneiro. Foi descrito urn biotipo 

independente de fator V desse microrganismo gue nao provoca doen^a em suinos. 0 microrganismo tambem 

produz uma hemolisina, gue e responsavel pela fS-hemolise em agar-sangue suplementado com fator V e 

reatividade do CAMP teste com Staphylococcus aureus. 

Actinobacillus arthriditis 

A. arthriditis foi isolado da orofaringe de eguinos sadios e como causa de septicemia e artrite em cavalos 

doentes. 268 

Actinobacillus suis 

Essa especie provoca septicemia, pneumonia, gastrenterite e artrite em leitoes ainda em amamentagao e 

recentemente desmamados. 1124 

Actinobacillus ureae 

Essa especie constitui uma rara causa de infecgoes do trato respiratorio em seres humanos (ver o texto). 

Actinobacillus hominis 

Esse microrganismo esta implicado como causa rara de infecgoes do trato respiratorio em seres humanos (ver o 

texto). 

'Actinobacillus porcitonsillarum" 

Esse microrganismo, recentemente descrito e dependente de fator V, foi isolado de tecidos tonsilares, 

pulmonares e hepaticos de suinos. Com base na analise da sequencia do rRNA 16S, essa "especie" esta mais 
estreitamente relacionada com A. pleuropneumoniae. 1 A principio, acreditou-se gue esse microrganismo nao 
fosse patogenico; todavia, em 2007, “A. porcitonsillarum "foi isolado dos linfonodos hilares e do tecido 
pulmonar de urn funcionario de abatedouro de suinos com linfadenite granulomatosa e pneumonia. 70 Esse 
microrganismo e beta-hemolitico e positivo no CAMP teste. 

Actinobacillus genoespecie 1 

Essa genoespecie constitui uma causa de estomatite em eguinos/ 

Actinobacillus genoespecie 2 

Essa especie inominada provoca artrite e septicemia em eguinos. 2 '" 

Taxon 8 de Bisgaard 

Esse taxon foi isolado do trato respiratorio de cobaias. 136 

Taxon 26 de Bisgaard 

Esse taxon esta implicado como causa de sinusite e sepse em patos. 

Actinobacillus especies incertae sedis 

Habitats em animais e doencas 

[Actinobacillus] muris 

[A] muris foi isolado da orofaringe de roedores. ! 

[Actinobacillus] seminis 

[A] seminis foi originalmente isolado de carneiros com epididimite e pode constituir uma causa de infertilidade 

nesses animais. 1 '' 02 

[Actinobacillus] succinogenes 

Essa "especie" foi isolada de gado bovino. 

[Actinobacillus] rossii 

Essa "especie" foi originalmente isolada da vagina de suinos pos-parto. 272,1202 



[Actinobacillus] porcinus 

Esse microrganismo dependente de fator V foi isolado do trato respiratorio de suinos. 904 

[Actinobacillus] capsulatus 

Essa especie constitui uma causa de artrite granulomatosa e sepse em coelhos, lebres e hamsters. 

[Actinobacillus] indolicus 

Essa "especie" indol-positiva e dependente de fator V foi isolada de vias respiratorias superiores de suinos. 904 

[Actinobacillus] scotiae 

Esse microrganismo foi originalmente isolado de mamiferos marinhos. 438 

[Actinobacillus] delphinicola 

Essa "especie" foi originalmente isolada de mamiferos marinhos. 436 

[Actinobacillus] minor 

[A] minor e um isolado dependente de fator V encontrado no trato respiratorio de suinos. 904 


Tabela 9.10 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de Actinobacillus ureae e Actinobacillus hominis. 


Caracteristica 

A. ureae 

A. hominis 

HEM emSBA 

- 

- 

OX 

+ 

+ 

CAT 

+ 

- 

no 3 red 

+ 

+ 

Necessidade de fator X 

- 

- 

Necessidade de fator V 

- 

- 

IND 

- 

- 

URE 

+ 

+ 

ODC 

- 

- 

Hidrolise deONG 

- 

+ 

Produgao de acido a partir de: 

GLI 

+ 

+ 

MAL 

+° 

+ 

FRU 

+ 

+ 

SAC 

+ 

+ 

LAC 

- 

+ 

XIL 

- 

+ 

MNTL 

+ 

+ 

MAN 

V 

r 

GAL 

- 

+ 

TREH 

- 

+ 

RAF 

- 

+ 


Ver o rodape das Tabelas 9.8 e 9.9 para as abreviaturas usadas aqui. 
a Algumas cepas podem produzir reagoes positivas fracas ou tardias. 

Taxonomia e epidemiologia 


Originalmente, o genera Brucella era constituido de seis especies classicas: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. cams, B. 
neotomae e B. ovis. Em 1985, Verger et al. verificaram que isolados pertencentes a todas as seis especies tinham mais de 90% 
de homologia entre si, de modo que propuseram que todas as brucelas fossem incluidas em uma unica especie (Brucella 




melitensis), e que as especies reconhecidas deveriam ser consideradas biovariantes de B. melitensis (i. e., B. melitensis biovar. 
melitensis, abortus, suis e canis). 0 Essa proposta nao foi aceita pelo Subcommittee on Brucella do International Committee 
on Systematic Bacteriology, devido a diferenpas bioquimicas e sorologicas entre as especies, variedades divergentes de 
hospedeiros, diferen?as reconhecidas na virulencia e presenpa de genes e proteinas especificos de especie. A gravidade das 
infecpoes por Bmcella, a importancia dos varios agentes na agriculture e o potencial de bioterrorismo das varias especies 
sustentaram ainda mais a decisao de manter o esquema tradicional de classificapao. ,M ’ Subsequentemente, estudos de genetica 
molecular (i. e., mapeamento de endonuclease de restripao) revelaram polimorfismos genicos, que eram capazes de diferenciar 
B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. canis ao longo de linhas de especies convencionais, embora esses metodos nao tenham 
delineado biovariantes dentro das especies. Um dos genes polimorficos que ajudam a diferenciar as especies dentro das 
brucelas e o gene da porina omp2, que codifica uma proteina de membrana externa de 36 kDa, responsavel pela determinapao 
da sensibilidade aos corantes empregados para a identificapao convencional das especies. As especies de Brucella sao 
membros da familia Brucellaceae, da ordem Rhizobiales, na subdivisao a2 das Proteobacteria. 532 A ordem Rliizobiales 
tambem contem as familias Bartonellaceae, Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae e Aurantimonadaceae. As especies de Brucella 
estao relacionadas com especies de Agrobacterium , Rhizobium e Mesorhizobium endossimbioticas, especies de Bartonella, 
especies de Ochrobactrum e especies de Phyllobacterium, que sao patogenos quimioautotroficos de vida livre de plantas 
tropicais. As brucelas estao estreitamente relacionadas com O. anthropi grupo 2 de hibridizapao, para o qual foi proposto o 
novo nome de especie O. intermedium 1:1 A relapao genetica desses microrganismos e tao estreita que O. anthropi reage 
em um ensaio a base de PCR que e supostamente “especifico” para especies de Brucella / 211 

Tabela 9.11 Caracteristicas fenotipicas para a identificapao de Actinobacillus sensu stricto e ActinobaciHus especies incertae 
sedis. 


Crescimento Necessi- 

HEM em em agar dade de 


Especie SBA OX CAT MacConkey NO, RED IND URE ODC ONPG fatorV 


Actinobacillus sensu stricto 

















A. lignieresii 

- 

+ 

V* 


V 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


A. equuli subesp. 
equuli 

- 

+ 

V* 


V 



+ 


- 

+ 

— 

+ 


- 


A. equuli subesp. 
haemolyticus 

P 

+ 

+/+' 


V 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


A. pleuropneumoniae 

P 

V 

V 


- 



+ 
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+ 

- 

+ 


+ 


A. porcitonsillarum 

P 

V 

- 


- 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


+ 


A. arthriditis 

- 

+ 

+ 


V 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


A suis 

P 

V* 

V 


V 



+ 


- 

+ 

- 

V* 
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Actinobacillus geno- 
espdcie 1 

- 

+ 
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V 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


Actinobacillus geno- 
espbcie 2 

- 

+ 

+ 


V 



+ 


- 

+ 

— 
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Taxon 8 de Bisgaard 

- 

+ 

+ 


Dl 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


+ 


Tdxon 26 de Bisgaard 

P 

+ 

+ 


Dl 



+ 


- 

+ 

- 

- 
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Actinobacillus especies 
incertae sedis 

















[A.] muris 

- 

+ 

+ 


- 



+ 


- 

+ 

- 

- 


- 


[A.] seminis 

- 

V 

+ 


- 



+ 


- 

- 

V 

- 


- 


[A.] succinogenes 

- 

+ 

+ 


Dl 



+ 


- 

- 

Dl 

Dl 


- 


[A.] rossii 

V 

V* 

v + 


V + 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


[A.] porcinus 

- 

Dl 

- 


Dl 



+ 


- 

- 

- 

+ 


+ 


[A.] capsulatus 

- 

+ 

+ 


+ 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


- 


[A.] indolicus 

- 

Dl 

+ 


Dl 



+ 


+ 

- 

- 

+ 


+ 


[A.] scotiae 

- 

+ 

- 


- 



+ 


- 

+ 

V 

+ 


- 


[A.] delphinicola 

- 

+ 

- 


- 



+ 


- 

- 

V 

- 


- 


[A.] minor 

- 

Dl 

- 


Dl 



+ 


- 

+ 

- 

+ 


+ 


Especie GLI 


MAL SAC LAC 

XIL 

MNTL 

TRE 

MAN 

ARAB 

SBTL 

GAL INOS 

RAF 

MEL 


SAL 

Actinobacillus sensu stricto 

















A. lignieresii + 


+ 

+ + 

+ 


+ 

- 


+ 

V 

- 

+ - 

V 

- 


- 

A. equuli subesp. + 

equuli 


+ 

+ + 
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+ 

+ 


+ 

V 

- 

+ 

+ 

+ 


- 

A. equuli subesp. + 

haemolyticus 


+ 

+ + 
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V 

+ 


+ 

- 

V 

+ - 

+ 

+ 


- 

A. pleuropneumo- + 

niae 
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+ + 

+ 


+ 

- 


+ 

- 

- 

+ - 

V 

- 


- 

A. porcitonsillarum + 


Dl 

Dl 

Dl 


- 

Dl 


Dl 

- 

- 

+ - 

Dl 

Dl 


Dl 

A. arthriditis + 


+ 

+ + 

+ 


+ 

- 


+ 

V 

+ 

+ - 

+ 

+ 


- 

A suis + 


+ 

+ + 

+ 
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+ 


+ 

V* 

- 

V* 

+ 

+ 


+ 

Actinobacillus geno- + 

espbcie 1 


+ 

+ + 

+ 


- 

- 


+ 

V 

- 

+ - 

V 

- 


- 

Actinobacillus geno- + 

espbcie 2 


V 

+ + 

+ 


+ 

- 


+ 

- 

- 

+ - 

+ 

V 


- 



Especie GLI MAL SAC LAC XIL MNTL TRE MAN ARAB SBTL GAL INOS RAF MEL SAL 


Tcixon 8 de Bisgaard + 

Taxon 26 de + 

Bisgaard 

Actinobacillus especies 


incertae sedis 
[A.] muris + 

[A.] seminis + 

[A.] succinogenes + 

[A.] rossii + 

[A.] porcinus + 

[A] capsulatus + 

[A] indolicus + 

[A] scotiae + 

[A] delphinicola + 

[A.] minor + 


+ + + + 

+ + - - 


+ + - - 

V 

+ + + + 

v- - + + 

V + V Dl 

+ + + + 

+ + V Dl 

+ + + Dl 


+ - + 

V + + 


+ + + 

V - - V 

+ - + + 

+ - V + 

+ Dl V V 

+ + + 

Dl + 


Dl + 


+ 


+ 


+ 


+ + 


+ 


+ 

+ 

V 

+ 


V* V* + +' + 

v v - - - 
+ - + - + 
+ + v- 

V V V Dl Dl 
+ - + + + 
+ - + Dl Dl 

V - - - - 


+ 


Dl 


Dl 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; Dl = dados indisponiveis; + f = reagao positiva fraca; V* = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; 
V" = reagao variavel, com a maioria das cepas negativa; OX = oxidase; CAT = catalase; N0 3 RED = redugao do nitrato a nitrito; IND = indol; URE = urease; ODC = ornitina 
descarboxilase; ONPG = o-nitrofenil-p-o-galactopiranosfdio; HEM em SBA = hemclise em agar-sangue de carneiro; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; 
LAC = lactose; XIL = xilose; MNTL = manitol; TRE = trealose; MAN = manose; ARAB = arabinose; SBTL = sorbitol; GAL = galactose; INOS = inositol; RAF = rafinose; MEL = 
melibiose; SAL= salicina. 


Estudos sobre as relagoes geneticas das brucelas revelaram outras caracteristicas singulares do genero. Os genomas das 
cinco principais especies de Brucella foram totalmente sequenciados e assemelham-se quanto ao tamanho e a estrutura dos 
genes. 121 ' O tamanho medio do genoma dentro do genero e de cerca de 3,29 Mb e consiste em dois cromossomos circulares 
em todas as especies, com excegao de B. suis biovar. 3, que possui um unico cromossomo. 665 O cromossomo 1 tem cerca de 
2,11 Mb, e o cromossomo 2, cerca de 1,18 Mb. 340,341 Cada cromossomo codiftca fungoes que sao essenciais para a replicagao e 
a sobrevida do microrganismo, o que explica a sua classiflcagao como cromossomos, e nao como plasmidios. As especies de 
Brucella nao possuem genes classicos associados a virulencia, carecem de capsulas ou pill, e nao produzem nenhuma 
exotoxina conhecida. Nao foram descritos plasmidios nem troca genetica por meio de transformagao ou conjugagao nas 
especies de Brucella . 1166 

As especies de Brucella sao designadas com base nos hospedeiros primarios e sao ainda subdivididas em biovariantes, 
com base na aglutinagao sorologica com antigenos M e A associados a “LPS liso (S-LPS; do ingles, smooth LPS )” (ver 
adiante). B. melitensis e encontrada primariamente em cabras e carneiros e tambem pode ser encontrada no gado bovino, em 
consequencia de contato indireto com rebanhos infectados de carneiros e cabras. Essa especie e dividida em tres biovariantes 
(1 a 3). B. abortus e patogenica para o gado bovino, mas tambem pode infectar ovinos, caprinos, caes, equinos e seres 
humanos. B. abortus inclui oito biovariantes (1 a 7 e 9). B. suis content cinco biovariantes: as biovar. 1, 2 e 3 sao encontradas 
em suinos, enquanto a biovar. 4 ocorre em renas e caribus nas regioes articas da America do Norte e da Russia, e a biovar. 5 
provoca infecgoes em pequenos ruminantes. B. suis biovar. 1 tornou-se estabelecido em rebanhos de gado no Brasil e na 
Colombia. As cepas de B. canis compreendem uma unica biovariante e ocorrem em caes (particularmente Beagles) nos EUA, 
no Mexico, na Argentina, na Espanha, na China, no Japao e na Tunisia. 141 B. ovis e B. neotomae possuem, cada uma, uma 
unica biovariante e sao encontradas em carneiros e ratos que comem madeira ( woodrats, Neotoma lepida), respectivamente. 
Foi demonstrada uma variagao antigenica entre as biovariantes existentes para cada especie de Brucella, estabelecendo, assim, 
a necessidade de maior estudo e expansao das classiftcagoes das biovariantes. B. melitensis, B. abortus e B. suis estao 
associadas a ocorrencia de doenga humana, e B. melitensis e considerada a especie mais virulenta, seguida de B. suis e B. 
abortus. B. canis raramente provoca infecgoes em seres humanos, e as infecgoes relatadas estiveram frequentemente 
associadas a laboratories. Brucella microti, uma nova especie de Brucella terrestre, foi descrita em 2008, com base em dois 
isolados obtidos de amostras clinicas do rato-calunga comum, Microtus arvalis. na Repiiblica Tcheca. 1153,1155 Essas cepas 
continham o gene omp2a encontrado em brucelas marinhas (ver adiante), porem o gene omp2b foi semelhante aquele 
encontrado em especies terrestres de Brucella. Essa especie tambem foi isolada de linfonodos mandibulares de raposas- 
vermelhas na Austria e de amostras de solo. 4 Mais recentemente, uma nova especie de Brucella, B. inopinata, foi isolada 
de uma ferida de implante mamario de uma mulher de 71 anos de idade com sintomas de brucelose. 333,1156 Esse isolado foi 
inicialmente denominado cepa BOl. Em 2010, outro isolado, denominado B02, foi obtido de uma amostra de biopsia de 
pulmao de um homem australiano de 52 anos de idade com pneumonia necrosante. As caracteristicas fenotipicas sugeriram 
uma especie de Brucella, e o sequenciamento do rRNA 16S foi identico ao de B. inopinata (cepa BOl). Essas duas cepas de 
B. inopinata formam um grupo filogenetico distinto no genero Brucella. Finalmente, em 2009, um novo isolado de Brucella 




foi obtido de cultures uterinas de duas femeas de babuinos que tiveram natimortos. 114 A caracteriza 9 ao filogenetica dos 
microrganismos confirmou sua filiacjao no genero Brucella, sendo B. ovis o microrganismo mais estreitamente relacionado. 

Durante a decada de 1990, varias bacterias semelhantes a Brucella foram isoladas das carca 9 as de animais marinhos, 
incluindo focas, botos, golfinhos, lontras e baleias. 175,283,432,638 Os isolados desses hospedeiros marinhos apresentaram uma 
rela 9 ao de mais de 77% com o genero Brucella por hibridiza 9 ao do DNA. 1299 IS711, um elemento de inser 9 ao genetico 
encontrado em todas as especies de Brucella, tambem foi encontrado nos isolados dos mamiferos marinhos, e, com base no 
mapeamento de endonuclease de restri 9 ao e detec 9 ao de miiltiplas copias de IS777, foi proposta a especie “ Brucella marls'" 
para os isolados de mamiferos marinhos. 283,287 Foi tambem possivel agrupar essas cepas em biovariantes, com base nas suas 
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas. 638 Outros pesquisadores examinaram o gene omp2 dessas cepas e identificaram 
polimorfismos nesse locus genico, que sustentou as designa 9 oes de biovariantes descritas por Jahans et a/. 288 As especies 
reconhecidas de Brucella contem dois genes omp2, constituidos por uma copia de omp2a e omp2b, ou dois genes omp2a. As 
brucelas marinhas apresentam duas copias do gene omp2b, e o sequenciamento desses genes revelou a existencia de uma 
heterogeneidade significativa entre os isolados de animais marinhos, indicando que esses microrganismos incluem mais de 
uma unica especie (“ B. marls”), como havia sido proposto. 283 ' 288 Com base nesses dados e de acordo com a inclusao de 
hospedeiros preferenciais na considera 9 ao da classifica 9 ao taxonomica, foram propostas pelos menos duas novas especies para 
os microrganismos incluidos na especie “ Brucella marls”: Brucella pinnipediae, para os isolados de focas, e Brucella 
cetaceae, para os isolados de cetaceos. 288 Os isolados obtidos de fetos abortados de golfinho-roaz tambem foram 
caracterizados, e foi proposta a denomina 9 ao de “ Brucella delphinf’ para esses isolados. 890 As pesquisas sorologicas 
realizadas em especies de focas, botos, golfinhos e baleias mostraram que os anticorpos dirigidos contra essas especies de 
Brucella estao amplamente distribuidos entre os mamiferos marinhos, e a analise molecular mostrou que os isolados de 
baleias, focas, botos e golfinhos sao especies de Brucella que diferem entre si e de outras especies existentes de Brucella em 
muitos aspectos, incluindo a estrutura do LPS e proteinas da membrana externa. 98,175,647 Estudos adicionais envolvendo perfis 
de restri 9 ao dos genomas dessas bacterias identificaram tres grupos clonais que correspondem a hospedeiros especificos - 
focas, botos e golfinhos. 1 '’ 7 Em 2007, Foster et al. propuseram duas novas especies - Brucella pinnipedialis e Brucella ceti - 
para cepas de Brucella tendo como hospedeiros preferidos focas e cetaceos, respectivamente. 435 Nesses hospedeiros, esses 
microrganismos provocam doen 9 a do SNC, hepatica, pulmonar e do trato geniturinario, bem como aborto. 321,433,638 A 
caracteriza 9 ao das cepas de mamiferos marinhos por meio de abordagens tradicionais de biotipagem de Brucella e novas 
tecnicas moleculares constatou que as cepas que se originam de cetaceos encontram-se em dois grupos, tendo como 
hospedeiros preferidos os golfinhos ou botos. 331 Esses dados estao de acordo com outros estudos, mostrando subgrupos dentro 
da especie proposta de B. ceti. 157,5 19,636 As cepas isoladas de focas encontram-se em outro grupo que corresponde a especie 
proposta, B. pinnipedialis. Na mais recente edi 9 ao do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, sao incluidas tres novas 
species, Brucella phocae (focas), Brucella phocoenae (botos) e Brucella delphini (golfinhos). 306 

Algumas evidencias tambem sugerem que essas novas especies podem ter potencial patogenico ampliado. Rhyan et al. 
inocularam seis vacas com isolado de Brucella de uma foca e constataram que todos os animais sofreram soroconversao nos 
testes usados para a detec 9 §o de anticorpos contra B. abortus. Duas das vacas abortaram, e foram isoladas brucelas dos fetos 
natimortos, indicando que essas cepas tambem sao patogenicas para mamiferos terrestres." Alem disso, houve relatos de 
infec 9 oes humanas (/. e., neurobrucelose) por cepas de mamiferos marinhos. 17 ' 8 ' ’ 12 " 4 Um tecnico de laboratorio que 
trabalhava com isolados marinhos apresentou sintomas de brucelose, a qual foi confirmada pelo isolamento e identifica 9 §o de 
uma especie marinha de Brucella por meio de PCR-polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restri 9 §o (RFLP; do 
ingles, restriction fragment length polymorphism). O individuo tambem demonstrou uma resposta sorologica ao 
microrganismo. 1 ’ Dois pacientes do Peru foram diagnosticados com neurobrucelose causada por brucelas de mamiferos 
marinhos, conforme demonstrado por isolamento dos microrganismos e confirma 9 ao por PCR e sequenciamento. 12114 Em 2006, 
em homem de South Auckland, Nova Zelandia, foi diagnosticado com osteomielite da coluna; o microrganismo isolado foi 
inicialmente identificado como B. suis; entretanto, foi constatado que se assemelhava a uma especie Brucella do golfinho-roaz 
por meio de PCR-RFLP e sequenciamento dos genes bp26, IS 777 e amp. 873 Sao necessarios estudos adicionais para delinear 
as rela 9 oes filogeneticas entre essas novas especies, verificar suas redoes com as especies atualmente reconhecidas e 
determinar os fatores de virulencia associados as infec 9 oes de animais e seres humanos. 

Nos EUA, a incidencia de brucelose humana diminuiu de modo uniforme, em consequencia das medidas de controle 
implementadas na pecuaria. Essas medidas incluem a vacina 9 ao de animais jovens e o sacrificio de animais doentes ou mais 
velhos com evidencias sorologicas de infec 9 ao. Naquela epoca, em que o Federal-State Cooperative Brucellosis Eradication 
Program e a pasteuriza 9 ao rotineira dos produtos derivados do leite come 9 aram, em 1945, mais de 6.000 casos humanos eram 
notificados anualmente aos CDC. Durante a decada de 1970, a brucelose nos EUA foi atribuida a infec 9 oes por B. suis entre 
trabalhadores em matadouros. Em 1981, a incidencia domestica anual relatada de brucelose humana caiu para 185 casos, e, 
desde entao, sao relatados menos de 200 casos por ano. Por exemplo, em 2007, foram notificados 131 casos de brucelose nos 
EUA, e os estados com maior niimero de casos foram California, Texas e Florida. 222 A brucelose humana e provavelmente 
subdiagnosticada e subnotificada, e estima-se que pelo menos 25 casos nao sejam identificados para cada caso diagnosticado. 



O consumo humano de came ou leite contaminados de cabra ou carneiro contendo B. melitensis constitui uma importante 
fonte de brucelose humana no mundo inlciro. Infeci^oes por Brucella de aquishjao domestica foram diagnosticadas 

entre individuos que residem no Texas e na California, que consumiram queijo mexicano preparado com leite de cabra nao 
pasteurizado. 2 ' 1 " Na America do Norte, a maioria dos casos relatados nos estados do norte representa, em grande parte, uma 
doenga importada, adquirida por meio de viagens internacionais ou consumo de alimentos importados contaminados. Nos 
estados do oeste, centro-sul, montanhosos e do Pacifico nos EUA, a doen 9 a acomete, em grande parte, popula 9 oes hispanicas 
em areas que fazem fronteira com o Mexico. 368 Com a crescente disponibilidade e popularidade das viagens internacionais, 
muitos pacientes com brucelose que sao residentes norte-americanos visitaram paises onde o microrganismo e endemico em 
rebanhos de ovinos/bovinos e, consequentemente, presente em produtos derivados do leite crus e nao pasteurizados. A 
infec 9 ao reflete, em parte, a participa 9 ao nos habitos de uma cultura estranha que sao tao atraentes para os turistas (i. e., 
“vivendo como os nativos”). O Boxe 9.7 fornece uma breve discussao da epidemiologia mundial da brucelose. 

Pode ocorrer exposi 9 ao ocupacional em pessoas que trabalham em matadouros, fazendeiros, veterinarios, rancheiros e 
empregados na embalagem de carnes; esses individuos adquirem a infec 9 ao por contato com animais infectados, produtos de 
concep 9 ao ou liquidos corporais de animais infectados. A transmissao entre seres humanos e rara, porem foi relatada a 
ocorrencia de transmissao sexual de Brucella , 840 ’ 1375 Em 2007, foi documentada uma transmissao entre seres humanos em um 
obstetra que realizou uma cesariana de emergencia em uma mulher com 24 semanas de gesta 9 ao. 884 Um residente pediatrico e 
um neonatologista que cuidaram do lactente prematuro tambem foram subsequentemente diagnosticados com infec 9 ao por 
Brucella. O mesmo microrganismo foi isolado da mae e do recem-nascido com infec 9 ao congenita. As infec 9 oes por Brucella 
tem sido transmitidas por meio de transfusoes sanguineas e transplante de medula ossea e de rim de doadores 
infectados. 18 ’ 402,731 ’ 1408 A infec 9 ao neonatal pode ser adquirida por via transplacentaria, durante o parto ou pela ingestao de leite 
materno contaminado. 997 

As especies de Brucella tambem representam um risco ocupacional para funcionarios de laboratorio, devido a acidentes 
laboratoriais, derrame de material ou manipula 9 oes incorretas de amostras ou culturas contendo especies de Brucella. 22 " As 
infec 9 oes tem ocorrido, cheirando culturas em placas, derramando garrafas de hemocultura, com exposhjao mucocutanea a 
suspensoes dos microrganismos, aerossois produzidos com a quebra de tubos de centrifuga e a realiza 9 ao de culturas sobre a 
bancada aberta. 425,1092 Em 2000, foram relatados sete casos de infec 9 ao por B. melitensis adquirida em laboratorio em um 
centra medico no sul de Israel. Esse surto foi causado por tres biovariantes diferentes de B. melitensis , indicando multiplas 
exposi 9 oes, e as infec 9 oes surgiram no decorrer de um periodo de 3 meses, quando 10% de 530 hemoculturas positivas 
apresentaram crescimento de especies de Brucella. Apesar da investiga 9 ao, nao foi encontrada nenhuma fonte ou falha na 
seguran 9 a do laboratorio. A brucelose tambem foi diagnosticada em 7 funcionarios de hospital (tecnicos de bacteriologia e um 
patologista) no decorrer de um periodo de 9 anos em um hospital em Riyadh, na Arabia Saudita. As infec 9 oes foram 
diagnosticadas por sorologia, juntamente com sinais e sintomas clinicos compativeis. A morbidade resultante incluiu recidiva 
em dois pacientes e complica 9 oes (flebite septica, infec 9 ao de proteses, epididimo-orquite e espondilite lombar) em outros 
quatro. As infec 9 oes nos tecnicos de laboratorio foram atribuidas a manipula 9 ao de culturas de Brucella. Em um relato da 
Italia, 12 funcionarios de laboratorio foram infectados apos a quebra acidental de um tubo de centrifuga. 425 Embora os 
laboratories envolvidos nesses acidentes tenham utilizado salas de seguran 9 a biologica de classe II para as manipula 9 oes de 
amostras e culturas, o risco de infec 9 oes adquiridas em laboratorio e significativo, particularmente em laboratorios localizados 
em regioes endemicas. A adesao estrita aos protocolos e procedimentos de seguran 9 a em todos os laboratorios e a vigilancia e 
cuidados na manipula 9 ao das amostras/culturas constituem uma exigencia absoluta para a preven 9 ao de qualquer tipo de 
infec 9 ao adquirida em laboratorio. Para toda manipula 9 ao de culturas de Brucella, sao recomendadas praticas, equipamento de 
conten 9 ao e instancies de biosseguran 9 a de nivel 3. 

Virulencia das especies de Brucella 

As especies de Brucella sao microrganismos intracelulares facultativos, cujo espectro patologico e explicado, em parte, pela 
sua capacidade de escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro ao assumir uma existencia intracelular. As especies de 
Brucella carecem de genes classicos associados a virulencia e nao produzem qualquer fator de virulencia classica, como 
capsulas, pili, fimbrias, exotoxinas, citolisinas ou hemolisinas. 447,1167 Esses microrganismos nao abrigam plasmidios nem 
bacteriofagos lisogenicos e nao exibem mecanismos de troca genetica. As especies de Brucella sofrem varia 9 ao antigenica ou 
“dissocia 9 ao”; a morfologia das colonias modifica-se de “lisas” para “rugosas”, o que resulta em perda da virulencia e 
diminuhjao da reatividade com anticorpos especificos contra Brucella. A varia 9 ao antigenica resulta de uma diminui 9 ao da 
expressao dos genes que codificam a glicosila 9 ao da por 9 ao polissacaridica do LPS da parede celular. Os microrganismos que 
se encontram na fase lisa apresentam um S-LPS e mostram-se resistentes a destrui 9 ao intracelular por macrofagos, monocitos 
e PMN. 19 O LPS de B. melitensis, B. abortus B. suis contem dois determinantes antigenicos principals, denominados A (para 
abortus) e M (para melitensis). Alem de fornecer marcadores para a determina 9 ao das biovariantes, essas moleculas tambem 
desempenham um papel na virulencia dos microrganismos. Os anticorpos monoclonais dirigidos contra o S-LPS sao 
protetores em modelos animais, enquanto os isolados lisos, que perderam o S-LPS, apresentam patogenicidade atenuada em 


camundongos. As cadeias de S-LPS O (antigeno somatico) de cepas lisas de B. melitensis e B. abortus sao constituidas por 
polimeros de 4, 6 didesoxi-4-formamido-D-manose (i. e., A-formil-D-perosamina). No S-LPS de B. abortus, a cadeia O 
contem cerca de 100 residuos, e quase todos eles apresentam ligapoes a-1,2, com uma pequena porcentagem apresentando 
ligapao a-1,3 (determinantes A). Nas cadeias O de B. melitensis, ocorrem ligapoes a-l,2:a e a-1,3 em uma proporpao de 4 para 
1 (determinantes M). O antigen A sorodominante tende a exibir a forma de bacilo, que e determinada pelos cinco residuos 
consecutivos com ligapao a-1,2, enquanto o antigeno M sorodominante exibe uma forma “dobrada”, devido a ligapao do 
quarto residuo ao quinto por uma ligapao a-1,3. A expressao comum da N- formil-D-perosamina de ligapao a-1,2 nao terminal 
e responsavel pela reatividade cruzada observada entre o S-LPS das cepas lisas de B. abortus e de B. melitensis e a reatividade 
cruzada que e observada com outras especies (p. ex., Vibrio cholerae 0:1, Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0:157, 
Salmonella 0:30 e Stenotrophomonas maltophilia). Aglutinaijao em lamina ou imunoensaios enzimaticos (IEE) com 
anticorpos policlonais ou monoclonais especificos para os epitopos ou A ou M sao utilizados para determinar a predominancia 
dos antigenos A ou M e as designapoes de sorovariantes de cepas de Brucella. As cepas de B. abortus, B. melitensis e B. suis 
podem ser positivas para o antigeno A, positivas para o antigeno M ou positivas para ambos os antigenos A e M. Os 
determinantes antigenicos A e M nao sao encontrados em B. canis ou B. ovis; essas especies caracterizam-se pela sua 
morfologia rugosa, nao exibem variapao de fase e possuem uma gama restrita de hospedeiro. Em virtude da estrutura singular 
do LPS de Brucella, essa molecula e varias centenas de vezes menos toxica do que o LPS encontrado em bacilos gram- 
negativos entericos. 750 


Boxe 9.7 


Epidemiologia global da brucelose 

A brucelose encontra-se distribuida por areas dos hemisferios tanto oriental quanto ocidental. Na America Latina, o Mexico e uma area de elevada endemicidade, e 
a doen^a ocorre principalmente nas regioes do norte que fazem fronteira com os EUA, bem como nas regioes noroeste e centro-norte. 813 B. melitensis biovar. 1 a 3, 
B. abortus biovar. 1,2 e 4 a 6, B. suis biovar. 1,6. canis e 6. ovis foram isoladas de animais no Mexico. 6. abortus e encontrada principalmente em rebanhos de gado 
bovino, embora a coexistencia dos rebanhos de gado bovino e caprinos tenha resultado em algumas infec^oes por 6. melitensis entre o gado bovino. A brucelose 
humana no Mexico esta associada tanto a exposi^ao ocupacional quanto a infeqao por produtos derivados do leite contaminados, visto que mais de 35% do leite 
de vaca e 85% do leite de cabra sao consumidos sem pasteuriza^ao. Entre as infec^oes humanas notificadas no Mexico, 93% sao causados por 6. melitensis de 
origem caprina, 5% sao causados por 6. melitensis de origem bovina, 1,5% resulta de 6. abortus de origem bovina, e 0,5% resulta de 6. suis de origem bovina. A 
brucelose e encontrada em toda a America Central, incluindo Guatemala, Belize, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica e Panama. As taxas de infeqao em 
rebanhos de gado bovino variam de 10 a 25%. As doen^as em bovinos e sui'nos causadas por 6. melitensis e 6. suis, respectivamente, ocorrem em todos os paises da 
America Central, e foi constatada a ocorrencia de brucelose ovina e caprina na Guatemala. 908 Guatemala e a Costa Rica sao os que apresentam maior prevalence da 
doen^a, enquanto El Salvador tern a menor prevalence. Na America do Sul, a brucelose nao e endemica em todo o continente. 6. melitensis e encontrada 
predominantemente no Peru e no oeste da Argentina. 6. abortus ocorre no gado bovino no leste da Argentina e em varios outros paises da America do Sul. Durante 
o periodo de 1994 a 2006, 6. suis emergiu, juntamente com 6. melitensis, como o isolado mais frequente na Argentina, com diminui^ao concomitante na 
prevalence de 6. abortus. 609 Na Argentina, a prevalence estimada de doen^a em caprinos varia de 20 a 25%, enquanto a prevalence da infec^ao bovina situa-se 
entre 11 e 13%. 1133 Na Venezuela, a prevalence da brucelose em rebanhos de gado bovino e bufalos e de cerca de 10%, e esfor^os estao sendo envidados para 
controlar e erradicar a doen^a. 446 Embora se disponha de poucos dados devido a uma subnotifica^ao, o Brasil continua apresentando urn risco de 6. abortus, visto 
que esse pais tern a maior popula^ao de gado bovino comercial do mundo. 

Na Uniao Europeia e Europa Ocidental, muitos paises conseguiram erradicar com sucesso a brucelose, incluindo Suecia, Noruega, Dinamarca, Finlandia, 
Austria, Paises Baixos e Gra-Bretanha. Alemanha, Belgica, Luxemburgo e Sufca tambem sao considerados paises livres de Brucella. m2 A Franca erradicou com 
sucesso a brucelose, e as infec^oes observadas nesse pais sao causadas por surtos localizados associados ao consumo de laticinios importados da Espanha. A 
Espanha e considerada uma area endemica e apresenta uma alta incidencia de brucelose; entretanto, certas regioes nesse pais observaram urn declinio substancial 
e consistente no numero de infeqoes humanas a partirde 1997. Portugal faz fronteira com as regioes de alta endemicidade da Espanha, porem foi observado urn 
declinio na incidencia da doen^a na parte restante de Portugal desde 1999. Na Italia, a incidencia da doen^a sofreu urn declinio continuo nos ultimos 30 anos; 
entretanto, desde 2003, esse declinio nao ocorreu uniformemente em todo pais. Sao notificadas algumas infeqoes no norte e parte central da Italia, enquanto a 
maioria das infec^oes e observada no sul da Italia e na Sicilia. 846 Essa disparidade na Italia reflete a distribui^ao da renda e o acesso aos cuidados de saude nas 
regioes do norte versus sul nesse pais. Grecia, Macedonia e Albania continuam sendo regioes de alta endemicidade, e os ultimos dois paises sao os que apresentam 
a maior incidencia da doen^a na Europa. 1238 Antes da decada de 1990 os aumentos observados na prevalence da doen^a na Grecia foram devidos a importa^ao 
ilegal de animais ou laticinios provenientes da Albania. Na Grecia, os rebanhos de gado bovino sao infectados por 6. abortus e 6. melitensis , 1238 Em 1995, apos crises 
internas e guerras civis que resultaram na forma^ao de novos paises, a doen^a foi reconhecida como altamente endemica na Turquia, na Croacia, e antiga Republica 
lugoslava da Macedonia. A doen^a e encontrada em toda a Peninsula dos Balcas, e foi observado urn aumento na incidencia da doen^a em Kosovo e Bosnia- 
Herzegovina. 963 A Bulgaria ficou livre da brucelose entre 1958 e 2005, quando foi documentado o reaparecimento da doen^a. 1123 

Na Asia, o Oriente Medio e uma area altamente endemica; cinco dos dez paises com maior incidencia de brucelose humana encontram-se nessa regiao. As 
guerras continuas e a fome, a falta de infraestrutura para vigilancia e o transporte nao regulamentado de animais atraves de fronteiras abertas nessa parte do 
mundo contribuem para a falta de controle e dissemina^ao da doen^a entre animais e seres humanos. 541 A Siria e a que detem a maior incidencia anual da doen^a 
no mundo inteiro, e grande numero de individuos tornam-se infectados a cada ano na Arabia Saudita, na Turquia, no Ira, no Afeganistao, Oma e nos Emirados 



Arabes Unidos. No Kuwait, era observada uma elevada incidencia da doen^a antes da decada de 1990, devido a doen^a disseminada no gado. Durante a invasao 
iraquiana em 1991, o grande numero de mortes dos rebanhos resultou em uma diminui^ao substantial na incidencia de infeqoes humanas, porem isso nao se 
manteve. 0 controle da doen^a na Jordania, no Libano e em Israel esta melhorando, embora se tenha notificado urn aumento no numero de casos na Palestina 
nesses ultimos anos. Entre as republicas da antiga Uniao Sovietica, sete (Quirguistao, Tajiquistao, Cazaquistao, Uzbequistao, Armenia, Georgia e Turquemenistao) 
estao entre os primeiros 25 paises com a maior incidencia da doen^a no mundo inteiro, e a Mongolia vizinha ocupa o segundo lugar na incidencia da doen^a. 1317 
Movimentos politicos e sociais nessa regiao levaram a perda do controle sobre as populates de gado e impediram o reconhecimento da doenga e a 
implementaqio de intervenes que teriam restabelecido o controle da doen^a. Na China, a incidencia da brucelose humana declinou entre 1964 e 1994 como 
resultado de urn grande programa de vacina^ao. Desde entao, houve urn aumento na incidencia da doen^a em seres humanos e animais, com prevalence de B. 
melitensis, B. abortus e B. suis em varias provinces. 34 Embora a prevalence da brucelose esteja aumentando na China, foi estabelecida uma rede de vigilancia 
nacional para colocar em quarentena e sacrificar os animais infectados e vacinar os animais domesticados. 34, A incidencia da doem;a na Coreia do Sul tambem esta 
aumentando. No subcontinente indiano, a brucelose constitui urn problema crescente e significativo de saude publica. 836 Os residentes, particularmente em areas 
rurais, convivem em proximidade com populates de animais domesticos e silvestres, e os microrganismos estao disseminados entre bovinos, caprinos, ovinos, 
suinos e caninos. Ocorreram grandes surtos em fazendas de laticinios, resultando em leite infectado, abortos e natimortos; as pessoas que trabalham na produ^ao 
de laticinios apresentam altas taxas de infeqao, conforme determinado por levantamentos sorologicos. Embora B. abortus seja encontrada na India, B. melitensis 
constitui a especie predominante isolada de seres humanos, caprinos, ovinos e amostras de leite. 

A brucelose e endemica na Africa do Norte, e a incidencia anual na Argelia e a decima maior do mundo. Brucella e encontrada em toda a Africa Subsaariana, 
porem ha poucos dados sobre a sua prevalence, e nao existem redes de saude, vigilancia continua, nem programas de vacinaqio. Surtos de brucelose em Uganda 
envolvendo a transmissao do gado bovino para seres humanos foram reconhecidos, porem continuam sem controle, devido a falta de recursos. A elevada 
incidencia de malaria, HIV e tuberculose eclipsa a importance e o impacto da brucelose no subcontinente africano. 844 Foi documentada a ocorrencia de brucelose 
humana em Nigeria, Quenia, Etiopia, Tanzania, Uganda, Camaroes, Burkina Faso, Mali, Namibia, Suazilandia, Chade e Republica do Congo. Dispoe-se de poucos 
dados sobre a incidencia da doen^a em Egito, Marrocos, Tunisia e Libia. 


As especies de Brucella sao transmitidas ao ser humano por tres vias principals: por contato direto com tecidos de animais 
infectados, pela ingestao de came ou produtos derivados do leite contaminados e pela inalaijao de microrganismos 
aerossolizados. Uma vez no interior do hospedeiro, os microrganismos sao fagocitados e comegam a sua adaptagao ao 
ambiente intracelular. As brucelas produzem enzimas (p. ex., superoxido dismutase, catalase, peroxidase) que neutralizam 
intermediarios reativos do oxigenio produzidos dentro dos macrofagos para inibir a multiplicaijao das bacterias. 4 O S-LPS 
tambem atua para inibir a sintese de imunomediadores (i. e., complemento, acido nitrico, fator de necrose tumoral) e altera a 
capacidade da celula infectada de processar antigenos estranhos, influenciando, assim, a resposta imune do hospedeiro em 
nivel celular. O S-LPS tambem tem a capacidade de inibir a morte celular programada (apoptose) das celulas infectadas. 517 O 
sistema de quorum sensing (percepijao de quorum) de componentes (BvsR/BvrS) das brucelas modula a expressao de genes 
que codificam proteinas de superficie celular que estao envolvidas na ligaijao celular e sobrevida intracelular. Proteinas 
periplasmaticas especificas, denominadas glicanos periplasmdticos osmorregulados (OPG; do ingles, osmoregulated 
periplasmic glucans ), interagem com lipidios na membrana celular do hospedeiro e atuam para interromper o ciclo de fusao 
fagossomo-1isossomo.’ " 1 A sobrevida intracelular tambem e mediada, em parte, pelo locus virB , urn operon de 12 genes que 
codifica varias proteinas que constituent o sistema de secreijao tipo IV, que e essencial para a virulencia. 1 As proteinas do 
operon virB interagem com o reticulo endoplasmico da celula e as vesiculas intemalizadas contendo as bacterias, auxiliando 
na neutralizaijao do pH vesicular e propiciando ainda mais a replicaijao intracelular das bacterias. 17 ” As celulas infectadas no 
SRE acabam degenerando e liberando os microrganismos intracelulares. Por sua vez, as bacterias sao fagocitadas por outros 
macrofagos e monocitos. O padrao de febre periodica ou ondulante observado na brucelose esta associado a liberai^ao 
periodica das bacterias e seus componentes pelas celulas fagociticas. A bacteriemia intermitente resulta em semeadura 
hematogenica de outros orgaos e tecidos, resultando nas manifesta 9 oes clinicas multiformes da brucelose humana. 

O espectro clinico da brucelose depende de numerosos fatores, incluindo estado imunologico do hospedeiro, presei^a de 
outras doen 9 as/condi 9 oes de base e especie e virulencia do microrganismo infectante. As recidivas e recorrencias da doen 9 a 
sao controladas, em certo grau, por um equilibrio entre a virulencia do microrganismo e a presen 9 a de uma resposta imune 
celular funcional e intacta. A semelhan 9 a de outros patogenos intracelulares, ocorre produ 9 ao de anticorpos humorais, porem 
os mecanismos de defesa imune celulares sao necessarios para conter as bacterias intracelulares. A maior virulencia de B. 
melitensis e de B. suis foi corroborada por estudos in vivo com animais infectados experimentalmente e por pesquisa in vitro 
examinando a fagocitose, a sobrevida intracelular e as respostas dos linfocitos a diferentes especies. As doen 9 as causadas por 
B. abortus e B. canis sao de inicio insidioso, porem tendem a causar sintomas constitucionais mais leves e complica 9 oes 
menos graves. 

Como esses microrganismos sao infecciosos por meio de aerossois, conforme evidenciado por infec 9 oes adquiridas em 
laboratorio, as especies de Brucella estao entre as varias bacterias consideradas como agentes potenciais de guerra biologica e 
atividade bioterrorista. As brucelas podem ser efetivamente propagadas por dispersao em aerossois e sao capazes de 
sobreviver tanto no solo quanto na agua durante varias semanas, proporcionando, dessa maneira, um periodo de infectividade 
tanto imediato quanto tardio. Os EUA investigaram B. suis como arma potencial durante as decadas de 1940 e 1950, e e 



provavel que outras na 9 oes tenham envidado esfore;os semelhantes. Os relatos de quadras clinicos incomuns, juntamente com 
testes sorologicos espurios para anticorpos dirigidos contra Brucella, levaram a investigates envolvendo os CDC e o FBI 
quanto a uma possivel atividade bioterrorista com especies de Brucella. Nao se dispoe de nenhuma vacina contra esse 
microrganismo, e a vacina existente contra B. abortus e licenciada apenas para uso veterinario. A terapia profilatica apos 
exposigao com doxiciclina e rifampicina tem sido efetiva na prevengao da doenga em individuos expostos. 

Espectro clinico da brucelose 

Pode ser dificil estabelecer o diagnostico de infeegao por Brucella, devido ao amplo espectro de manifestagoes clinicas 
associadas (Boxe 9.8). 837,1167 Depois de um periodo de incubagao de cerca de 2 a 3 semanas (faixa de 1 semana a 2 a 3 meses), 
o inicio dos sintomas pode ser abrupto ou insidioso, desenvolvendo-se no decorrer de um periodo de varios dias a semanas. 
Na maioria dos pacientes infectados, os sintomas inespecificos consistem em febre, sudorese noturna, calafrios e mal-estar, 
frequentemente acompanhados de cefaleia intensa, mialgias e artralgias. A maioria dos individuos com bacteriemia apresenta 
uma doen 9 a febril isoladamente ou com febre e artrite. Alem disso, pode-se verificar a presen 9 a de linfadenopatia, 
esplenomegalia e hepatomegalia. Em alguns pacientes, podem-se observar manifestagoes cutaneas e complicagoes vasculares 
(p. ex., lesoes semelhantes ao eritema nodoso, exantema maculopapular ou papulonodular; trombose venosa profunda). A 
“febre ondulante” e sinonimo de brucelose (particularmente a infeegao causada por B. melitensis ), devido a ocorrencia de 
febre periodica durante periodos prolongados. A febre ocorre principalmente a noite, com temperatura normal no decorrer do 
dia, durante 2 a 3 semanas. Depois desse periodo, podem transcorrer varios dias durante os quais o paciente nao apresenta 
febre e sente-se relativamente bem, quando entao surge outro ciclo de febre. Os sintomas aparecem e desaparecem, devido a 
retengao dos microrganismos em granulomas e a liberagao subsequente dos microrganismos (ou do LPS) de volta a circulagao. 
A brucelose assume caracteristicas de uma doen 9 a debilitante cronica. Com frequencia, sao realizadas inumeras culturas 
nesses pacientes para estabelecer uma etiologia para uma “febre de origem indeterminada”. A brucelose aguda e cronica pode 
resultar em complicagoes que acometem varios sistemas de orgaos (Boxe 9.8). Nos hospedeiros imunocomprometidos 
submetidos a quimioterapia, a presen 9 a de neutropenia febril prolongada que nao responde a uma cobertura antimicrobiana de 
amplo espectro sugere uma infeegao por Brucella, particularmente em regioes endemicas. 


Boxe 9.8 


Espectro clinico da brucelose 

Infeqao Comentarios 

Infec^oes osteoarticulares 0 comprometimento osseo e articular (/. e., artrite, bursite, sacroileite, espondilite, osteomielite) constitui a complicagao mais 
comumente descrita da brucelose, ocorrendo em cerca de 10% dos pacientes. Esse comprometimento e observado, com mais 
frequencia, apos bacteriemia por B. melitensis. Kjm ' A artrite e a sacroileite estao associadas a doenga aguda em pacientes 
pediatricos, enquanto a espondilite, a osteomielite vertebral, a osteite e os abscessos epidurais e paravertebrais sao observados 
mais frequentemente nas infeegoes cronicas de individuos idosos e pacientes com doenga subjacente (p. ex., infec^ao pelo 
15,93,469,1400 ^ artr j te acomete habitualmente o quadril e os joelhos, mas tambem pode ocorrer nas articulates menores. Os 
microrganismos tern sido isolados do liquido articular processado por lise-centrifugagao. 1 Em geral, os pacientes com 
espondilite apresentam febre, mal-estar, dor lombar e dificuldade na marcha. l2] ' A cintilografia, a tomografia 
computadorizada e a ressonancia magnetica dos ossos, bem como metodos mais modernos (p. ex., modalidades de recuperagao 
de inversao com atenuagao do liquido [FLAIR; do ingles, fluid-attenuated inversion recovery]), sao frequentemente uteis para 
detectar a invasao ossea pelo microrganismo, lesoes dos tecidos moles e complicates, como abscesso 
paraespinal/paravertebral.' 1,93,83! A osteomielite brucelar tambem pode afetar proteses tanto articulares quanto nao 
articulares. 1249 Em 2006, foi documentada a ocorrencia de osteomielite espinal e bacteriemia por uma especie de Brucella de 
mamiferos marinhos em um homem de 43 anos de idade na Nova Zelandia. 

Infectes do SNC Ocorre neurobrucelose em menos de 5% dos pacientes; com mais frequencia, manifesta-se na forma de meningoencefalite 

subaguda ou cronica, embora possa ocorrer na forma de encefalite, meningite, meningomielite ou ataxia cerebelar. 9,1248 Em 
geral, o exame do LCR revela pleocitose, nivel elevado de proteinas e rn'vel de baixo a normal de glicose. Os pacientes podem 
aparecer aguda ou cronicamente doentes ou podem ter uma aparencia boa e sentir-se relativamente bem (/. e., sem febre nem 
rigidez de nuca). Alguns pacientes infectados podem desenvolver papiledema, sintomas visuais, neuropatias perifericas, 
paralisia de nervos cranianos e comprometimento do nervo abducente/optico. 681 A trombose de vasos sanguineos pode resultar 
em infarto e hemorragia cerebrais/talamicos, encefalite, mielite e neuropatia periferica. 9,651 Abscessos espinais epidurais, 



Infeqoes do trato respiratorio 


Infec^oes do trato 
gastrintestinal/hepatobiliar 


Infec^oes do trato 
geniturinario 


Infeqoes cardiovasculares 


empiema subdural, abscessos paraespinais, cistos dermoides intramedulares e abscessos cerebrals sao raros, porem ocorrem em 
certas ocasioes. 290 ' 1020,1141,1186 Foi tambem documentada a ocorrencia de infec^ao do SNC, resultando em coloniza^ao de uma 
derivagao ventriculoperitoneal e desenvolvimento subsequente de peritonite por B. melitensis.^ A cultura de Brucella do LCR e 
negativa em mais de 75% dos casos, embora as hemoculturas possam ser positivas. Os metodos moleculares tern sido uteis para 
detectar brucelas em amostras de LCR, e a doen^a brucelar do SNC tambem pode ser diagnosticada por testes sorologicos do 
Lcr as ,mi q tra t amen to consiste habitualmente em multiplos agentes antimicrobianos, incluindo aminoglicosi'dio, doxiciclina e 
rifampicina, devendo ser mantido por 8 a 12 semanas. 9 Alguns pacientes tern respondido as cefalosporinas de terceira gera^ao 
(/. e., ceftriaxona) em associa^ao com doxiciclina e rifampicina. 681 

0 comprometimento do trato respiratorio constitui urn evento raro nas infec^oes por Brucella e pode ser resultado da 
dissemina^ao hematogenica para os pulmoes ou da inalagao direta dos microrganismos em aerossois. 1001 As manifesta^oes 
ch'nicas da brucelose pulmonar consistem em bronquite, broncopneumonia, abscesso pulmonar, nodulos pulmonares, 
linfadenopatia hilar, pneumonite intersticial, empiema e derrames pleurais. 3 Os pacientes apresentam cefaleia, mal-estar, 
mialgia e habitualmente tosse nao produtiva. As radiografias de torax revelam pneumonia lobar tfpica em 32% dos pacientes e 
infiltrados intersticiais em cerca de 40%, enquanto cerca de 10% dos pacientes podem apresentar derrames pleurais. Embora as 
amostras de escarro habitualmente nao resultem em crescimento do microrganismo, ele tern sido cultivado a partir de amostras 
de derrame pleural. 100 Em geral, o diagnostico e estabelecido por sorologia, a nao ser que haja outras manifesta^oes ch'nicas 
que sejam mais tipicas de brucelose (p. ex., doen^a osteoarticular). 

Ocorre comprometimento gastrintestinal, hepatobiliar e hepatoesplenico como manifesta^ao da infeqao sistemica aguda em 
mais de 70% dos pacientes com brucelose. Os sintomas consistem em dor abdominal, nauseas, anorexia e diarreia ou 
constipa^ao intestinal. As infec^oes de longa dura^ao podem resultar em patologia gastrintestinal mais extensa, incluindo 
colite, enterocolite, peritonite bacteriana espontanea, pancreatite, colecistite, abscessos esplenicos e infartos 
esplenicos. 294 ' 344,619 ' 743 ' 896,1000 ' 1003,11 :l 0 comprometimento hepatico pode refletir-se apenas por elevates das enzimas hepaticas; 
todavia, e habitualmente mais extenso, em particular nas infeqoes causadas por B. melitensis e B. suis. 6,Q As infec^oes por essas 
duas especies estao associadas a forma^ao de granulomas hepaticos caseosos e microabscessos, enquanto B. abortus tende a 
produzir granulomas hepaticos nao caseosos. 0 tratamento das complicates supurativas da brucelose hepatoesplenica cronica 
exige uma combinato de abordagens cirurgicas e ch'nicas para obter uma resposta clfnica otima. 65,131 Em varios pacientes na 
Turquia, foi tambem descrita a ocorrencia de peritonite por B. melitensis associada a dialise peritoneal ambulatorial cronica. 2 Em 
geral, os pacientes sao tratados com urn ciclo de 10 a 12 semanas de doxiciclina e rifampicina e exigem a retirada do cateter ate 
aobtentoda cura. 

As brucelas podem infectar o trato geniturinario, habitualmente em consequencia de infec^o sistemica, podendo causar 
epididimite, prostatite, orquite e granulomas renais. 79,212,670 Embora o comprometimento renal seja bastante incomum, foi 
relatada a ocorrencia de glomerulonefrite e pielonefrite. Esses microrganismos causam aborto em animais infectados em 
consequencia de sua localiza^ao nas membranas corioamnioticas da placenta; todavia, ha poucas evidences que sustentam urn 
papel para esses microrganismos no aborto espontaneo em seres humanos. 984 Todavia, em raros casos, os microrganismos 
podem ser isolados do liquido amniotico e dos tecidos placentarios de mulheres com brucelose. Malone etal. descreveram a 
ocorrencia de brucelose materna que resultou em trabalho de parto prematura, corioamnionite, descolamento prematura da 
placenta e parto de lactente com 25 semanas de idade gestacional. 832 B. abortus foi isolada do sangue materno e do liquido 
amniotico. Urn relato de caso em 1998 descreve detalhadamente o primeiro registro de transmissao sexual de B. abortus . 125u 

A brucelose cardiovascular constitui uma complicato rara, que e e observada em menos de 2% dos pacientes infectados. 531,1075 
E interessante assinalar que a endocardite causada por Brucella constitui a principal causa de morte relacionada com essa 
doen^a. 155,543 A endocardite pode ocorrer tanto em valvas nativas quanto em proteses valvares; com mais frequencia, ocorre 
comprometimento na valva da aorta. 11,155,531,623 As complicates da endocardite por Brucella consistem em embolizato septica, 
aneurismas micoticos, miocardite, pericardite e necessidade de intervene cirurgica para colocat o ou substitui^ao de protese 
valvar. 11,531,6 Foi tambem relatada a ocorrencia de infect 0 de marca-passo e derivagoes associadas por B. melitensis em urn 
tosquiador de carneiros de 45 anos de idade, que acabara de completar urn tratamento de 45 dias para brucelose. 55 Em 1999, 
Ying etal. descreveram urn caso de endocardite por B. canis sorologicamente confirmada, que ocorreu em urn homem de 49 
anos de idade apos retornar do Kuwait. 1401 



Infeqoes oculares As infeqoes oculares constituem complicates tardias e incomuns da infec^ao por Brucella. A uvei'te e a infec^ao ocular mais 

frequente associada a brucelose. 1102,111 Em um estudo de 12 pacientes com uvei'te brucelar, foram efetuadas culturas e sorologia 
de amostras de humor vi'treo, humor aquoso e humor sub-retiniano. Oito pacientes (66,7%) tiveram sorologia positiva do 
liquido vi'treo para anticorpos contra Brucella. Quatro pacientes (33%) tiveram sorologia ocular negativa para Brucella, porem 
com soro positivo. ! 1(1 Foram realizadas culturas de amostras de liquido ocular de 11 pacientes, e apenas um deles apresentou 
cultura positiva do liquido sub-retiniano. As infecqies oculares por Brucella tambem consistem em neurite optica, ceratite, 
endoftalmite e infeqao das glandulas lacrimais. 17,104,394 A neurite optica esta associada a perda da visao, febre, cefaleia temporal 
e dor retrobulbar. A endoftalmite resulta de disseminagao hematogenica, e foram obtidas culturas positivas tanto do humor 
aquoso quanto do humor vi'treo. 

Infectes diversas Foi relatada a ocorrencia de infec^ao por Brucella transmitida por transplante de medula ossea em um menino de 8 anos de 

idade que recebeu transplante de medula ossea alogenica de seu irmao HLA-tipado. 402 A cultura da medula ossea infundida foi 
positiva depois de 4 dias, e, subsequentemente, o paciente desenvolveu febre, e B. abortus foi isolada de hemoculturas. 0 irmao 
apresentou manifestaqies no dia 32 apos o transplante, com febre, hepatoesplenomegalia, sorologia positiva para Brucella 
(titulo de aglutina^ao de 1:320) e hemoculturas positivas para B. abortus. Yousif e Nelson descreveram um paciente que 
desenvolveu neurobrucelose 13 anos apos se submeter a transplante de rim cadaverico. 1408 A celulite e as infeqdes dos tecidos 
moles constituem manifesta^oes incomuns da brucelose. Os tecidos sao provavelmente colonizados pelos microrganismos 
durante os episodios de bacteriemia, levando a formaqio de abscessos. Recentemente, foi relatada a ocorrencia de abscessos 
gluteos, das mamas, psoas, do baqi e da glandula de Bartholin por especies de 6race//a. 123,398,527 ’ 1003, 1016,1081 0 tratamento 
consiste na drenagem dos abscessos e terapia prolongada com agentes antimicrobianos. As manifestaqies mucocutaneas 
(lesoes eritematosas papulares, purpura, sindrome de Stevens-Johnson) tambem podem constituir parte do quadra clinico. 


Pode-se observar a preseruja de anormalidades hematologicas, devido a infecc^ao cronica do SRE, incluindo linfonodos, 
medula ossea e ba<;o. Granulomas e abscessos formam-se diretamente nesses tecidos ou manifestam-se como discrasias 
hematologicas perifericas. Pode-se verificar a presenfa de pequenos granulomas nao caseosos e maldefinidos na medula ossea 
de cerca de 70% dos pacientes, juntamente com histiocitos reativos inespecificos. Em pacientes com brucelose, observa-se a 
ocorrencia de leucopenia, pancitopenia, anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia grave e coagulapao 
intravascular disseminada. 1172,1272,1405 As anormalidades hematologicas podem predominar na fase inicial da infecijao, 
mascarando a etiologia infecciosa da doenqa e simulando uma doen 9 a hematologica primaria. Em geral, as anormalidades 
hematologicas sao transitorias, e ocorre normalizai^ao apos terapia antimicrobiana bem-sucedida. 

Diagnostico sorologico das infecgoes por Brucella 

Os testes sorologicos sao comumente usados para o diagnostico de brucelose. Esses ensaios detectam anticorpos dirigidos 
contra a cadeia lateral O do LPS bacteriano. O teste de aglutinapao do soro (SAT; do ingles, serum agglutination test ) e o mais 
amplamente utilizado e constitui a base da sorologia para Brucella} ' " O SAT, que utiliza um antigeno de B. abortus 
comercial padronizado (BD Biosciences, Sparks, MD), e efetuado como teste de diluipao em tubo e detecta anticorpos 
aglutinantes das classes IgG e IgM. 61,1404 Um volume e concentraqao padronizados de suspensao de celulas integrals de 
Brucella reage com um volume padronizado de diluigocs do soro que variam de 1:20 a 1:1.280. Apos incubapao a 37°C 
durante 24 horas, observa-se visualmente a aglutinapao das celulas no fundo dos tiibulos. O titulo e a maior diluipao de soro 
que resulta na aglutinapao de 50% das celulas bacterianas. 2 A incorporagao de 2-mercaptoetanol (0,05 M) no tubo de ensaio 
inativa a IgM por meio de ruptura das fontes dissulfeto da molecula, proporcionando, assim, um titulo de aglutininas IgG- 
especilico. 11 Com a instalaqao da infecijao, ocorre prod up ao de anticorpos IgM durante os primeiros 7 a 10 dias, seguida de 
declinio da IgM, que e substituida pela produpao de IgG depois da segunda semana. 688 A sensibilidade e a especificidade do 
SAT dependem do nivel de base da doenpa na popula 9 ao e do valor de corte usado para determinar os resultados positivos. A 
especificidade do teste e o valor preditivo de um teste positivo sao aumentados pela selepao de um valor de corte mais alto em 
areas de endemicidade de Brucella. Entretanto, com a sele 9 ao de um titulo de corte mais alto, a sensibilidade do teste diminui, 
podendo omitir os individuos com doen 9 a persistente ou recidivante. A maioria dos pacientes com brucelose ativa ira 
apresentar titulos de SAT de > 1:160; subsequentemente, esses titulos declinam com o tratamento adequado. Em areas de alta 
endemicidade, o uso de um titulo de corte de 1:320 pode aumentar a especificidade do teste. Entretanto, podem ser detectados 
titulos mais baixos ou mais altos na doen 9 a tanto ativa quanto assintomatica. 812 A sensibilidade do teste pode ser aumentada 
pelo exame de amostras pareadas de soro (coletadas a intervalo de cerca de 2 semanas), a procura de soroconversao ou de uma 
eleva 9 ao de quatro vezes ou mais nos titulos. O SAT que utiliza antigeno de B. abortus nao pode ser realizado para o 
diagnostico de infec 9 oes causadas por B. canis ou B. ovis, visto que esses microrganismos so existem na forma de colonias 



rugosas e nao possuem antigenos que apresentam rcac^ao cruzada com outras especies de Brucella. 64 Para essas duas especies, 
sao utilizados antigenos principais da proteina da membrana externa para o diagnostico sorologico. O SAT tambem pode ser 
realizado como teste de microaglutinaijao em cavidades de microtitula 9 ao com base em formato de U ou V. 

O teste de antiglobulina humana de Coombs indireto e usado como complemento do SAT padrao, bem como para a 
dctecgao de anticorpos IgG bloqueadores ou nao aglutinantes que nao sao detectados no SAT. 26 Dilui^oes em tubo padroes que 
sao negativas para aglutinatjao de celulas integras de B. abortus ou B. melitensis sao centrifugadas, e as celulas bacterianas sao 
novamente suspensas e lavadas varias vezes. Em seguida, adiciona-se IgG anti-humana as celulas ressuspensas, e os tubos sao 
incubados a 37°C durante 24 horas. Observa-se visualmente a aglutina^ao das celulas bacterianas pela antiglobulina humana. 
O teste de antiglobulina Coombs mostra-se util para a detec^ao da doen^a cronica ou recidivante, visto que detecta a presen 9 a 
de anticorpos aglutinantes e nao aglutinantes que possuem afmidade tanto alta quanto baixa pelo antigeno. 204 

O teste de aglutina 9 ao Rosa Bengala e um teste rapido que foi originalmente projetado para rastreamento de popula 9 oes de 
animais; todavia, e tambem utilizado como teste adjuvante para o diagnostico rapido de brucelose em seres humanos. Os 
resultados positivos sao geralmente confirmados pelo SAT. O teste baseia-se na aglutina 9 ao de celulas integras de B. abortus 
de morfologia lisa, que sao coradas pelo Rosa Bengala e tamponadas em pH baixo (3,65), o que inibe a aglutina 9 ao 
inespecifica das celulas bacterianas. Esse teste detecta anticorpos tanto aglutinantes quanto nao aglutinantes. Em uma 
avalia 9 ao do teste com Rosa Bengala utilizando amostras de soro de 711 pacientes com diagnostico de brucelose e 270 
controles, a sensibilidade global do teste foi de 92,9%. 1120 Entretanto, a especificidade do ensaio dependeu das caracteristicas 
do grupo estudado. Entre os pacientes sem exposhjao regular ou historia de brucelose, a especificidade foi de 94,3%; todavia, 
entre os pacientes infectados por Brucella que foram tratados no ano anterior, a especificidade do teste caiu para 76,9%. Em 
regioes endemicas, sabe-se que ocorrem infec 9 oes assintomaticas ou autolimitadas, e a IgG anti -Brucella pode persistir por 
varios meses apos o termino do tratamento. Em virtude dessa baixa especificidade e do grande numero de resultados falso- 
positivos, nao se recomenda o uso do teste Rosa Bengala para rastreamento em areas endemicas. O uso desse teste como unico 
determinante de infec 9 §o ativa levaria a um tratamento desnecessario do paciente com farmacos potencialmente toxicos. Alem 
disso, o S-LPS exibe reatividade cruzada com outras bacterias gram-negativas, incluindo Y. enterocolitica, E. coli 0157 e F. 
tularensis, o que pode aumentar ainda mais o numero de resultados falso-positivos obtidos e diminuir a especificidade do 
teste. 

Um avan 90 mais recente no diagnostico sorologico da brucelose e o ensaio de aglutina 9 ao de imunocaptura BmcellaCapt® 
(Vircell SL, Santa Fe, Granada, Espanha). 61 ’ 204,205 ’ 979 Esse teste utiliza cavidades de microtitula 9 ao que sao recobertas com 
anticorpos dirigidos contra IgG e IgA humanas. O soro do paciente e diluido seriadamente e adicionado a cada cavidade. 
Depois de um periodo de incuba 9 ao, adiciona-se o antigeno (uma suspensao de B. abortus corada e formalinizada), e a placa e 
entao incubada durante 24 horas. Os testes positivos mostram a ocorrencia de aglutina 9 ao da suspensao bacteriana sobre o 
fundo da cavidade. Os testes negativos sao indicados pela forma 9 ao de um sedimento condensado de microrganismo no fundo 
da cavidade. Em um estudo de 321 amostras de soro de 48 pacientes com brucelose (incluindo 20 pacientes com doen 9 a focal 
e 8 pacientes com 9 recidivas no decorrer dos 18 meses precedentes), o ensaio BrucellaCapt® teve uma sensibilidade de 100% 
para o diagnostico das infec 9 oes iniciais. 204 Em pacientes tratados com bons resultados clinicos, as rediujoes dos titulos, 
determinadas pelo BrucellaCapt®, foram pronunciadas e rapidas. Apos o rapido declinio, 80% dos pacientes permaneceram 
positivos com baixos titulos durante 12 meses ou mais apos o tratamento; a maior parte das redu 9 oes lentas nos titulos ocorreu 
em pacientes com doen 9 a cronica ou focal. Em outra avalia 9 ao, a sensibilidade e a especificidade do ensaio BrucellaCapt® 
foram maiores que o SAT (96% vs. 73%), porem a especificidade do BrucellaCapt® foi de 97,5% em compara 9 ao com a 
especificidade de 100% observada com o SAT. 205 Em pacientes com doen 9 a recidivante, os titulos no ensaio BrucellaCapt® 
permaneceram elevados (titulos > 640), embora o SAT possa ter sido alto ou baixo. 979 Os resultados obtidos com o 
BrucellaCapt® tambem sao influenciados pela prevalencia da doen 9 a na popula 9 ao estudada. Em uma avalia 9 ao do ensaio 
BrucellaCapt® em uma regiao endemica da Espanha, foi observada uma sensibilidade de 98% nos casos confirmados por 
cultura utilizando um corte de 1:80, enquanto a especificidade foi de 96% quando foram usadas amostras de individuos sadios. 
Entretanto, a especificidade caiu para 63% no ponto de corte 1:80, quando foram testadas amostras de individuos residentes na 
regiao endemica e diagnosticados com outras afec 9 oes. 979 Nessa situa 9 ao, a eleva 9 ao do ponto de corte aumenta a 
especificidade do teste, porem diminui a sua sensibilidade. O BrucellaCapt® detecta principalmente anticorpos de alta 
afmidade e e mais especifico do que o teste de Coombs; todavia, em pacientes com doen 9 a cronica ou recidivante, as pequenas 
altera 9 oes que ocorrem nos anticorpos de baixa afmidade continuam sendo mais bem detectadas pelo teste de antiglobulina de 
Coombs. 204 

Foram tambem desenvolvidos IEE para o diagnostico sorologico da brucelose, e esses metodos constituem os testes de 
escolha para infec 9 oes complicadas e cronicas. Foram descritos IEE para a detec 9 §o de anticorpos IgM, IgG e IgA contra 
Brucella, que utilizam celulas integras de B. abortus, LPS de colonias lisas, extratos proteicos e S-LPS de B. melitensis como 
antigeno de fase solida. 61,64,841 ’ 985 Ariza et al. compararam o SAT com os metodos de IEE para a detec 9 §o de IgG, IgM e IgA 
especificas contra Brucella em 761 amostras de soro obtidas de 75 pacientes com brucelose. Nesse estudo, o metodo de IEE 
incorporou o S-LPS de B. abortus como antigeno. O IEE foi sensivel e mais especifico do que os testes sorologicos padroes 



para brucelose. Os titulos iniciais de IgM foram mais elevados em pacientes que procuraram assistencia medica em uma fase 
mais inicial da evolugao clinica, enquanto os pacientes que ja estavam doentes ha algum tempo tiveram tendencia a apresentar 
titulos elevados de IgG e titulos mais baixos de IgM. Com a instituifao da terapia antimicrobiana adequada, os titulos de IgG 
serica diminuiram quatro a oito vezes no decorrer dos 3 a 6 meses seguintes. Foram observados aumentos subsequentes nos 
titulos de IgG e IgA no IEE em pacientes com doen 9 a recidivante. A persistencia de niveis elevados de IgG ou um declinio 
mais lento dos titulos apos tratamento em pacientes sem recidiva foram associados a presence de infectjao focal. Pode-se 
verificar tambem a presei^a de IgM e IgG antibrucela durante os periodos de bacteriemia. 985 Em 1993, Goldbaum el ai. na 
Argentina, caracterizaram uma proteina citoplasmatica de 18 kDa, que estava presente em todas as especies de Brucella de 
colonias lisas e rugosas examinadas. 4 ’ As amostras de soro de pacientes com infec 9 oes ativas por Brucella reagiram com esse 
antigeno em um ensaio baseado em IEE, enquanto os pacientes sem brucelose ou com doen 9 a inativa foram negativos com 
esse teste. Esse IEE tambem pode diferenciar o gado vacinado sadio do gado vacinado que foi infectado por uma cepa de tipo 
silvestre produtora de doen 9 a. Esse antigeno foi purificado por cromatografia de afinidade, e o gene do antigeno foi clonado 
em E. coli, com reten 9 ao da reatividade da molecula recombinante com amostras de soro de animais e seres humanos 
contendo anticorpos anti -Brucella. A molecula foi caracterizada como lumazina sintase, uma enzima envolvida na biossintese 
de riboflavina. 94 Um IEE comercialmente disponivel para a detec 9 ao de IgG e IgM (PANBIO®, Windsor, Brisbane, Australia) 
foi comparado com o SAT padrao e o teste de Coombs para o diagnostico de brucelose em Beirute, no Libano. As 
sensibilidades dos ensaios de IgM e IgG para IEE de Brucella foram de 100 e 91%, respectivamente, enquanto a 
especificidade foi de 100% para ambos os IEE. 92 Recentemente, foram avaliados dois IEE de fluxo lateral para a detec 9 ao de 
IgM e IgG anti -Brucella, respectivamente, para o diagnostico rapido de brucelose em regioes endemicas. 552,627 Em um estudo, 
esses ensaios de fluxo lateral foram positivos em 91 e 97% das amostras de soro de adultos e crian 9 as com brucelose, 
respectivamente, e a concordancia desses ensaios com o SAT foi de 92% utilizando um titulo de corte do SAT de > 1:160. 62 

Al-Shamahy e Wright descreveram um ensaio de IEE para a detec 9 ao de antigeno para a brucelose. 23 O teste utiliza 
anticorpos monoclonais contra o LPS de Brucella e e realizado em amostras de soro. Foi possivel detectar um numero 
pequeno de microrganismos assim como 100 celulas de brucelas ou 10 5 pg/mf de LPS. Esse ensaio foi testado com 1.607 
amostras de soro de doadores randomicos de sangue, 146 pacientes com brucelose, 20 pacientes com risco de infec 9 ao por 
Brucella e 264 amostras de soro de pacientes com outras infec 9 oes diferentes da brucelose. A sensibilidade do ensaio foi de 
100% em compara 9 ao com as hemoculturas positivas; sua especificidade alcan 90 u 99,5% entre doadores randomicos de 
sangue e 99,2% entre os pacientes. Esses dados indicaram que a detec 9 ao de antigeno com esse ensaio constitui uma 
alternativa aceitavel da hemocultura para o diagnostico de infec 9 ao por Brucella. Foram tambem desenvolvidos testes rapidos 
de AL para o diagnostico sorologico de brucelose. Abdoel e Smits desenvolveram e avaliaram um ensaio de AL utilizando 
esferas de latex sensibilizadas com LPS de Brucella. 1 O teste foi avaliado com 45 amostras de soro de pacientes com 
brucelose confirmada por cultura, 90 amostras de pacientes com culture negativa e diagnostico de infec 9 ao por Brucella e 281 
amostras de soro de pacientes com outras doen 9 as distintas da brucelose. A sensibilidade e a especificidade do teste para a 
detec 9 ao de anticorpos anti -Brucella foram de 89,1 e 98,2%, respectivamente. 

Isolamento e caracteri'sticas de cultura 

Devido ao risco de infec 9 oes por Brucella adquiridas em laboratorio, todo trabalho com amostras de pacientes com suspeita de 
conter Brucella e todas as manipula 9 oes de cultures desses microrganismos devem ser realizados em uma camara de 
seguran 9 a biologica de classe II, seguindo as precau 9 oes para microrganismos de BSL-3. Deve-se reduzir ao maximo os 
procedimentos que geram aerossois (aspira 9 ao de liquido com seringas, uso de equipamento de rota 9 ao vortex, pipetagem 
vigorosa etc.). Para cumprir essas diretrizes, e necessario manter uma estreita comunica 9 ao entre o diretor do laboratorio, os 
tecnicos e os medicos que cuidam de pacientes com “possibilidade” de brucelose. O medico deve alertar a equipe do 
laboratorio clinico sempre que for considerado um diagnostico de brucelose, de modo que a equipe possa adotar as precau 9 oes 
de seguran 9 a necessarias. 

Como as especies de Brucella infectam o SRE, as amostras de escolha para o isolamento dos microrganismos em casos de 
suspeita incluem principalmente amostras de sangue e de medula ossea. Em um estudo de 50 pacientes nos quais foi 
fmalmente estabelecido o diagnostico de brucelose, as hemoculturas e as cultures de medula ossea foram positivas em 70 e em 
92% dos pacientes, respectivamente. 9 " Por outro lado, em um estudo de 106 casos de brucelose conduzido em Amman, na 
Jordania, as hemoculturas foram positivas em 44,4% dos pacientes, enquanto a cultura da medula ossea foi positiva em apenas 
27,7% dos pacientes. 1179 As taxas de cultures positivas dessas amostras dependem da apresenta 9 ao e da condi 9 ao clinica de 
cada paciente (i. e., doen 9 a subaguda, aguda ou cronica), bem como do uso anterior de quimioterapia antimicrobiana. Em um 
estudo realizado na Turquia, foram obtidas hemoculturas e cultures de medula ossea de 102 pacientes: 61 com infec 9 ao aguda, 
29 com infec 9 ao subaguda e 12 com doen 9 a cronica. 629 As amostras de sangue e de medula ossea foram cultivadas utilizando 
o sistema BACTEC® 9050. A taxa global de hemoculturas positivas foi de 48%, enquanto a taxa de positividade para as 
cultures de medula ossea foi de 34%. O tempo necessario para a detec 9 ao no sistema BACTEC® foi de 4,2 dias para as 
amostras de medula ossea e de 5,8 dias para as amostras de sangue. Entre os pacientes com doen 9 a aguda, as hemoculturas e 


as culturas de medula ossea foram positivas em 66 e em 46% dos pacientes, respectivamente. Entre os 28 pacientes que 
apresentaram doenpa aguda e cultures de medula ossea positivas, 23 tiveram hemoculturas positivas e 5 apresentaram 
resultados negativos nas hemoculturas. Entre os 29 pacientes que apresentaram doenpa subaguda, as hemoculturas e as 
cultures de medula ossea foram positivas em 31 e 21%, respectivamente. E interessante assinalar que, entre os 12 pacientes 
com brucelose cronica, nenhum apresentou hemoculturas positivas, e apenas um paciente teve uma culture de medula ossea 
positiva. 621 Outro estudo conduzido na Turquia relatou que, entre 30 pacientes com brucelose aguda, 83,3% apresentaram 
cultures de medula ossea positivas, enquanto 66,6% tiveram hemoculturas positivas. Para os 17 pacientes com doenpa 
subaguda, as cultures de medula ossea e as hemoculturas foram positivas em 52 e 23,5%, respectivamente; 1 em 3 pacientes 
com doenpa cronica apresentou uma culture de medula ossea positiva, porem nenhum dos 3 teve hemoculturas positivas para 
Brucella ." 3 Brucella tambem pode ser isolada de amostras de pus, tecido, LCR, liquido pleural, liquido articular e ascite, e as 
amostras tambem devem ser inoculadas em garrafas de hemoculturas. 1386 

Para o isolamento de especies de Brucella, as amostras de sangue e de medula ossea sao inoculadas em garrafas aerobias e 
anaerobias, e, em virtude da taxa de crescimento lento desses microrganismos, as hemoculturas convencionais devem ser 
incubadas a 35°C durante 4 a 6 semanas, com repiques cegos em agar-chocolate e em agar-sangue. Os instrumentos de 
hemoculturas com monitoramento continuo habitualmente detectam hemoculturas/culturas de medula ossea positivas para 
especies de Brucella depois de 5 a 7 dias de incubapao. Yagupsky avaliou a capacidade do instrumento BACTEC® 9240 de 
detectar o crescimento de especies de Brucella e constatou que 21 (78,8%) de 27 hemoculturas positivas foram detectadas 
pelo instrumento 9240 depois de 7 dias; o restante foi detectado por meio de repique cego depois de 2 a 3 semanas de 
incubapao. 1388 Ozturk el al. 995 avaliaram o sistema BACTEC® 9240 com hemoculturas e cultures de medula ossea de 23 
pacientes com brucelose diagnosticada por sorologia. As hemoculturas e as cultures de medula osseas foram positivas em 19 
(82,6%) e 13 (81,2%) dos pacientes, respectivamente. Todas as hemoculturas foram positivas dentro de 7 dias, enquanto as 
cultures de medula osseas tornaram-se positivas em 4 dias. 995 Uma avaliapao do sistema BACTEC® 9120 com monitoramento 
continuo verificou que todas as 20 cepas de B. melitensis foram identificadas com um tempo de detecpao medio de 63,87 
horas, enquanto 13 (65%) dos 20 isolados foram assinalados como positivos pelo BACTEC® 9120 nas primeiras 72 horas. 380 
O isolamento de Brucella tambem pode ser influenciado pelo tipo de meio de hemocultura empregado. O meio BACTEC® 
MYCO/F LYTIC foi formulado para aumentar a detecpao de bacterias intracelulares por meio de lise das celulas sanguineas 
na garrafa. Em uma comparapao do meio litico BACTEC® MYCO/F com a garrafa de hemocultura aerobia BACTEC® Peds 
Plus/F, ambos os meios demonstraram uma sensibilidade semelhante na detecpao de cultures positivas, porem o tempo 
necessario para a detecpao foi significativamente maior com o meio litico MYCO/F (104 +/— 46,7 horas) do que com o meio 
Peds Plus/F (65,5 +/— 19,9 horas). 1379 Utilizando o sistema de hemocultura BacT/ALERT® com monitoramento continuo 
(bioMerieux, Inc., Durham, NC), Solomon e Jackson detectaram a presenpa de B. melitensis na hemocultura de um paciente 
em 2,8 dias, e esses pesquisadores usaram hemoculturas semeadas para mostrar um tempo de detecpao medio de 48 horas +/— 
1 hora em garrafas inoculadas com 100 UFC (unidades formadoras de colonia) de B. melitensis por mf. 1209 Ozturk el al. 993 
avaliaram o instrumento de hemocultura com monitoramento continuo BacT/ALERT® (bioMerieux, Inc., Durham, NC) 
(utilizando um periodo de incubapao de 7 dias), em comparapao com a hemocultura convencional em caldo para Brucella 
durante 4 semanas, com repique cego a cada 48 horas. Das 59 cultures positivas detectadas em 100 amostras (50 amostras de 
medula ossea e 50 amostras de sangue), todas foram detectadas com culture em caldo para Brucella, enquanto o 
BacT/ALERT® detectou apenas 30 (50,8%). Esses pesquisadores sugeriram que as cultures positivas nao foram detectadas 
pelo BacT/ALERT® devido ao pequeno inoculo, ao curto periodo de incubapao (7 dias), a possivel toxicidade do SPS, e a 
produpao lenta de C0 2 pelo microrganismo, que e o produto metabolico detectado no sistema BacT/ALERT®. 993 Em uma 
comparapao do BACTEC® 9240 com o BacT/ALERT®, foi constatado que todos os 17 isolados de Brucella foram obtidos 
com ambos os sistemas de hemocultura; o tempo medio para a detecpao foi de 2,5 dias para o BacT/ALERT® e de 2,8 dias 
para o BACTEC® 9240. 100 As garrafas aerobias padroes BacT/ALERT®, BacT/ALERT® FAN e as garrafas aerobias 
intensificadas BacT/ALERT® tambem proporcionam um rapido crescimento das especies de Brucella, conforme evidenciado 
por estudos simulados de hemoculturas. 1229 

Foi tambem obtido o isolamento rapido de especies de Brucella de hemoculturas com o metodo de lise-centrifugapao 
Isolator 8 . ' L ' 84,1387 ’ 1388 O isolamento de Brucella com esse metodo necessita de 2 a 4 dias e fornece uma avaliapao 
semiquantitativa do nivel de bacteriemia. A sensibilidade do metodo de lise-centrifugapao e superior a 90% para a doenpa 
aguda e e de cerca de 70% para a doenpa cronica. 380,939 

Os sistemas de hemocultura com monitoramento continuo tambem foram avaliados para a detecpao de especies de 
Brucella em outros liquidos corporais estereis. Em um estudo de 1.072 amostras de liquido sinovial de pacientes com artrite, 
as amostras foram processadas pelo Isolator® 1.5 Microbial Tube e inoculadas em meios de hemocultura BACTEC® 9240. 
Quinze amostras foram positivas para B. melitensis pelo metodo de lise-centrifugapao, e 14 dessas amostras positivas tambem 
foram detectadas pelo BACTEC® 9240 dentro de 3 a 7 dias. 1386 A unica culture positiva nao detectada pelo instrumento 
BACTEC® tinha 1,3 UFC de microrganismos por m£, conforme determinado pelo Isolator® 1.5 Microbial (Wampole 
Laboratories, Cranbury NJ). Akcam et al. compararam a culture convencional de varios liquidos corporais com a inoculapao 



de garrafas de hemocultura aerobias BACTEC® e obtiveram cinco isolados de B. melitensis a partir das amostras processadas 
pelo BACTEC® apenas. 8 Cetin et cil. compararam os resultados obtidos por cultura convencional de amostras de liquidos 
corporais estereis com inocula 9 ao de garrafas BACTEC® Peds Plus e obtiveram dois isolados de especies de Brucella do 
liquido sinovial e do liquido pleural pelo metodo BACTEC® apenas. 228 

Identificacao de especies de Brucella 

Pode-se efetuar uma identificatjao presuntiva de uma “possivel especie de Brucella “ quando se isola um minusculo cocobacilo 
de crescimento lento e fracamente corado de hemoculturas ou de cultures de medula ossea de um paciente “compativel”, isto 
e, de um paciente com historia de possivel exposi^ao ocupacional, viagem para uma area endemica ou consumo de carne crua 
ou produtos derivados do leite nao pasteurizados. As especies de Brucella crescem lentamente em agar-sangue e agar- 
chocolate, formando colonias visiveis dentro de 3 a 5 dias (Prancha 9.5 D). As especies de Brucella nao crescem em meios 
MacConkey, EMB ou outros meios “entericos” seletivos ou diferenciais. Pode-se obter tambem um crescimento satisfatorio 
em meio tamponado com agar, carvao e extrato de levedura (BCYE; do ingles, buffered charcoal yeast extract ), que e 
utilizado para o isolamento de especies de Legionella . 108,1 

Todas as especies de Brucella sao aerobias e necessitam de oxigenio para o seu isolamento a partir de amostras clinicas. 
Embora se possa demonstrar a produijao de acido a partir de carboidratos em certas condifoes, o metabolismo desses 
microrganismos e, em grande parte, oxidativo. As cepas de Brucella sao positivas tanto para oxidase quanto para catalase; a 
maioria reduz o nitrato a nitrito, e algumas tambem podem reduzir o nitrito a gas nitrogenio. Todas as especies sao indol- 
negativas e VP-negativas. Os metodos convencionais de identificac^ao de especies de Brucella incluem a necessidade de C0 2 
para o seu crescimento, a produgao de urease e H 2 S (dentro de 4 dias, utilizando tiras de acetato de chumbo) e sensibilidade 
aos corantes fucsina basica (1:50.000 e 1:100.000), tionina (1:25.000, 1:50.000 e 1:100.000) e azul de tionina. A sensibilidade 
a corantes e utilizada nao apenas para ajudar a identi licagao das especies, mas tambem, no caso de B. abortus e B. suis , para 
determinar a biovariante do microrganismo. B. abortus e B. suis sao subdivididas em biovariantes, com base em diferen^as 
bioquimicas e sorologicas, enquanto as biovariantes (na verdade, serovariantes) de B. melitensis sao definidas exclusivamente 
com base em di fere upas sorologicas, visto que sao classicamente resistentes a fucsina, a tionina e ao azul de tionina. O 
reconhecimento de cepas de B. melitensis sorologicamente confirmadas, que sao sensiveis a tionina, sugere que o esquema de 
classificatjao convencional precisa ser modificado e que o uso de novos metodos de identificatjao, de menor complexidade e 
necessario. 305 B. melitensis, B. suis e B. abortus produzem urease; com um inoculo denso, as cepas de B. suis sao 
habitualmente urease-positivas em meio de ureia de Christensen dentro de 5 minutos. A identificacjao de especies de Brucella 
tambem tem sido obtida por COA e dot-blot de colonias, utilizando um anticorpo monoclonal especifico de genero, capaz de 
detectar os antigenos A ou M de B. melitensis, B. abortus e B. suis f 06 A Tabela 9.12 apresenta as caracteristicas fenotipicas 
que sao uteis para a identificacjao das especies de Brucella. 

As especies de Brucella ainda nao estao incluidas nas bases de dados dos sistemas de kits disponiveis no comercio para a 
identifica 9 ao de microrganismos gram-negativos, com exce 9 ao do cartao Vitek 8 ’ 2 GramNegative (GN) Identification, que 
inclui B. melitensis na base de dados. O uso inadvertido desses kits pode retardar o diagnostico e o tratamento. Especies de 
Brucella tem sido identificadas incorretamente como Moraxella phenylpyruvica pelo sistema de identifica 9 ao para 
microrganismos nao entericos API® 20NE, como especies de Moraxella pelo sistema MicroScan 81 Negative COMBO tipo 5 
(Siemens Healthcare, Deerfield IL) e como Haemophilus influenzae biotipo IV pelo painel HNID 8 (Siemens Healthcare). 90,97 
Em um caso, o tecnico que inoculou uma tira API 8 20NE com isolado de B. melitensis subsequentemente desenvolveu 
brucelose. 97 O sistema RapID 8 NF Plus (Remel, Lenexa, KS) para a identifica 9 ao de bacterias gram-negativas nao 
fermentadoras identificou incorretamente um isolado gram-negativo de dois conjuntos de hemoculturas do mesmo paciente 
como Ochrobactrum anthropi. '"' Na terceira interna 9 ao desse paciente para reparo cirurgico de fratura do femur, a cultura de 
uma amostra de pus do acetabulo resultou no crescimento do mesmo bacilo gram-negativo curto isolado anteriormente de 
hemoculturas. O cartao Vitek 8 2 GN Identification identificou os microrganismos como B. melitensis, com uma probabilidade 
de 97%, e o sequenciamento subsequente do RNA ribossomico e sorotipagem nos CDC confirmaram que todos os isolados 
consistiram em B. suis. Um estudo conduzido na Macedonia relatou o isolamento de 16 especies presuntivas de Brucella de 
hemoculturas, que foram identificadas como B. melitensis pelo cartao Vitek® 2 dentro de 8 floras; as diferen 9 as nos perfis de 
substratos entre os isolados sugeriram diferentes cepas. 208 

Tabela 9.12 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Brucella. 


Especie 

Inibi^ao da 

Fucsina Tionina safranina 

Producao 

de H 2 S 

Urease 

Crescimento 

emC0 2 

Lise de 

fago 

Tiblisi 

Lise de 

fago 

Weybridge 

Biotipos 

Hospedeiro 

reservatorio 

B. melitensis 

+ + - 

- 

+, 24 h 

- 

- 

- 

1 a 3 

Caprinos, 



ovinos, 


camelos 

B. abortus +° - - + c +, 24 h + d + + 1 a 6,9 Vacas, 

camelos, 

iaques, 

bufalos 

B.suis - e + + +,15 min - - + 1 a 5 Sui'nos 

(biotipos 
la 3), 
lebres 
silvestres 
(biotipo 
2), caribu 
(biotipo 
4), rena 
(biotipo 

4) , 

roedores 

silvestres 

(biotipo 

5) 

B.canis +/- + - +,15 min - - - Caninos 

B.ovis V --- + --- Ovinos 

B.neotomae - - + +,15 min V + - Roedores 

B.pinnipedialis + + -- + - - + - Baleiaana, 

golfinhos, 

botos 

B. cetaceae + + -- + + ___ Focas 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; h = horas; min = minutos. 

a Exceto o biotipo 2; b = biotipos 1, 2 e 4; c = exceto o biotipo 5; d = biotipos 1 a 4; e = exceto o biotipo 3; ' = biotipo 1. 

Outros sistemas de testes novos foram avaliados quanto a sua capacidade de identificar especies de Brucella. Estudos 
preliminares sobre a identificagao de especies de Brucella com o sistema de identificagao de utilizagao de substratos de 
carbono Biolog 8 indicaram que todas as especies de Brucella oxidaram tres dos 95 substratos no painel, e que foi possivel 
diferenciar B. melitensis, B. abortus e B. suis pela oxidagao diferencial de sete substratos diferenciais. 1 ,65 Utilizando os 
resultados de sete testes no biotype 8 100 (bioMerieux, Marcy-l’Etoile, Franga), um conjunto de assimilagao de substratos de 
carbono inoculado manualmente, Lopez-Merino et al" foram capazes de identificar 85,6% de 92 cepas de Brucella', a 
especificidade variou de 97,4 a 100%, dependendo da especie. Esses pesquisadores ressaltaram a necessidade de inocular 
biotype 8 100 em uma camara de seguranga biologica. Al Dahouk et al. avaliaram o Taxa Profile® (Merlin Diagnostics, 
Bornheim-Hersel, Alemanha), um sistema de biotipagem comercial, para o seu uso potencial da identificagao de especies de 
Brucella.' 4 Esse teste utiliza tres placas de microtitulagem recobertas com varios substratos. A placa A detecta a utilizagao de 
191 aminas, amidas, aminoacidos, acidos organicos e compostos aromaticos heterociclicos; a placa C contem 191 
monossacaridios, dissacaridios, trissacaridios, polissacaridios e agucares diferentes; e a placa E contem 188 substratos que 
detectam varias peptidases, proteases, glicosidases e esterases. As placas foram inoculadas com 23 cepas de referenda, 
representando todas as especies de Brucella 60 isolados de campo. Apos a analise dos resultados com as tres placas (570 
substratos), foi selecionada uma bacteria de 96 testes para identificagao e tipagem de Brucella (Micronauf ), e essa linica 
placa foi testada com 113 cepas de Brucella. Esses microrganismos exibiram perfis caracteristicos e possibilitaram a 
identificagao de isolados ate o nivel de especie, porem nao foi possivel a obtengao das determinagoes das biovariantes. Por 
fim, Ferreira et al. avaliaram a espectrometria de massa pela tecnica MALD1-TOF (MALD1-TOF-MS) ( time-of-flight por 



dessorpao/ionizacjao a laser em matriz; do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) (Bruker Daltonics, 
Leipzig, Alemanha) quanto a sua capacidade de identificar as especies de Brucella. 420 Apos criar perfis MALDI Biotyper 
utilizando cepas tipo das especies de Brucella, o sistema foi testado com 131 isolados clinicos, e as hemoculturas com 
semeadura desses microrganismos tambem foram testadas. Todas as cepas, incluindo as das placas de agar e das hemoculturas, 
foram identificadas ate o nivel de genero pela MALD1-TOF, com menor correlaijao para a identificatjao ate o nivel de especie. 

O isolamento e a identificacjao das especies de Brucella levam tempo, exigem consideravel experiencia microbiologica e 
precisam ser realizados em instala9oes de BSL-3. Tendo em vista o impacto economico da brucelose sobre a pecuaria e os 
animais silvestres, foram desenvolvidos varios metodos moleculares para a identificafao e a biotipagem de especies de 
Brucella isoladas de animais e produtos animais (p. ex., leite), incluindo metodos convencionais de PCR, ensaios de PCR 
multiplex e abordagens de PCR em “tempo real'’. As primeiras abordagens moleculares foram direcionadas para a deteccjao 
desses microrganismos em animais e seus produtos (p. ex., amostras de leite), e, subsequentemente, foram desenvolvidos 
ensaios para a deteccjao de microrganismos em amostras clinicas. O desafio para os ensaios moleculares na detec9ao do genero 
Brucella consiste no fato de que as varias especies possuem mais de 90% de homologia entre elas. Foram utilizados diversos 
genes-alvo para desenvolver iniciadores e sondas para a identificacjao em nivel de genero, especie e biotipo/biovariante. Os 
alvos desses ensaios incluem rRNA 16S, 16-23S regiao intergenica interna (ITS), IS711, genes das proteinas da membrana 
externa ( omp2, omp2a, omp2b, omp31), genes bcsp31 e per. 938,1067,1087,1106 

Em 1994, Bricker e Hailing, no U.S. Department of Agriculture, desenvolveram uma PCR multiplex capaz de identificar e 
diferenciar varias especies de Brucella e biovariantes, incluindo B. abortus biovar. 1,2 e 4, todas as tres biovariantes de B. 
melitensis, B. suis biovar. 1 e B. avis.' Esse ensaio explorou a presen^a de IS777, uma sequencia se inser^ao que e peculiar 
nas especies de Brucella e que e encontrada em regioes especificas do cromossomo da especie e da biovariante. As especies e 
as biovariantes identificadas por esse ensaio constituem a maioria daquelas observadas nos EUA em infec9oes tanto animais 
quanto humanas. A identifica9ao e a tipagem convencionais de isolados de campo tiveram uma correla9ao de 100% com os 
resultados do ensaio multiplex. Subsequentemente, esses pesquisadores ampliaram o ensaio de PCR com iniciadores 
adicionais para possibilitar uma rapida discrimina9ao entre cepas patogenicas e cepas da vacina B. abortus (S19 e RB51) no 
gado previamente vacinado, bem como para detectar isolados adicionais relacionados ao gado. 1 6,1 78 Esse ensaio e denominado 
PCR AMOS, visto que ele detecta Brucella “Abortus, Melitensis, Ovis e Suis”, respectivamente. Subsequentemente, Redkar 
etal. desenvolveram testes de PCR AMOS em “tempo real”, utilizando iniciadores proximais derivados da extremidade 3' do 
elemento de inser9§o IS 777, bem como iniciadores distais e sondas de sequencias peculiares, especificas de especies e 
biovariantes de Brucella , 1067 O ensaio utilizou duas sondas de transference de energia de ressonancia de fluorescencia (FRET; 
do ingles, fluorescence resonance energy’ transfer) adjacentes, que hibridizaram para os amplicons a medida que foram 
formados. O ensaio levou 30 minutos e identificou todas as biovariantes de B. abortus, B. melitensis c B. suis biovar. 1. Ewalt 
e Bricker descreveram uma versao abreviada da PCR AMOS Brucella para rastreamento mais rapido em campo. 4 " 7 Foram 
tambem desenvolvidos ensaios de PCR multiplex convencionais para a identifica9ao de biovariantes especificas de Brucella 
abortus ( i. e., biovar. 5, 6, 9, 3 e subgrupo 3b) isoladas do gado na Espanha, bem como para a identifica9ao e tipagem de 
isolados de B. suis causadores de brucelose suina na Espanha. 419-965 Rees et al. descreveram um ensaio de PCR em um unico 
tubo que utilizou a analise de numero variavel de repetkjoes em tandem (VNTR; do ingles, variable-number tandem repeat) 
para a identifica9ao e tipagem simultaneas de cepas de B. melitensis, B. abortus e “especies de Brucella ” envolvidas em 
infec9oes epidemiologicamente associadas em familias que foram infectadas no Mexico e, subsequentemente, desenvolveram 
a doen9a na California. 1069 Mitka et al. avaliaram quatro ensaios diferentes de PCR, em que cada um deles utilizou diferentes 
pares de iniciadores e genes-alvo (incluindo bcsp31, omp2, omp28 e bp26), utilizando amostras de soro, do creme leucocitario 
ou do sangue total, e todos os quatro metodos tiveram uma sensibilidade de mais de 95,5% e especificidade de 100%. 899 

Foram desenvolvidos varios outros ensaios de PCR multiplex que identificam todas as especies de Brucella 
descritas. 616,803,864 Em 2008, um sistema de tipagem de identifica9ao com PCR multiplex foi desenvolvido e avaliado com 
isolados em sete laboratories internacionais em cinco continentes. 803 Esse teste, denominado Bruce-ladder, utilizou iniciadores 
selecionados para detectar sequencias especificas de especies e/ou cepas. As cepas de Brucella {n = 625) foram de diferentes 
regioes geograficas do mundo inteiro e incluiram isolados clinicos tanto de animais quanto de seres humanos. A identifica9ao 
com Bruce-ladder foi baseada no numero e no tamanho de sete amplicons de PCR analisados por eletroforese em gel de 
agarose a 1,5%. As identifica9oes por Bruce-ladder foram especificas de especies, e todas as cepas e biovariantes das mesmas 
especies de Brucella apresentaram o mesmo perfil de amplicon. O ensaio Bruce-ladder tambem foi capaz de identificar cepas 
de vacina B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev. 1. O ensaio Bruce-ladder tambem tem a capacidade de 
identificar especies e biovariantes nao identificadas por PCR AMOS, incluindo B. canis, B. neotomae, B. pinnipedialis, B. 
ceti, B. abortus biovar. 3, 5, 6, 7 e 9 e B. suis biovar. 2, 3, 4 e 5. O Bruce-ladder foi especifico para especies de Brucella, e o 
DNA de outras 30 cepas relacionadas nao sofreu amplifica9ao com os iniciadores para sequencias especificas de Brucella. 
Esse metodo foi reproduzivel em todos os sete laboratories, e foi possivel utiliza-lo com varios metodos diferentes de extra9ao 
de DNA e termocicladores comerciais. Foi possivel concluir o ensaio em menos de 24 horas e realiza-lo com lisados 
bacterianos de celulas integras. Em 2010, foi descrito um ensaio de PCR multiplex semelhante que utilizou oito pares de 



iniciadores previamente incorporados ao ensaio multiplex, com adigao de iniciadores especificos para B. microti , 864 Foi 
posslvel distinguir B. ceti e B. pinnipedialis em gel por uma diferen?a de tamanho de um amplicon de 794 pares de bases, e 
esses ensaios tambem demonstraram um padrao de amplicon singular para B. inopinata, que produziu um padrao em gel de 
poliacrilamida semelhante a B. abortus, porem com um fragmento adicional de 272 pares de bases. 

Alguns ensaios de PCR multiplex para a identilicagao e a tipagem de Brucella utilizam uma tecnica denominada analise 
de polimorfismos de nucleotidio unico (SNP; do ingles, single nucleotide polymorphisms). Essa tecnica identifica diferen?as 
de nucleotidio unico entre especies ou dentro de uma mesma especie. Possui diversas aplica 9 oes em microbiologia clinica e 
tem sido utilizada para a identifica 9 ao e tipagem de M. tuberculosis, a diferencia 9 ao de grupos de especies de Burkholderia e a 
diferencia 9 ao de cepas tipo vacina e silvestre de virus de varicela-zoster, entre outras aplica 9 oes. Scott et al. utilizaram essa 
tecnica para desenvolver um ensaio multiplex, em que polimorfismos de sequencias foram identificados nos genes glk, trpE e 
omp25, que eram especificos para especies individuals ou grupos de especies de mamiferos marinhos. 1164 A amplifica 9 ao e o 
sequenciamento de amplicons contendo polimorfismos distintos proporcionou uma identifica 9 ao inequivoca como uma das 
seis especies classicas de Brucella ou uma das especies associadas a mamiferos marinhos. Varios outros grupos de pesquisa 
utilizaram posteriormente essa tecnologia para desenvolver ensaios de PCR em tempo real baseados na tecnologia SNP, 
permitindo a identifica 9 ao de especies de Brucella e tipagem de biovariantes. 453,502 O ensaio de SNP em tempo real relatado 
por Koylass et al. foi comparado com o ensaio “Bruce-ladder” descrito anteriormente, e foi constatado que o ensaio SNP e 
mais acurado para diferenciar isolados de B. canis e B. suis, em compara 9 ao com o ensaio “Bruce-ladder”. 733 

Varios metodos de PCR em tempo real para a identifica 9 ao de Brucella foram desenvolvidos e publicados. 439 ' 687,1053,1067 As 
principals vantagens dessas abordagens incluem a rapidez dos resultados dos testes e o fato de evitar a contamina 9 ao do 
amplicon. Foram utilizados metodos de detec 9 ao com sonda FRET, sonda de hidrolise (i. e., TaqMan) e SYBR Green I, e o 
alvos de amplifica 9 ao incluiram os genes IS777, bcsp31, omp e per, bem como a regiao ITS 16S-23S. 156,687,1053 Redkar et al. 
descreveram tres ensaios separados em tempo real especificos para a identifica 9 ao de B. abortus (7 biovariantes), B. melitensis 
(3 biovariantes) e B. suis. Os iniciadores diretos para o ensaio foram derivados do elemento de inscrgao IS 777 enquanto os 
iniciadores reversos e as sondas FRET foram selecionados a partir de sequencias cromossomicas especificas de especies e de 
biovariantes. 1053 Winchell et al. 1 ' ' desenvolveram uma PCR em tempo real utilizando sete conjuntos diferentes de iniciadores, 
incluindo um iniciador (Bspp) que identificou especificamente microrganismos do genero Brucella, e seis conjuntos de 
iniciadores que possibilitaram a detec 9 ao de todas as especies de Brucella, com a exce 9 §o de B. inopinatus. Apos 
amplifica 9 ao, a identifica 9 ao das especies foi obtida por meio de analise da curva de dissocia 9 ao em alta resolu 9 ao (HRM; do 
ingles, high-resolution melt), tendo cada especie um diferente perfil de dissocia 9 ao. O teste subsequente das cepas BOl (B. 
inopinatus) e B02 confirmou que esses isolados consistem em especies de Brucella (i. e., positivos com o iniciador Bspp), 
que sao distintas de outras brucelas, e que a cepa B02 pode, na verdade, ser uma especie diferente de B. inopinatus (BOl). 

Foram tambem desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real para a detec 9 §o de brucelas em uma variedade de amostras 
clinicas humanas, incluindo hemoculturas, sangue total e amostras de soro. Kattar et al. desenvolveram e avaliaram tres 
ensaios de PCR em tempo real com detec 9 ao por meio de sonda de hibridiza 9 ao LightCycler® do ITS 16S-23S ITS, gene 
omp25, gene omp31, respectivamente. 687 Cada ensaio teve sensibilidade e especificidade de 100%, e o alvo ITS apresentou o 
limite mais baixo de detec 9 §o. O ensaio ITS foi testado com 340 amostras de sangue total (24 de pacientes com brucelose, 31 
de pacientes com brucelose tratada e 299 de pacientes SAT-soronegativos). A sensibilidade e a especificidade clinica e os 
valores preditivos positivos e negativos foram, respectivamente, de 66,7%, 99,7%, 94,1% e 97,6%. Foi descrita uma 
metodologia de ensaio em tempo real utilizando SYBR® Green I e LightCycler® (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) 
por Quiepo-Ortuno et al. para a detec 9 §o de especies de Brucella em amostras de soro humano. 1052,1053 Esse ensaio amplificou 
uma regiao de 223 pares de bases da proteina de membrana imunogenetica bcsp31, e a especificidade do ensaio foi 
determinada por analise de curva-dissocia 9 ao e sequenciamento para verificar a especificidade dos produtos derivados da 
PCR. Apos otimiza 9 ao das condi 9 oes do ensaio, o teste foi avaliado com 62 amostras de soro de pacientes com brucelose ativa 
e 65 amostras de soro de controles negativos. Esse ensaio apresentou uma sensibilidade de 91,9% e especificidade de 95,4% 
para o diagnostico de brucelose ativa, foi reproduzivel, e a sua execu 9 ao levou menos de 2 horas. Esse ensaio foi 
subsequentemente modificado para a detec 9 §o quantitativa de especies de Brucella em amostras de soro e comparado com os 
resultados de hemoculturas, resultados de SAT e resultados de BrucellaCapt® para 46 pacientes com brucelose e 64 pacientes 
de controle (incluindo 36 pacientes com historia de brucelose tratada, 17 pacientes assintomaticos com risco de brucelose e 11 
pacientes com outras condi 9 oes). 1052 Quarenta e quatro (95,7%) dos pacientes com brucelose foram positivos para PCR. Cinco 
pacientes de controle com PCR-positiva incluiram quatro que tinham acabado de concluir o tratamento para a brucelose, 
enquanto o quinto era um cirurgiao-veterinario trabalhando em um programa de controle/erradica 9 ao de Brucella. A 
sensibilidade e a especificidade do ensaio foram, respectivamente, de 95,7% e 92,2%, e os valores preditivos para resultados 
positivos e negativos da PCR foram, respectivamente, de 89,8% e 96,7%. Os valores correspondentes para hemoculturas 
foram, respectivamente, de 69,6%, 100%, 100% e 78,8%. 

Os metodos moleculares tambem podem ser utilizados nao apenas para a identifica 9 ao de isolados, mas tambem para a 
tipagem de cepas de isolados de Brucella. Com base no sequenciamento dos genomas completos de B. melitensis e B. abortus. 



foi constatado que regioes do DNA sao uteis como marcadores especificos para tipagem de cepas. Nos genomas desses 
microrganismos, foi constatado que regioes do DNA que possuem um numero variavel de VNTR, que varia de 1 a 10 pares de 
bases por repetipao e de 1 a mais de 30 repetipoes por locus. As localizapoes e os numeros dessas VNTR dentro das 
sequencias de genomas publicadas nao sao conliecidos. Um dos primeiros estudos que utilizaram essa tecnologia identificou 
uma sequencia de repetipao em tandem de 8 pares de bases em nove loci de B. abortus, e esses loci eram hipervariaveis entre 
varias cepas de B. abortus. Com o uso da PCR, o numero de sequencias de repetipoes por locus gerou “ 'fingerprints ” 
especificos de cepas, que foram capazes de identificar cepas tipos de especies de Brucella e diferenciar isolados nao 
relacionados de B. abortus obtidos de gado bovino e de outros animais . 1 4 LeFlech et al. utilizaram a tecnologia do VNTR 
para estabelecer um ensaio de PCR de dois paineis e 15 marcadores para especies de Brucella. 714 O primeiro painel utilizou 
oito marcadores para estabelecer uma identificapao em nivel de especie ao longo de linhagens classicas de especies, enquanto 
o segundo painel utilizou sete marcadores e foi capaz de diferenciar isolados da mesma biovariante. Whatmore et al. 
empregaram a mesma tecnologia e identificaram 21 VNTR, cujo comprimento variou de 5 a 40 pares de bases. Seis loci foram 
suficientes para a identificapao em nivel de especie, enquanto os 15 restantes conseguiram discriminar entre isolados da 
mesma especie/biovariantes obtidos de diferentes locais geograficos . 1 ’ A analise VNTR foi rapida, reproduzivel e aplicavel a 
pesquisas epidemiologicas envolvendo a transmissao de Brucella e para a determinapao de relapoes entre isolados de Brucella 
de varias partes do mundo. 

Tratamento da brucelose 

O tratamento da brucelose humana e uma area em fase de evolupao, devido ao espectro da doenpa, a 
possibilidade/probabilidade de infecpao cronica e a propensao de complicapoes de multiplos sistemas de orgaos . 837,1206 Apesar 
da sensibilidade in vitro a numerosos agentes antimicrobianos, os resultados in vitro nao se traduzem, necessariamente, em 
eficacia clinica e resultados nos pacientes. O tratamento, para ser bem-sucedido, exige terapia antimicrobiana prolongada, 
habitualmente com uma combinapao de farmacos, e, em alguns casos, pode-se indicar tambem a intervenijao cirurgica. A 
administragao de agentes que penetram nas celulas fagociticas e possuem atividade no interior dessas celulas constitui um pre¬ 
requisite para a terapia, visto que as brucelas sao patogenos intracelulares facultativos, e a terapia precisa ser prolongada. O 
tratamento com ciclos curtos nao e efetivo, visto que a maioria dos pacientes sofre recidiva . 1208 A terapia atual consiste em 
uma combinapao de doxiciclina (200 mg/dia VO, durante 6 semanas) mais gentamicina (5 mg/kg/dia, por via IM, durante 7 
dias ). 1115,1207 O tratamento recomendado pela OMS inclui doxiciclina oral (200 mg/dia) mais rifampicina (600 a 900 mg VO) 
por um periodo minimo de 6 semanas. O esquema de tetraciclina oral (2 g/dia, durante 6 semanas) ou doxiciclina em 
associapao com estreptomicina ou gentamicina (1 g/dia IM durante 2 a 3 semanas) esta associado a menor recidiva do que as 
recomenda 9 oes da OMS . 63,838 O tratamento da brucelose com cefalosporinas na forma de monoterapia, como a ceftriaxona, 
resultou em falhas terapeuticas e nao pode ser recomendado. ,4N Em geral, as fluoroquinolonas exibem boa atividade contra 
especies de Brucella in vitro, embora a CIM para esses farmacos tenda a ser mais alta que aquela para outros bacilos gram- 
negativos . 697 Os estudos realizados indicam que esses farmacos nao podem ser usados como monoterapia e tem sido 
associados a taxas de falha terapeutica de ate 25%. 24 Um estudo prospectivo randomizado avaliou a eficacia do ciprofloxacino 
versus rifampicina mais doxiciclina no tratamento da brucelose aguda. Depois de 45 dias de tratamento, cinco dos seis 
pacientes tratados com ciprofloxacino sofreram recidiva, apesar da sensibilidade in vitro e dos baixos valores de CIM dos 
isolados de B. melitensis.' 1 Em um estudo conduzido na Turquia, a eficacia clinica de uma combinapao de ofloxacino e 
rifampicina durante 6 semanas foi comparavel aquela obtida com a combinagao de doxiciclina e rifampicina . 12 As 
fluoroquinolonas e as cefalosporinas mais recentes podem exibir maior eficacia clinica quando utilizadas em combinapao com 
outros farmacos. O SXT, quando utilizado em associapao com rifampicina ou com um aminoglicosidio, mostra-se util para o 
tratamento de crianpas com menos de 8 anos de idade (as tetraciclinas estao contraindicadas). 1 " l “ , As crianfas com mais idade 
podem receber um esquema modificado de doxiciclina (4 mg/kg/dia VO) e rifampicina (10 mg/kg/dia, PO), durante 6 
semanas. Para infeepoes pediatricas graves, pode-se adicionar gentamicina (5 mg/kg/dia, IM) nos primeiros 5 a 7 dias de 
tratamento. Para a endocardite causada por Brucella, e habitualmente necessaria uma combinapao de terapia antimicrobiana e 
cirurgia (i. e., substituipao de valva), embora alguns pacientes tenham respondido a quimioterapia antimicrobiana 
apenas . 40,543,835,838 O tratamento para a endocardite causada por Brucella, a seme I ha 119 a daquela causada por outros agentes 
bacterianos, exige a administrapao de agentes antimicrobianos em niveis bactericidas. A doxiciclina, a rifampicina e o SXT 
tem sido utilizados com sucesso para a endocardite, em associagao com substituipao valvar. Para a doenpa do SNC, os 
esquemas contendo aminoglicosidios estao contraindicados, visto que esses farmacos nao alcanpam niveis terapeuticos no 
LCR. Recomendam-se terapias de combinapao com dois ou tres farmacos (p. ex., doxiciclina, rifampicina e SXT) que 
penetram no SNC e que sao ativos contra o isolado infectante . 8 h O tratamento da doenpa de multiplos orgaos pode exigir que 
a terapia triplice com antibioticos seja mais prolongada, e certos tipos de complicapoes (p. ex., espondilite) respondem melhor 
ao esquema de doxiciclina-gentamicina do que ao esquema de doxiciclina-rifampicina . 62,1194 Durante o tratamento e apos o seu 
termino, os pacientes devem ser monitorados a procura de evidencias de recidiva/recorrencia da doenpa por sorologia, 
utilizando a modi ficapao 2-ME do teste SAT ou por IEE. 


Especies de Francisella 

Epidemiologia da tularemia 

A tularemia e a doen?a causada pelo cocobacilo gram-negativo fastidioso Francisella tularensis , 393 Os reservatorios da 
bacteria na natureza incluem coelhos, roedores, esquilos, ratos-almiscarados, castores, ratos-calunga, cervos, lemingues e 
guaxinins. Os animais domesticos, como gado bovino, suinos e equinos, sao bastante resistentes a infec 9 ao, enquanto os 
ovinos sao relativamente suscetiveis. O microrganismo e transmitido entre animais por picadas de carrapatos e moscas, como 
as moscas Chrysops (mutuca ). 1026 No carrapato, ocorre tambem transmissao transovariana de F. tularensis, proporcionando, 
assim, uma fonte constante do microrganismo no ambiente. As infectjoes nos seres humanos sao mais comumente adquiridas 
por picadas de carrapatos, moscas do genero Chrysops (mutuca) e mosquitos infectados, ou por contato direto com o sangue 
ou orgaos internos de animais infectados. 11 ' 1 ’ As fontes de agua contaminadas, aerossois e mordeduras de animais tambem 
constituem uma fonte de infecijao nos seres humanos. Entre os carrapatos, sao conhecidas pelo menos 13 especies diferentes 
que sao naturalmente infectadas por F. tularensis, sendo o carrapa-to-do-cao americano ( Dermacentor variabilis), o carrapato 
da madeira {Dermacentor andersoni) e o carrapato-estrela (Amblyomma americanum) os mais comuns na America do Norte. 
A transmissao da doen 9 a por exposi 9 ao a carrapatos ocorre nas regioes das Montanhas Rochosas dos EUA e leste. Na 
California, em Wyoming e Nevada, as moscas picadoras constituem os principals veto res . 21 Por outro lado, os mosquitos 
constituem os principals vetores da transmissao da doen 9 a na antiga Uniao Sovietica, Escandinavia e regioes vizinhas . 387 Entre 
os ca 9 adores, ocorreram infec 9 oes apos esfolamento, curtume e ingestao de animais infectados, incluindo coelhos, lebres, 
castores, ratos-almiscarados, aves e esquilo. Essas atividades podem gerar aerossois, resultando em transmissao das bacterias 
pelo ar. A agua contaminada tambem representa uma importante fonte do microrganismo no meio ambiente, e ocorreram 
infec 9 oes em seres humanos apos a ingestao de agua de P 090 S onde foram encontradas canvas animais infectados. Um 
grande surto de tularemia em Kosovo, ocorrido entre 1999 e 2000, foi atribuido a agua e alimentos contaminados, e os 
roedores foram identificados como fonte dos microrganismos . 1076 Ocorreram infec 9 oes adquiridas pelo ar apos a inala 9 ao de 
poeira e feno contendo fezes e canvas de roedores. Surtos recentes de tularemia em Martha’s Vineyard (Massachusetts, 
EUA) foram associados a atividades de paisagismo, jardinagem e cortar grama, e infec 9 oes de animais na area em gambas e 
guaxinins foram documentadas . 85 Infec 9 oes humanas tambem foram desenvolvidas apos exposi 9 ao ou mordeduras de 
carnivores, incluindo gatos domesticos. Nesses casos, a contamina 9 ao da boca ou das presas do gato apos matar e ingerir uma 
presa constitui o provavel modo de aquishjao do microrganismo, embora os gatos tambem possam adquirir infec 9 oes 
sistemicas . 1283,1332 As infec 9 oes humanas tambem foram atribuidas a caes-de-pradaria infectados, que eram vendidos como 
animais de estima 9 ao . 216 F. tularensis e altamente contagiosa - apenas 10 a 50 microrganismos administrados por via 
intradermica ou por aerossois sao suficientes para causar infec 9 ao, e o microrganismo pode penetrar facilmente em minusculas 
solu 9 oes de continuidade inaparentes na pele . 393 A tularemia tambem foi adquirida em consequencia de acidentes de 
laboratorio ocorridos durante o processamento de amostras infectadas, isolamento e identifica 9 ao do microrganismo e 
manipula 9 ao de grandes mimeros de microrganismos em pesquisa. Nao ocorre transmissao entre seres humanos. 

Antes da Segunda Guerra Mundial, a tularemia era relativamente comum nos EUA, porem a sua incidencia declinou 
uniformemente durante a decada de 1950, e, desde 2001, as taxas de casos de tularemia sao inferiores a 0,05 caso por 100.000 
habitantes . 221 Embora a doen 9 a tenha sido relatada em todos os EUA, a grande maioria dos casos atuais e observada nos 
estados do sul e centro-sul (i. e., Missouri, Kansas, Arkansas, Oklahoma e Texas). Em 2006, mais da metade dos casos 
relatados nos EUA ocorreu em Arkansas, Kansas, Missouri, Nebraska e Massachusetts . 221 As areas com o maior niimero de 
casos migraram ligeiramente do centro-sul para o norte dos EUA, possivelmente em consequencia das mudan 9 as climaticas . 931 
A maioria dos casos ocorre durante os meses de verao ou no meio do invemo, correspondendo a picos de doen 9 a associada a 
vetores e doen 9 a associada a pratica da ca 9 a, respectivamente . 634 Os homens sao mais comumente infectados do que as 
mulheres, devido a associa 9 ao dessa infec 9 ao a determinadas ocupa 9 oes (p. ex., fazendeiros, veterinarios de animais de grande 
porte, ca 9 adores, tosqueadores e pastores de carneiros, ca 9 adores e utilizadores de armadilhas). Nos EUA, as taxas de 
incidencia sao mais altas em crian 9 as de 5 a 10 anos de idade e adultos a partir dos 75 anos. 

Nessa ultima decada, surgiram questoes relativas ao uso potencial de F. tularensis como agente de guerra biologica e 
bioterrorismo. Consequentemente, F. tularensis e classificada pelos CDC como agente de bioterrorismo de categoria 
A . 18 ,346,1093 Nos EUA, F. tularensis foi investigada como agente potencial na guerra biologica nas decadas de 1950 e 1960, 
antes da revoga 9 ao do programa bioterrorista ofensivo dos EUA, e e provavel que outros paises tambem tenham investigado 
esse microrganismo. Em Fort Detrick, animais e voluntarios humanos tanto civis quanto militares foram expostos a aerossois 
contendo F. tularensis para estabelecer a infectividade do agente propagado dessa maneira e avaliar a eficacia de vacinas, 
terapias profilaticas e modalidades de tratamento . 274 Os grupos de trabalho na area de biodefesa concluiram que a dispersao do 
microrganismo por aerossois seria o procedimento mais provavel para um ataque bioterrorista envolvendo F. tularensis, visto 
que a infec 9 ao por inala 9 ao afetaria a maior parte da popula 9 ao . 146 Com esse metodo de dispersao, o quadro clinico mais 
provavel iria consistir em doen 9 a pneumonica e tifoide (ver adiante). Kaufmann et al. dos CDC publicaram recentemente um 
cenario dos “melhores e piores” casos se F. tularensis fosse propagada como “nuvem de aerossol” como parte de um ataque 


bioterrorista. 690 Se a dose de aerossol infecciosa de F. tularensis for de 50 a 100 microrganismos, e admitindo-se uma taxa de 
ataque de 82,5%, a expositjao de 100.000 pessoas resultaria em 82.500 casos de tularemia pneumonica. Com lima taxa de 
mortalidade de 6,2%, seriam esperadas 6.188, com um impacto economico entre 465 e 562 milhoes de dolares! 

Historico e taxonomia 

A tularemia foi descrita pela primeira vez em 1911 por McCoy como causa de uma doen?a semelhante a peste em esquilos da 
California durante pesquisas sobre a possivel ocorrencia de peste bubonica entre populates de roedores na regiao da Baia de 
Sao Francisco apos o terremoto de 1906. Subsequentemente, McCoy e Chapin isolaram o agente etiologico e deram-lhe o 
nome de Bacterium tularense em referenda ao Condado de Tulare, na California, onde estava localizado o laboratorio desses 
pesquisadores. s 0 De 1912 a 1925, Edward Francis, estudando a doenga humana denominada “febre da mutuca”, estabeleceu 
uma conexao entre essa doen?a e a “doen 9 a semelhante a peste” descrita por McCoy em roedores. Pesquisou as formas de 
transmissao, o agente etiologico e criou o nome “tularemia”. Esse nome reflete o do Condado de Tulare, onde McCoy e 
Chapin isolaram o microrganismo, e tambem esta relacionado com a “bacteriemia” que ocorre como manifestafao da 
infec 9 ao. Pelos seus trabalhos pioneiros na cultura desses microrganismos, nos metodos usados para diagnostico sorologico, 
nas sindromes clinicas associadas e no reconhecimento dos principals reservatorios e vetores, Francis recebeu o Premio Nobel 
em ciencias em 1959, e o microrganismo teve o seu nome Bacterium tularense mudado para Francisella tularensis em 
homenagem a esse pesquisador. Com base em tecnicas taxonomicas moleculares, F. tularensis e classificada na ordem 
Thiotrichales, familia Francisellaceae, na subdivisao y das Proteobacteria. 472 ' 1192 O sequenciamento dos genes 16S e a analise 
de sequencia do genoma completo de varias cepas de F. tularensis indicam que os microrganismos relacionados mais 
proximos sao endossimbiontes, como Wolbachia persica. 69 A familia Francisellaceae inclui os generos Francisella e Fangia. 
O genero Fangia e constituido por uma unica especie, F hongkongensis , um cocobacilo gram-negativo isolado da agua do 
mar em JTong Kong. 761 

Os membros do genero Francisella sao cocobacilos gram-negativos intracelulares facultativos, estritamente aerobios e 
imoveis. No momento atual, o genero Francisella e constituido de quatro especies: F. tularensis, F. philomiragia, F. 
noatunensis e F. hispaniensis. F tularensis e dividida em quatro subespecies: F. tularensis subesp. tularensis, F. tularensis 
subesp. holarctica, F. tularensis subesp. mediasciatica e F tularensis subesp. novicida. 615 ’ 152 ’™ Essa ultima subespecie era 
anteriormente uma especie separada (F. novicida), porem foi reclassificada como subespecie F tularensis em 2010. 615 F 
noatunensis era anteriormente uma subespecie F philomiragia (F. philomiragia subesp. noatunensis ), porem foi elevada ao 
nivel de especie em 2 0 0 9. 888,988 F. noatunensis inclui duas subespecies: F. noatunensis subesp. noatunensis e F. noatunensis 
subesp. orientalist O microrganismo denominado Francisella piscicida e um sinonimo heterotopico posterior de F 
noatunesis subesp. noatunensis e nao e mais um nome valido de especie. 988 Todas as quatro subespecies de F tularensis 
podem causar tularemia, embora exibam diferen 9 as na sua virulencia para seres humanos e coelhos. 474,652 F tularensis subesp. 
tularensis (tambem denominada F. tularensis subesp. nearctica ou biovar. tipo A) predomina na America do Norte, porem nao 
e comumente encontrada na Europa (embora essa subespecie tenlia sido identificada na Eslovaquia); esta associada a 
carrapatos e coelhos e e virulenta tanto para coelhos quanto para seres humanos. 536,654 Esse biogrupo caracteriza-se, 
fenotipicamente, pela prodiujao de acido a partir de glicerol e pela presen 9 a de citrulina ureidase. 843,1138 As cepas tipo A foram 
divididas em duas subpopula 9 oes, ou clusters, geneticamente distintas, denominadas A1 e A2, por uma tecnica molecular 
denominada analise VNTR de multiplos loci (MLVA; do ingles, multiple locus variable-number tandem repeat analysis), e, 
com o uso de metodos adicionais de tipagem molecular, foram delineados subtipos dentro dos tipos A1 (i. e., Ala, Alb) e A2 
(i. e., A2a e A2b). 653,693,736,1027 A doen 9 a causada por cepas A1 e clinicamente mais grave e ocorre principalmente na metade 
leste dos EUA, enquanto a doen 9 a causada por cepas A2 e mais leve e so ocorre no oeste dos EUA. 412,1025,1218 Entretanto, 
ocorreram em Utah infec 9 oes associadas a mosca Chrysops (mutuca) causadas por ambos os clusters A1 e A2. 1025 F. tularensis 
subesp. holarctica (anteriormente denominada F tularensis subesp. palaearctica ou biovar. tipo B) foi isolada na Europa, na 
Asia, no Japao e na America do Norte e esta associada a infec 9 oes transmitidas pela agua a roedores e a vetores, carrapatos e 
mosquitos; a sua virulencia em seres humanos e intermediaria, enquanto e minima em coelhos. 34,634 A doen 9 a causada pela 
subespecie holarctica pode ser mais comum nos EUA do que se acreditava anteriormente. 1276 As cepas da subespecie 
holarctica sao glicerol-negativas e habitualmente nao produzem citrulina ureidase. F. tularensis subesp. mediaasiatica foi 
sugerida para cepas isoladas de um foco centro-asiatico da Uniao Sovietica, enquanto F. tularensis biogrupo palaearctica 
japonica foi sugerida para microrganismos isolados no Japao. 1138 A principio, todos os quatro microrganismos foram 
propostos como especies separadas por cientistas sovieticos, porem essa sugestao nao teve aceita 9 ao geral. Foi constatado que 
as cepas do centro-asiatico e do Japao apresentam baixa virulencia para coelhos (a semelhan 9 a do biogrupo 
holarctica/palaearctica), porem estao claramente mais relacionadas com F. tularensis biogrupo tularensis, com base na analise 
do rRNA 16S. 1138 Dados recentes, utilizando dois elementos de sequencia de inser 9 ao para tipagem de cepas por RFLP, 
revelaram que as cepas japonesas de F tularensis subesp. holarctica (palaearctica) podem, na realidade, representar outra 
subespecie. 1252 F. novicida, originalmente isolada de fontes de agua em Utah, em 1951, era anteriormente classificada como 
especie de Pasteurella e recebeu a nova denomina 9 ao de Francisella novicida, em 1959. 752 Posteriormente, estudos geneticos 


determinam que F. novicidci nao era uma especie separada, mas constituia outro biogrupo de F. tidarensis (biogrupo novicida), 
visto que o grau de semelhanpa do rRNA 16S alcanpou 99,6%. 430,598 F. tidarensis biogrupo novicida foi elevada ao nivel de 
subespecie (i. e., F. tidarensis subesp. novicida) em 2010. 615 F tidarensis subesp. novicida, que e um microrganismo de 
virulencia relativamente baixa, foi isolada de agua contendo ratos almiscarados mortos e de seres humanos. Microrganismos 
semelhantes a Francisella foram isolados de infecpoes de peixes e seres humanos nesses ultimos anos, sugerindo que o genero 
podera sofrer uma expansao no futuro. 961,9S6,L ' 47 

F. philomiragia inclui cepas bacterianas anteriormente designadas como “bacterias philomiragia”, que foram 
incorretamente incluidas com as Yersiniae, com a denominapao “Y. philomiragia Esses microrganismos exibem uma relapao 
genetica e antigenica com subespecies de F. tidarensis e apresentam constituintes semelhantes de acidos graxos da parede 
celular e ubiquinona. A analise do rRNA 16S desses microrganismos corroborou a relapao genotipica de F. tidarensis e F. 
philomiragia . 430 - 431 > 598 F. philomiragia e consideravelmente menos virulenta do que F tidarensis e tem sido isolada, em grande 
parte, de animais (p. ex., ratos-almiscarados) e de agua. Diferentemente de F. tidarensis, F. philomiragia e um agente 
oportunista, que provoca pneumonia e infecpoes sistemicas em pacientes com doenfa granulomatosa cronica, vitimas de quase 
afogamento e pacientes com neoplasias malignas hematologicas. 828,1187,1338 No decorrer de um periodo de 12 anos, foram 
obtidos 14 isolados humanos de F philomiragia , que foram enviados ao Special Bacteriology Branch dos CDC. Desses 14 
isolados, cinco foram de pacientes com doen?a granulomatosa cronica, cinco de individuos que sofreram quase afogamento 
em agua salgada, dois foram de fontes humanas desconhecidas, um foi de um paciente com doenpa de Hodgkin e outro de um 
paciente com metaplasia mieloide. 598,1165,1338 Esses casos definiram o espectro clinico de F. philomiragia como agente raro de 
pneumonia necrosante, bacteriemia e meningite. 1165,1338 Um caso recente de adenite e nodulos pulmonares por F. philomiragia 
foi relatado em um menino de 10 anos de idade com doenga granulomatosa cronica apos abrasao da face por um caranguejo 
de agua salgada. 828 

F noatunensis subesp. noatunensis e F. noatunensis subesp. orientalis sao patogenos bem-conhecidos de varios peixes de 
agua doce e de agua salgada, incluindo peixe roncador no Japao, tilapia na America e na Asia, robalo hibrido da America, 
salmao do Atlantico no Chile e bacalhau do Atlantico da Noruega. 888,987,988 Nessas varias especies de peixes, essas bacterias 
provocam infecpoes granulomatosas cronicas de corapao, rim, no ba?o e no figado. As subespecies de F. noatunensis estao 
mais provavelmente relacionadas com F. philomiragia. A nova especie F. hispaniensis foi um isolado de hemocultura de um 
paciente com bacteriemia secundaria a pielonefrite obstrutiva aguda. 615 A principio, esse isolado foi considerado uma cepa de 
F. tidarensis subesp. novicida ; entretanto, a analise de cinco genes de manutenpao e dois genes que codificam proteinas de 
membrana revelou que essa cepa era distinta das especies e subespecies reconhecidas de Francisella. Em julho de 2008, foram 
obtidos dois isolados - um de uma amostra de LCR e outro de uma amostra de sangue - de dois pacientes diferentes. 73 O 
primeiro isolado foi obtido de uma amostra de LCR de uma crianga de 15 meses de idade do sexo feminino com sindrome 
hemofagocitica e artrite reumatoide juvenil, enquanto o segundo isolado foi obtido de uma hemocultura de um homem de 85 
anos de idade com doenfa renal terminal. Quando as sequencias do rRNA 16S foram analisadas, os dois isolados 
demonstraram uma identidade de 97% com F. tidarensis subesp. tidarensis, F. tidarensis subesp. holarctica, F. tidarensis 
subesp. novicida e F. philomiragia e apresentaram uma semelhanga de 98% para as sequencias encontradas em isolados do 
solo do genero Francisella. Todos os testes especificos para F. tidarensis (p. ex., aglutinapao em lamina com antissoros 
especificos, teste de anticorpo fluorescente [AF] e analise por PCR) foram negativos. Os pesquisadores sugeriram que esses 
dois isolados, que eram genotipica e fenotipicamente semelhantes, podiam representar uma nova especie de Francisella , 737 

Em 1997, outra possivel especie de Francisella foi reconhecida como endossimbionte no tecido ovariano de femeas de 
carrapatos Dermacentor andersoni, mas que nao foi detectada nos carrapatos-machos. 940 A rela?ao desse microrganismo, 
designada como “simbionte D. andersoni ” (DAS), e especies de Francisella baseia-se na presenpa de um antigeno de 
membrana especifico e das sequencias do rRNA 16S, que sao semelhantes aquelas de F. tidarensis. Esses endossimbiontes sao 
denominados FLE ou “endossimbiontes semelhantes a Francisella”. Esses FLE foram identificados em carrapatos 
pertencentes aos generos Dermacentor, Amblyomma, Rhipicephalus e Ornithodoros . 1162,1230 A investigapao de bacterias 
endossimbioticas obrigatorias, encontradas em Paramecium tetraurelia, verificou que um desses endossimbiontes, 
Caedibacter taeniospiralis, formava uma nova linhagem evolutiva com as y Proteobacteria e compartilhava uma semelhante 
de 87% nas sequencias de seus rRNA 16S com a familia Francisellaceae. 103 Em um estudo de FLE de uma variedade de 
especies de carrapatos, Machado-Ferreira et al. identificaram sequencias genicas da ilha de patogenicidade de F. tidarensis, o 
gene iglC e do gene regulador mglA em FLE. 819 O gene iglC codifica uma proteina em F. tidarensis, que esta envolvida no 
escape da bacteria do fagolisossomo e na sobrevida intracelular dessas bacterias. No momento atual, os FLE nao parecem ser 
patogenicos nos seres humanos, porem o reconhecimento de que as sequencias genicas em FLE semelhantes aos genes 
associados a virulencia de F. tidarensis sugere que esses agentes incomuns possuem potencial patogenico. Utilizando 
iniciadores e sondas para varias regioes do gene IpnA de F. tidarensis, que codifica uma lipoproteina, foi identificado um 
fragmento de 233 pares de bases que e capaz de discriminar as subespecies de F. tidarensis e os FLE. 406 Esse metodo seria util 
para estudos de campo de especies de Francisella em ambientes onde provavelmente existem FLE. Essa abordagem molecular 
foi util nao apenas para a deteccjao e a diferenciacjao de subespecies de Francisella e FLE, mas tambem para a detecpao de 



isolados atipicos de Francisella associados a doen?a humana, como a cepa FnSpl de F. tularensis incomum, que atualmente e 
denominada F hispaniensis. 615 

Espectro clinico da tularemia 

As manifesta 5 oes clinicas da tularemia dependem do modo de aquisicjao do microrganismo, da subespecie bacteriana 
envolvida, da virulencia inata da cepa infectante, da imunocompetencia do hospedeiro e da extensao do comprometimento de 
sistemas organicos. 580 Apos a infec 9 ao, observa-se um periodo de incuba 9 ao que varia de algumas horas a 3 a 5 dias, porem 
esse periodo pode se estender ate 3 semanas. O inicio e agudo, com febre, calafrios, mal-estar, cefaleia, faringite, algumas 
vezes diarreia. A febre pode sofrer exacerba 9 oes e remissoes, porem habitualmente permanece elevada durante 4 a 5 semanas 
na ausencia de tratamento. Durante esse periodo, ocorrem perda de peso, linfadenopatia e desenvolvimento de doen 9 a cronica. 
Os pacientes que sao infectados por cepas menos virulentas podem apresentar doen 9 a leve, que sofre resoltKjao espontanea, 
enquanto outros desenvolvem infec 9 oes multissistemicas debilitantes e cronicas. 

Clinicamente, a tularemia era dividida em seis sindromes: tularemia ulceroglandular, tularemia glandular, tularemia 
oculoglandular, tularemia orofaringea, tularemia tifoide e tularemia pneumonica. Essa classifica 9 ao foi substituida por uma 
classifica 9 ao binaria da doen 9 a, com reconhecimento de doen 9 a ulceroglandular e tifoide. A distin 9 ao entre essas duas formas 
depende do comprometimento da pele/mucosa e da localiza 9 ao e gravidade da linfadenopatia associada. Cerca de 75% dos 
pacientes apresentam a forma ulceroglandular, enquanto 25% tem a forma tifoide. A tularemia ulceroglandular, que constitui a 
apresenta 9 ao clinica mais comum, abrange atualmente as sindromes ulceroglandular, glandular e oculoglandular. 1099 O 
paciente apresenta lesao dolorosa no local de entrada dos microrganismos, que posteriormente sofre ulcera 9 ao, formando uma 
ulcera central penetrante, com periferia elevada. Foram tambem descritas lilceras vesiculares que se assemelham aquelas do 
herpes-virus simples e da varicela, cuja cultura tem sido positiva para F. tularensis. A localiza 9 ao da lesao depende de a 
infec 9 ao ter sido adquirida por um artropode ou mamifero vetor. Em 2 a 12% dos casos, a lesao primaria encontra-se na 
orofaringe e resulta da ingestao de agua ou alimentos contaminados. O comprometimento das mucosas manifesta-se na fonna 
de conjuntivite granulomatosa, perda da acuidade visual, linfadenopatia pre-auricular e submandibular e, em alguns pacientes, 
faringite nao exsudativa. 210,470 Alguns pacientes apresentam cefaleia intensa, tonsilite e faringite exsudativa, sugestiva de 
faringite estreptococica, difteria ou doen 9 a de Vincent. O comprometimento faringeo sempre tem sido associado a 
linfadenopatia regional, que pode resultar em forma 9 ao de abscessos de linfonodos e retrofaringeos. A otite media e a 
ocorrencia de infec 9 oes da orelha media constituem complica 9 oes raras. 535,816 Os linfonodos aumentados e abscessos podem 
tornar-se flutuantes e supurar atraves da pele que os recobre, ou podem tornar-se persistentes. 276,576 Em alguns casos, verifica- 
se a presen 9 a de linfadenopatia e febre, porem nao ha evidencias de lesao cutaneas. 815,969 Nesses casos, a lesao pode ter 
cicatrizado ou pode ser inocua e passar despercebida. A tularemia tifoide manifesta-se na forma de inicio abrupto de febre, 
calafrios, cefaleia, faringite, vomitos e dor e hipersensibilidade abdominais. Nao ha nenhuma lesao cutanea inicial nem 
linfadenopatia aparente, e a infec 9 ao provavelmente e adquirida pela ingestao de agua ou alimentos contaminados. A 
tularemia tifoide e a unica forma em que a diarreia constitui um aspecto proeminente do quadro clinico. Em geral, a diarreia e 
incontrolavel e aquosa. Em quase metade dos pacientes com tularemia tifoide, observa-se o desenvolvimento de doen 9 a 
pleuropulmonar secundaria, com infiltrados pulmonares e derrames pleurais. Nessa forma, a hemocultura e as culturas de 
escarro podem ser positivas, e a taxa de mortalidade e habitualmente elevada. Podem-se observar fezes sanguinolentas, 
particularmente em crian 9 as. Ocorre pneumonia em cerca de 80% dos pacientes com tularemia tifoide e em cerca de 30% 
daqueles com tularemia ulceroglandular; a pneumonia resulta da inala 9 ao de aerossois contendo o microrganismo ou de 
dissemina 9 ao hematogenica. 106,415,416 Os exames radiograficos podem revelar comprometimento de um ou mais lobos, com 
derrame pleural, infiltrados pneumonicos, forma 9 ao de abscessos, nodulos pulmonares e linfadenopatia hilar 487,937 Os 
sintomas consistem em febre, tosse seca com produ 9 ao minima de escarro e dor toracica pleuritica. Clinicamente, a tularemia 
pneumonica assemelha-se a tuberculose, as pneumonias atipicas causadas por Legionella, Chlamydophila pneumoniae, 
Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, e a pneumonia fiingica. A tularemia pneumonica tende a ser mais grave em 
pacientes com doen 9 a de base, como desnutri 9 ao, alcoolismo, doen 9 a renal, doen 9 a granulomatosa cronica e infec 9 ao pelo 
HIV. 842 Nesses individuos, ocorrem mais frequentemente complica 9 oes, como hepatoesplenomegalia, insuficiencia renal e 
rabdomiolise. A tularemia pneumonica e habitualmente observada em adultos e esta associada a certas ocupa 9 oes (p. ex., 
tosquiadores de carneiros, pessoas que trabalham na cria 9 ao de animais, tecnicos de laboratorio), atividades em fazendas (p. 
ex., debulha), cortar grama e limpeza de mato. Essa associa 9 ao deve-se, provavelmente, a presen 9 a de fezes de roedores ou 
animais infectados que permanecem no feno. 1235 

A tularemia clinica pode apresentar uma serie de quadros clinicos em pacientes individuals. Plourde et a/. 1036 relataram um 
caso de tularemia glandular com algumas caracteristicas de doen 9 a tifoide em uma crian 9 a que sofreu uma picada de inseto na 
escapula esquerda. Nessa crian 9 a, foi constatado o aparecimento de linfadenopatia inguinal, em lugar de linfadenopatia 
proximo ao local de picada do inseto, e houve desenvolvimento de distensao abdominal e diarreia aquosa intensa, ambas as 
quais constituem manifesta 9 oes da doen 9 a tifoide. Em outro caso, foi estabelecido um diagnostico sorologico de tularemia em 
uma mulher de 53 anos de idade com um grande derrame pericardico, que relatou um contato proximo com coelhos havia 2 


semanas.' 47 Foi relatada a ocorrencia de infecpao cronica de protese de joelho em um paciente com doenpa articidar 
degenerativa 6 meses apos uma picada de carrapato. 304 A meningite e o abscesso cerebral constituem uma complicapao rara da 
infecpao poi' F. tularensis 411 ' 595 ' 1095 Os pacientes com meningite podem ou nao apresentar doen 9 a nao meningea significativa 
(tularemia glandular ou tifoide). Os achados no LCR sao compativeis com meningite bacteriana (i. e., baixo nivel de glicose 
com nivel elevado de proteinas), e observa-se um predominio de linfocitos na colorapao do LCR pelo metodo de Gram. Em 
1996, foi relatada pela primeira vez uma infecpao de shunt ventriculoperitoneal por F. tularensis em um menino de 5 anos de 
idade com mielomeningocele. 1034 Os sinais e os sintomas limitaram-se ao SNC, e nao foi observado nenhum outro 
comprometimento sistemico. Duas semanas antes da manifestapao da doenpa, a crianpa estivera com colegas que estavam 
esfolando um coelho. Foi obtida uma cura clinica e bacteriologica com gentamicina intratecal e substituicjao do shunt. LeDoux 
descreveu um caso de doenpa do SNC presuntiva por F. tularensis em um homem de 61 anos de idade, cujo quadro clinico 
consistiu predominantemente em ataxia da marcha. 1 Em 2000, Tancik e Dilliha relataram o primeiro caso publicado de 
endocardite de valva nativa por F. tularensis em um homem de 42 anos de idade no Arkansas. 1244 O paciente respondeu a um 
ciclo de 4 semanas de gentamicina. A doen£a grave tambem esta associada a um comprometimento do estado imunologico do 
hospedeiro, conforme evidenciado por uma infecpao rapidamente fatal em um receptor de transplante de medula ossea com 
neutropenia. 114:1 F. tularensis subesp. novicida e um patogeno raro, e foi relatado apenas um niimero muito pequeno de 
infecpoes, incluindo a descripao recente, da Tailandia, de bacteriemia por F. tularensis subesp. novicida em uma mulher 
submetida a quimioterapia para cancer de ovario. 

Detecgao, isolamento e caracterlsticas de cultura 

Como esse microrganismo pode penetrar atraves de pequenas solupoes de continuidade da pele, a manipulapao de amostras ou 
cultures de F. tularensis no laboratorio e potencialmente perigosa. A semelhanpa da brucelose, pode nao haver suspeita de 
tularemia quando o paciente procure assistencia medica, de modo que as amostras e cultures podem ser manipuladas durante 
um periodo de tempo consideravel antes de se considerar a possibilidade desse diagnostico. Para os laboratorios que trabalham 
com amostras clinicas de seres humanos e de origem animal, recomendam-se praticas, equipamento de seguran 9 a e instalapoes 
de classe BSL-2, enquanto sao necessarias praticas de BSL-3 e BSL-3 para animais para se trabalhar com cultures vivas ou 
conduzir estudos em animais de laboratorio. 2 9 No laboratorio de microbiologia clinica de rotina, todas as amostras e cultures 
devem ser processadas em uma camara de seguran 9 a biologica de classe II, o profissional deve utilizar luvas durante todos os 
procedimentos, e devem-se evitar todos os procedimentos que possam gerar aerossois. Com a ameapa do bioterrorismo, os 
laboratorios devem incorporar em seus procedimentos testes de rastreamento para F. tularensis e outros agentes utilizados em 
bioterrorismo, de modo a possibilitar a rapida identificapao presuntiva de um isolado que, em seguida, podera ser 
encaminhado a laboratorios de nivel B para identi licapao defmitiva. 1093 Os individuos com exposipao laboratorial confirmada 
devem ser tratados de modo profilatico. 

F. tularensis pode ser isolada de ulceras primarias, material de aspirado e biopsia de linfonodos, amostras de escarro, 
medula ossea e biopsias de tecido (p. ex., figado, bapo). As amostras devem ser mantidas a 4° a 8°C ate o seu processamento. 
As amostras tambem podem ser colocadas em meio de transporte Amies com carvao ou em meio Stuart em temperature 
ambiente antes de seu processamento. Os microrganismos tambem tem sido isolados de amostras de sangue periferico, 
habitualmente no contexto de uma doen 9 a de base preexistente. Foram obtidas hemoculturas positivas em pacientes com 
tularemia tifoide, pneumonica e orofaringea, bem como em um relato isolado de endocardite causada por F. 
tularensis. 593,951 ' 1046 ’ 1216 ' 1320 Em relatos de casos de bacteriemia por F. tularensis, foi constatado o crescimento do 
microrganismo depois de 3 a 7 dias de incubapao utilizando-se sistema radiometrico BACTEC®. Entretanto, em um paciente 
com endocardite, F. tularensis foi isolada depois de 9 dias no sistema BACTEC®. 1244 F. tularensis foi isolada depois de 12 dias 
de incubapao de uma garrafa de hemocultura aerobia nao radiometrica BACTEC® (BACTEC® 1 NR6A), que foi inoculada com 
um volume de 10 a 20 pf de aspirado percutaneo com agulha fina de linfonodo inguinal. 179 Se houver suspeita clinica de 
tularemia, as hemoculturas em caldo devem ser incubadas alem do periodo padrao de incubapao de 5 a 7 dias utilizado em 
muitos laboratorios. O repique cego de garrafas de hemoculturas pode ser adequado para detecpao. 

F. tularensis e um pequeno cocobacilo gram-negativo de colorapao palida. Classicamente, esse microrganismo necessita, 
para o seu crescimento, de cisteina, cistina ou outros compostos contendo sulfidrila, e o meio preferido para isolamento e o 
agar-sangue glicose-cisteina. Todavia, F. tularensis crescera em agar-chocolate disponivel no comercio e em agar Thayer- 
Martin modificado, visto que esses meios que contem hemina sao suplementados com enriquecimento para crescimento (p. 
ex., IsoVitelex®, BD Biocience) que contem cisteina, cistina e outros nutrientes necessarios para bacterias fastidiosas. A 
semelhan 9 a das brucelas, esse microrganismo tambem tem a capacidade de crescer em agar BCYE, o meio utilizado para o 
isolamento de especies de Legionella . L ’ 4tl F. tularensis tambem foi isolada de uma amostra de biopsia de lesao cutanea pela 
tecnica de centri fugapao de frasco, utilizando fibroblastos de pulmao de embriao humano. 440 Embora o microrganismo nao 
tenha crescido em repique em meios bacteriologicos, sua identidade foi determinada por analise do microrganismo 
desenvolvido em frasco por PCR. As cepas atipicas podem carecer da necessidade de cisteina das cepas “classicas” de F. 
tularensis; todavia, em geral, sao fracamente oxidase-positivas, catalase-negativas, sofrem aglutina 9 ao intensa em antissoro de 


Francisella e nao sao reativas em outros testes fenotipicos, incluindo aqueles para a determina 9 ao de biogrupos. 12- A analise 
dos acidos graxos celulares dessas cepas revelou a prescnga de acidos graxos saturados e insaturados de cadeia longa (/. e., 
C18 a C26), bem como grandes quantidades de 3-hidroxioctadecanoato (30H-C 18:0 ), um acido graxo peculiar de F. 
tularensis . 644 Esses acidos graxos hidroxi incomuns constituem parte da estrutura do lipidio A no LPS do microrganismo. Em 
consequencia, esses microrganismos podem ser facilmente identificados por meio de analise dos acidos graxos celulares 
utilizando o Microbial Identification (MIDI) System e o software Library Generation System (LGS) (MIDI, Newark, NJ). 
Clarridge et al. isolaram duas cepas de F. tularensis nao fastidiosas de hemoculturas de pacientes com pneumonia. 282 Esses 
isolados, que cresceram em agar-chocolate e em agar-sangue, foram identificados como F. tularensis pelas suas caracteristicas 
fenotipicas, sequenciamento do gene rRNA 16S e hibridizac^ao com sonda de rDNA. Essas cepas tambem nao sofreram 
aglutina^ao em antissoros comerciais de F tularensis. As cepas de F. tularensis subesp. novicida e de F. philomiragia nao 
demonstram necessidade de cisteina. 

F tularensis e um microrganismo aerobio obrigatorio, cujo crescimento e estimulado por uma concentragao aumentada de 
C0 2 ; o microrganismo pode necessitar de 2 a 5 dias de incubaijao a 35° a 37°C para que as colonias sejam visiveis em meio de 
agar. As colonias em agar-chocolate sao cinzentas, lisas, com consistencia de manteiga e medem cerca de 2 mm de diametro 
depois de 3 dias de incubaijao. F. tularensis subesp. tularensis cresce mais lentamente do que as outras subespecies. As 
colonias de F. philomiragia sao maiores, mais brancas e mucoides. As subespecies de F. tularensis sao oxidase-negativas, 
fracamente catalase-positivas e o seu crescimento e precario (ou ausente) em agar MacConkey; sao bioquimicamente inertes. 
Os isolados de F. philomiragia sao oxidase-positivos. A identificaijao da especie e habitualmente confirmada por testes de 
aglutinagao com antissoros policlonais especificos de coelho. As culturas devem ser examinadas no decorrer de um periodo de 
10 a 14 dias. As caracteristicas fenotipicas das especies de Francisella sao apresentadas na Tabela 9.13. 

Os estudos que utilizam hemoculturas e camundongos com infec 9 ao experimental sugeriram, inicialmente, a utilidade 
PCR como metodo para a detec 9 ao e a identifica 9 ao de F. tularensis em amostras clinicas humanas. 362,667,801 Esses ensaios 
foram capazes de detectar ambas as subespecies de tularensis e holarctica, com uma sensibilidade igual a 1 unidade 
formadora de colonia/m £ de sangue. Subsequentemente, foi desenvolvido com sucesso um ensaio de PCR multiplex 
especifico para o gene rRNA 16S e um gene de lipoproteina de 17 kDa para a detec 9 ao direta de F. tularensis em swabs de 
lesoes da tularemia ulceroglandular na Suecia. 654,1193 O gene da lipoproteina e conservado entre as cepas de F. tularensis e nao 
exibe nenhuma semelhan 9 a de sequencia com outras sequencias procariotas conhecidas e publicadas nos atuais bancos de 
genes. 654 A PCR efetuada em amostras de feridas foi capaz de estabelecer um rapido diagnostico em pacientes com suspeita de 
tularemia ulceroglandular, cuja cultura foi negativa e que ainda nao haviam sofrido soroconversao. 654,682 Pesquisas 
subsequentes de tularemia ulceroglandular na Suecia confirmaram a utilidade clinica e diagnostica da PCR. A PCR tambem 
foi aplicada a tecidos e aspirados de linfonodos para o diagnostico da tularemia orofaringea. Durante a pesquisa de um surto 
de tularemia orofaringea na Turquia, a PCR realizada em amostras de aspirados de linfonodos de todos os setes pacientes foi 
positiva; esses testes foram positivos embora todos os sete pacientes tivessem recebido quimioterapia antimicrobiana por mais 
de 2 semanas quando os testes foram realizados. 209 A PCR tambem tem sido aplicada ao diagnostico da doen 9 a 
oculoglandular, com obten 9 ao de resultados positivos a partir de um swab conjuntival e uma amostra de nodulo conjuntival 
em dois pacientes, respectivamente; ambos os pacientes foram positivos para F. tularensis nos resultados de hemoculturas com 
PCR.' 9 Nesse estudo, dois outros pacientes apresentaram PCR e culturas positivas de amostras de tecido de linfonodos. Em 
resposta a necessidade de instrumentos epidemiologicos para a investiga 9 ao de surtos de tularemia, foram tambem 
desenvolvidas abordagens utilizando a PCR para detectar diretamente a infec 9 ao em animais de laboratorio e em insetos 
vetores e para proporcionar metodos para tipagem e discrimina 9 ao de cepas. 338,411,474,586,1252 Foram desenvolvidos ensaios de 
PCR em tempo real que identifrcam e distinguem os clusters Al e A2 de F. tularensis subesp. tularensis. 902 

Foram desenvolvidas varias outras tecnicas novas para rapida detec 9 ao/identifica 9 ao de F. tularensis, em consequencia 
direta das preocupa 9 oes relativas ao uso de F. tularensis no bioterrorismo e na guerra biologica. Grunow et al. desenvolveram 
um IEE padrao e um ensaio imunocromatografico manual, que utiliza anticorpos monoclonais contra o antigeno de LPS, como 
anticorpo de captura para a detec 9 ao direta de F. tularensis subesp. tularensis e F. tularensis subesp. holarctica em amostras 
veterinarias. 520 Foram tambem desenvolvidos IEE de captura de antigenos que utilizam fluorometria de tempo resolvido para a 
detec 9 ao de varios agentes associados ao bioterrorismo em amostras tanto clinicas quanto ambientais. 1024 Emanuel et al. 
desenvolveram um metodo fluorogenico baseado na PCR para a detec 9 ao de F. tularensis em camundongos infectados. Esse 
ensaio foi efetuado com o uso de um termociclador manual projetado para uso em campo; e os resultados ficaram disponiveis 
em 4 horas. 396 Foram tambem desenvolvidas plataformas de PCR multiplex capazes de detectar diversos agentes em resposta a 
amea 9 a de bioterrorismo. Esses ensaios de amplifica 9 ao baseados em microarray de DNA ou esferas, em tempo real, foram 
desenvolvidos e otimizados para a detec 9 ao de F. tularensis, Y. pestis, B. anthracis e B. melitensis em tecidos de animais (p. 
ex., antraz de vaca, tularemia de lebre), amostras de sangue (p. ex., sangue inoculado com varias dilutes de patogenos) e 
amostras ambientais. 1195,1259,1355 


Tabela 9.13 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies e subespecies de Francisella. 


Caracteristica 

F. tularensis 

subesp. tularensis 

F. tularensis 

subesp. holarctica 

F. tularensis 

subesp. novicida 

F. tularensis 

subesp. 

mediaasiatica 

F. philomiragia 

F. hispaniensis 

Oxidase 


m. 

ip 

- 

+ 

+ 

Catalase 

+ 

+ 

+ f 

+ 

+ 

+ f 

Motilidade 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Cresdmento em agar 

V 

- 

V 

Dl 

V 

Dl 

MacConkey 

H 2 Sem agar TSI 

- 

- 

- 

- 

+ f 

- 

Urease 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Redugao do nitrato 

- 


- 

- 

- 

- 

Produgao de acido a 

partir de: 

Glicose 

+ 

+ 

+ 

- 

+ f 

Dl 

Maltose 

+ 

+ 

V 

- 

+ f 

Dl 

Sacarose 

- 

- 

+ 

+ 

+ f 

Dl 

Glicerol 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

- 

Necessidadede 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

cistina/cistina 

Citrulina ureidase 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Dl 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; + f = reagao positiva fraca; +“ = reagao positiva, com raras cepas negativas; 
- + = reagao negativa, com raras cepas positivas; Dl = dados indisponiveis; agar TSI = agar triplice agucar-ferro (do ingles; triple sugar 
iron). 

Como as cepas que pertencem aos diferentes biogrupos de F. tularensis sao antigenicamente homogeneas, as subespecies 
sao diferenciadas umas das outras com base em criterios fenotipicos ou em sondas de rRNA 16S especificas para 
subespecies. 4 '" As cepas de F. tularensis subesp. tularensis produzem acido em meios de glicose, maltose ou glicerol como 
fonte de carbono. Elas tambem hibridizam com uma sonda de oligonucleotidios para sequencias de rRNA 16S especificas da 
subespecie tularensis. As cepas da subespecie holarctica produzem acido a partir da glicose e da maltose, mas nao a partir do 
glicerol e hibridizam com uma sonda especifica para sequencias de rRNA 16S da subespecie holarctica. Ambas as cepas da 
subespecie mediaasiatica e da subespecie palaearctica japonica hibridizam com a sonda especifica da subespecie tularensis; 
entretanto, as cepas da subespecie mediaasiatica produzem acido a partir do glicerol e da sacarose, enquanto as cepas da 
subespecie palaearctica japonica acidificam meios contendo glicose ou glicerol. Os metodos sorologicos podem distinguir 
entre cepas das subespecies de tularensis e novicida, mas nao entre cepas das subespecies de tularensis e holarctica. A 
citrulina ureidase, uma enzima que se correlaciona com a virulencia de F. tularensis, e encontrada em cepas virulentas da 
subespecie tularensis, de algumas cepas de holarctica e cepas de mediaasiatica.^' ' 1 w A enzima nao e encontrada em cepas 
atenuadas de tularensis e na maioria das cepas da subespecie holarctica com baixa virulencia. Os testes fenotipicos para esses 
microrganismos sao problematicos, visto que as reagoes sao, com frequencia, tardias ou variaveis. 

Tratamento da tularemia 

O farmaco de escolha para o tratamento da tularemia e o aminoglicosidio estreptomicina, com uso de gentamicina como 
agente alternativo. A doxiciclina tambem tem sido utilizada, porem esta associada a taxas mais elevadas de recidiva do que a 
terapia com aminoglicosidios, particularmente quando administrada precocemente na evolugao clinica. A resposta clinica 
inicial ao tratamento com tetraciclinas e notavel (i. e., ocorre declinio da febre rapidamente), porem as taxas de recidiva apos a 
terapia sao de 12%, ou seja, o dobro da taxa de recidiva observada apos terapia com gentamicina. A gentamicina e a 
doxiciclina IM ou intravenosa nao sao uteis para o tratamento da meningite por F. tularensis, em virtude de sua pouca 
penetragao no SNC; entretanto, pacientes responderam a gentamicina intratecal ou a combinagoes intratecais de 



estreptomicina ou gentamicina com doxiciclina. A terapia intravenosa com eritromicina tambem foi utilizada com sucesso; 
todavia, dados in vitro sugerem que as cepas de F. tularensis nao sao previsivelmente sensiveis. Scheel et al . 114,1 constataram 
que 14 de 22 cepas da Escandinavia mostraram-se resistentes a eritromicina e claritromicina in vitro, e a resistencia a 
eritromicina e importante entre cepas isoladas na Russia. 11 As fluoroquinolonas tambem sao ativas contra isolados de F. 
tularensis do tipo A e tipo B. Entretanto, as respostas clinicas a terapia com fluoroquinolonas em pacientes com doenga 
causada por subespecie tularensis sao subotimas em comparagao com as infecgoes causadas pela subespecie holarctica menos 
virulenta. Nos primeiros casos, a terapia de combinagao com gentamicina e uma fluoroquinolona pode resultar em uma 
resposta clinica mais satisfatoria. 387,388 

Utilizando o metodo de microdiluigao em caldo recomendado pelo CLSI, Urich e Petersen testaram 92 isolados de F. 
tularensis subesp. tularensis (tipo A) e 77 isolados de F. tularensis subesp holarctica (tipo B) e constataram que todos os 
microrganismos testados foram sensiveis aos farmacos que sao utilizados no tratamento da tularemia, incluindo 
estreptomicina, gentamicina, tetraciclina, doxiciclina, ciprofloxacino e levofloxacino. 1281 Todas as cepas encontraram-se na 
faixa sensivel para a eritromicina, e as cepas tipo A apresentaram CIM de duas duplas diluigoes mais baixas que as cepas tipo 
B. Valade e pesquisadores na Franga testaram 71 cepas de F. tularensis subesp. holarctica e verificaram que nao foi possivel 
obter resultados reproduziveis com alguns agentes utilizando o metodo de microdiluigao em caldo. Utilizando a diluigao em 
agar, todos os 71 isolados de subesp. holactica mostraram-se sensiveis a estreptomicina, gentamicina, doxiciclina, 
ciprofloxacino, acido nalidixico e cloranfenicol. 1282 Embora alguns estudos in vitro utilizando metodos de diluigao em caldo 
tenham relatado baixos valores de CIM para betalactamicos quando testados contra F. tularensis, outros estudos que utilizaram 
diluigao em agar concluiram que F. tularensis e resistente aos agentes antimicrobianos betalactamicos. 83,1146 Em um estudo de 
22 isolados de F. tularensis em animais e seres humanos utilizando o metodo de diluigao em agar com agar-sangue-cisteina- 
glicose, todas as cepas mostraram-se resistentes nao apenas a penicilina e a cefalotina, mas tambem a cefuroxima, ceftazidima, 
aztreonam, imipenem e meropenem, com CIM de > 32 pg/m f para todos os farmacos. Ikaheimo et al. utilizaram tiras de Etest 
em placas de agar cisteina-coragao para testar 20 isolados de seres humanos e 18 isolados de animais mortos. Todas as cepas 
mostraram-se sensiveis aos farmacos que tinham sido utilizados para o tratamento (i. e., estreptomicina, tetraciclina), porem 
foram resistentes aos betalactamicos e carbapenemicos, incluindo ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem e 
piperacilina-tazobactam. 621 Outros estudos tambem determinaram que as subespecies de Francisella tularensis sao geralmente 
resistentes as penicilinas e cefalosporinas, porem sensiveis aos principals farmacos usados na terapia. 860,1258 A experiencia 
clinica com o uso das cefalosporinas de terceira geragao para a tularemia indica que esses farmacos nao sao efetivos. Cross e 
Jacobs relataram oito casos de falhas documentadas com o uso ambulatorial da ceftriaxona no tratamento da tularemia. 315 

Os isolados de F. philomiragia sao habitualmente sensiveis aos aminoglicosidios, as fluoroquinolonas e a tetraciclina, e 
variavelmente sensiveis a amoxicilina-clavulanato, a rifampicina e a eritromicina. A maioria das cepas produz enzimas 
betalactamases e exibe resistencia a ampicilina, enquanto algumas cepas podem ser resistentes a cefazolina, cefotaxima e 
SXT. 

Virulencia de F. tularensis 

Os fatores que sao responsaveis pela virulencia de F. tularensis estao sendo estudados intensivamente hoje em dia, devido a 
maiores fmanciamentos dos programas de bioterrorismo. 1)01,1013 Esse microrganismo nao produz nenhuma exotoxina 
identificavel, e a sua virulencia baseia-se na sua capacidade de crescer em grandes numeros nos tecidos do hospedeiro e de 
induzir uma resposta inflamatoria significativa no hospedeiro. Com a infecgao, o microrganismo multiplica-se localmente 
durante 3 a 7 dias; em seguida, propaga-se para os linfonodos regionais e dissemina-se por via linfo-hematogenica, 
comprometendo miiltiplos orgaos. Ocorre uma resposta inflamatoria inicial, com acumulo de neutrofilos, fibrina e 
macrofagos. Os linfocitos e macrofagos migram para os tecidos infectados, fagocitam os microrganismos e formam 
granulomas em miiltiplos locais (i. e., linfonodos, medula ossea, bago, figado e pulmoes). Os microrganismos permanecem 
viaveis no interior desses macrofagos pela inibigao da fusao do fagossomo-lisossomo e utilizagao do ferro das celulas do 
hospedeiro. Nos seres humanos, a resposta humoral predominante e dirigida contra o LPS. O LPS desse microrganismo possui 
uma estrutura singular, induz menor grau de toxicidade celular e nao se liga as moleculas do hospedeiro envolvidas no 
desencadeamento das respostas pro-inflamatorias. Estudos realizados em animais demonstraram que a imunizagao com LPS 
induz protegao contra cepas de F tularensis de baixa virulencia, porem nao protege contra cepas mais vimlentas. 299 A infecgao 
natural ou a imunizagao com vacina de cepa de vacina viva (LVS) de F. tularensis produz resistencia duradoura a infecgao por 
mecanismos celulares e humorais, e a resposta imune celular constitui o mecanismo protetor mais importante. A imunidade 
celular aparece dentro de 7 a 10 dias apos a infecgao, e aparecimento de anticorpos aglutinantes IgM, IgG e IgA durante as 2 
semanas subsequentes. A lise das celulas que abrigam os microrganismos por celulas efetoras imunes no figado e em outros 
orgaos libera os microrganismos dos compartimentos intracelulares, permitindo, assim, que infectem outras celulas. Sem 
tratamento, a supuragao dos linfonodos acometidos em varios tecidos resulta em manifestagoes adicionais de doenga 
sistemica. Em individuos que adquiriram infecgao natural ha 25 anos, foi demonstrada a persistencia de imunidade celular 
protetora, com declinio concomitante da imunidade humoral. 401 Estudos realizados com mutantes da cepa LVS sugerem que o 


principal fator de virulencia de F tularensis consiste na sua capacidade de invadir macrofagos, hepatocitos e outras celulas do 
SRE e de multiplicar-se no interior dessas celulas. F. tularensis tem a capacidade de entrar nos macrofagos do hospedeiro e, 
uma vez no seu interior, de desestabilizar o fagossomo e escapar no citosol da celula, onde se multiplica em grandes 
numeros. 11411 Por fim, as bacterias sao liberadas por apoptose induzida pelos microrganismos. As especies de Francisella 
tambem sao capazes de entrar nos neutrofilos sem desencadear um surto oxidativo e tambem de se multiplicar no seu 
interior. As fosfatases acidas peculiares de F tularensis desempenham um papel essencial na evasao dos microrganismos 
dos macrofagos e neutrofilos. F. tularensis content uma ilha de patogenicidade constituida por 19 genes que sao essenciais 
para a virulencia do microrganismo, e os produtos desses genes estao sendo atualmente investigados.' Foram tambem 
detectados pili e sistemas de secreijao para os fatores de virulencia. 544 

A vacina LVS foi desenvolvida na Russia por meio de miiltiplas passagens in vivo e in vitro de uma cepa virulenta de F. 
tularensis subesp. holarctica e foi enviada como presente aos EUA, em 1956. Subsequentemente, a vacina foi testada em 
populafoes voluntarias do Exercito norte-americano. 298,299 Embora a vacina seja efetiva na proteijao contra a administra^ao 
subcutanea de dose baixa e dose alta e aerossol em dose baixa de uma cepa virulenta tipo A, ela nao proporciona uma proteijao 
adequada contra a administragao de aerossois em altas doses de F. tularensis virulenta. Quando administrada por aerossol em 
lugar de escarificaijao, observa-se maior protei^ao, porem alguns voluntarios desenvolveram a doen 9 a com essa cepa atenuada. 
Devido a ausencia de respostas adequadas em voluntarios e ao grau questionavel de atenua 9 ao observado nos voluntarios 
submetidos a inocula 9 ao por aerossois, a vacina nao foi licenciada nos EUA. As pesquisas com vacinas de subunidades, 
baseadas em proteinas de superficie imunorreativas e lipoproteinas do microrganismo, foram decepcionantes, visto que o nivel 
de resposta imune protetora foi menor do que aquele observado apos a administra 9 ao de LVS. 49 ' Alem das vacinas atenuadas e 
de subunidades desenvolvidas a partir de LVS e F. tularensis subesp. holarctica, mutantes de F. novicida tambem foram 
investigados como microrganismos substitutes para vacinas atenuadas vivas contra tularemia. Os microrganismos pesquisados 
incluiram cepas de F. novicida com muta 9 oes nos genes da ilha de patogenicidade, genes de vias metabolicas, genes da 
fosfatase acida e genes que afetam a biossintese de LPS. A imuniza 9 ao de camundongos com esses varios mutantes levou 
apenas a demonstra 9 ao de imunidade protetora contra a cepa homologa, e nenhuma foi capaz de conferir uma intunidade 
protetora aos camundongos quando expostos a F. tularensis do tipo A ou do tipo B. 1048,1180 Os mutantes vivos de F novicida 
que sao incapazes de escapar do fagossomo apos infec 9 ao nao parecem atuar adequadamente como candidates a vacinas vivas, 
sugerindo que a vacina precisa simular mais rigorosamente a infec 9 ao verdadeira, e os microrganismos devem sofrer 
replica 9 ao fora do fagossomo de modo a estimular as respostas imunes humorais ou celulares. Os mutantes da cepa LVS (F. 
tularensis subesp. holarctica ) conferem imunidade contra a cepa LVS do tipo silvestre, bem como graus variaveis de prote 9 ao 
contra cepas heterologas do tipo B e algumas cepas do tipo A. 1013 A semelhan 9 a da LVS tipo silvestre, os mutantes de LVS 
nao parecem conferir um elevado nivel de imunidade quando cepas de F. tularensis tipo A ou B sao administradas por via 
respiratoria. O uso de cepas atenuadas ou mutantes de F. tularensis subesp. tularensis tambem foi investigado. Wu et al. 
mostraram que a administra 9 ao de uma dose subletal de uma cepa tipo A virulenta como inocula 9 ao de refor 90 apos vacina 9 ao 
com LVS proporcionou maior prote 9 ao em compara 9 ao com a administra 9 ao de uma dose de refor 90 da cepa LVS. 1372 Alem 
das investiga 9 oes sobre os tipos de vacinas (i. e., vacinas mortas, atenuadas vivas ou de subunidades) que produzam melhor 
resposta imune, os pesquisadores tambem estao examinando as vias de administra 9 ao da vacina (escarifica 9 ao, via parenteral, 
inala 9 ao respiratoria) para identificar qual a via que proporciona a melhor prote 9 ao contra a administra 9 ao de cepas tipo A e 
tipo B virulentas de F. tularensis f 12 

Especies de Afipia, Bosea e outras a-Proteobacteria 

As especies de Afipia sao membros fastitiosos da classe a-2 Proteobacteria, ordem Rhizobiales, familia 
Bradyrhizobiaceae. 171,755 Esses microrganismos vivem no interior de amebas de vida livre que pertencem ao genero 
Acanthamoeba e podem ser isolados delas por metodos de enriquecimento e cocultura de amebas. A cocultura de amebas e 
uma tecnica em que sao utilizadas amebas axenicas como sistemas de hospedeiro para isolamento direto de bacterias 
intracelulares de amostras clinicas e ambientais. As bacterias dessas amostras entrant nas amebas e multiplicam-se, levando 
subsequentemente a lise das amebas e a libera 9 ao dos microrganismos intracelulares. A caracteriza 9 ao das bacterias e obtida 
por meio de corantes diferenciais, repiques e metodos moleculares (p. ex., PCR, sequenciamento). As tecnicas de 
enriquecimento de amebas envolvem a cultura de amebas ambientais em meios de agar nao nutriente semeados com bacterias 
entericas (p. ex., E. coli) como fonte alimentar. Apos incuba 9 ao, a superficie do agar e examinada a procura de amebas 
moveis, seguida de repique em placas adicionais de agar nao nutritivo semeado. Em seguida, as bacterias intracelulares podem 
ser isoladas por meio de cocultura de amebas, adaptadas a cultura in vitro em meios de agar, como agar BCYE, testadas 
quanto as caracteristicas fenotipicas e caracterizadas por abordagens moleculares, como sequenciamento do rRNA 16S. As 
tecnicas de enriquecimento e coculturas de amebas foram especificamente desenvolvidas para a identifica 9 ao de agentes 
bacterianos em amostras ambientais e em amostras de pacientes. 74 ' 1 Os microrganismos do genero Afipia foram isolados da 
primeira vez de aspirados de linfonodos de pacientes com doen 9 a da arranhadura do gato (DAG; A. fells')', posteriormente, 
foram isoladas outras especies de amostras clinicas humanas (A. clevelandensis, A. broomeae, Afipia genoespecies 1 e 2) e da 


agua ( Afipia genoespecie 3). 171 Em 1999, LaScola et al. isolaram A.felis do abastecimento de agua de um hospital frances por 
cocultura amebiana, e um exame de cocultura sistematico subsequente de amostras de agua do Timone Hospital Center em 
Marselha, resultou na identificapao de 68 a-Proteobacteria, que foram divididas em 7 grupos por comparapao da sequencia do 
rRNA 16S. 753,759 Cinco grupo sao compostos de microrganismos estreitamente relacionados com A.felis e varias genoespecies 
de Afipicr, posteriormente, algumas foram caracterizadas como novas especies de Afipia (i. e., A. birgiae, A. masseliensis e 
Afipia felis genoespecie A). 755 Outro estudo realizado em amostras de agua de UT1 em quatro hospitais universitarios de 
Marselha levou ao isolamento de 64 cepas bacterianas que foram identificadas como especies de Afipia ou microrganismos 
relacionados dentro das Rhizobiaceae. 75 Nesse mesmo estudo, foi realizada uma analise sorologica de 85 pacientes de UTI 
com pneumonia hospitalar adquirida nesses hospitais, e foi constatado que 11 pacientes apresentaram titulos elevados de 
anticorpos contra Afipia genoespecie 1 (2 pacientes), Mesorhizobium amorphae (3 pacientes) e duas bacterias inominadas (6 
pacientes), genotipicamente relacionadas com Rasbobacterium. Estudo in vitro tambem mostraram que as especies de Afipia 
sao capazes de crescer em celulas humanas, incluindo celulas HeLa, macrofagos e celulas endoteliais. A Tabela 9.14 apresenta 
as caracteristicas fenotipicas para a identificapao de especies de Afipia e especies relacionadas. 

O genero Bosea inclui bacilos gram-negativos ambientais moveis, oxidase-positivos, composto de varias especies ( B. 
thiooxidans, B. minatitlanensi, B. massiliensis, B. vestrisii, B. eneae, B. sequanensis, B. lascolae, B. lupini, B. lathyri, B. 
robim'ae). 328,343 ’ 756 ’ 989 ’ 1253 B. minatitlanensis e B. massiliensis foram isoladas de abastecimentos de agua de hospitais por meio 
de cocultura de amebas e caracterizadas apos adaptapao ao crescimento em agar BCYE e agar-sangue. Os metodos de 
cocultura, a sorologia e as tecnicas moleculares sugeriram a possivel atuapao dessas Proteobacteria em pneumonias associadas 
a ventilapao mecanica. Em um estudo do Sainte-Marguerite Hospital, em Marselha, Berger et al. procederam ao rastreamento 
de 210 pacientes com pneumonia na UTI. Tanto agentes associados a amebas quanto agentes convencionais foram implicados 
em 15 pacientes e incluiram B. massiliensis, Mesorhizobium amorphae e varios patogenos amebianos semelhantes a 
Legionella (LLAP; do ingles, Legionella-like amebal pathogenes ). 113 Em outro estudo que utilizou a cocultura de amebas, 
LaScola et al. testaram a agua de UTI semanalmente, durante 6 meses, utilizando a cocultura de amebas, e os isolados obtidos 
foram adaptados para crescer em agar BCYE. 754 Os microrganismos isolados de amostras de agua incluiram Legionella anisa, 
varios LLAP, A. broomeae, B. massiliensis e especies de Bradyrhizobium. Ao mesmo tempo, foram obtidas amostras de soro e 
de LBA para cocultura subsequente de amebas de 30 pacientes da UTI. Os isolados amebianos dessas amostras foram 
adaptados para crescimento em agar BCYE e foram caracterizados por metodos moleculares. Amostras de soro de pacientes 
foram testadas para anticorpos contra as bacterias associadas a amebas obtidas de pacientes na UTI utilizando a 
microimunofluorescencia indireta. Doze de 30 amostras de soro indicaram soroconversao do hospedeiro para uma ou mais das 
bacterias associadas a amebas de amostras de agua de UTI; na maioria dos casos, ocorreu soroconversao contra L. anisa e B. 
massiliensis, que foram os isolados mais comuns da agua. Os acidos nucleicos de L. anisa e B. massiliensis foram detectados 
uma vez (2 pacientes) em 66 amostras de LBA obtidas de 30 pacientes. Foi observada a ocorrencia de soroconversao para L. 
anisa e B. massiliensis dentro de 4 e 2 semanas apos a amostra de LBA ter sido PCR-positiva para esses microrganismos, 
respectivamente. 754 

As especies de Mesorhizobium e Bradyrhizobium sao a-Proteobacteria que estao estreitamente relacionadas com as 
especies de Afipia e Bosea , enquanto Rasbobacterium forma um subgrupo monofiletico relacionado com especies de Afipia e 
Methylobacterium. As especies de Mesorhizobium e Bradyrhizobium sao encontradas na agua, porem tem o seu nicho 
ecologico especifico no solo, onde estabelecem relapoes simbioticas com plantas leguminosas e fixam o nitrogenio 
atmosferico em troca de carboidratos das plantas associadas. Rasbobacterium originalmente foi isolada em 1997 de um 
homem sueco de 33 anos de idade com doenpa semelhante a influenza, com desenvolvimento posterior de febre persistente, 
sepse e pericardite. 139 A febre do paciente persistiu por varios meses, apesar de ciclos repetidos de agentes antimicrobianos, e 
o paciente sofreu tres recidivas com sintomas semelhantes no decorrer dos 21 meses subsequentes. O microrganismo foi 
repetidamente isolado do sangue, bem como do liquido pericardico. Dos tres isolados obtidos do paciente, foi possivel efetuar 
a cultura de dois deles em meios isentos de celulas, enquanto o terceiro so foi isolado por meio de cocultura em celulas Vero. 
Fenotipicamente, Rasbobacterium e um bacilo gram-negativo movel, com crescimento ideal a 25° a 30°C e positivo para 
oxidase e urease. 

Especies de Bartonella 
Taxonomia 

O genero Bartonella e atualmente constituido de pelo menos 25 especies e subespecies de bacterias gram-negativas 
fastidiosas, que sao transmitidas por vetores e que estao altamente adaptadas a um ou mais mamiferos que atuam como 
hospedeiros reservatorios. Os membros mais antigos do genero Bartonella eram anteriormente classificados no genero 
Rochalimaea (Bartonella quintana, Bartonella vinsonii ) e no genero Grahamella (Bartonella talpae, Bartonella peromysci, 
Bartonella grahamii, Bartonella taylorii e Bartonella doshiae).™’ 112 Esse genero tambem inclui os agentes da DAG, 
Bartonella henselae e Bartonella clarridgeiae, bem como varias outras especies encontradas em uma variedade de mamiferos 


hospedeiros. As analises geneticas por meio de sequenciamento do rRNA 16S e tecnicas de hibridiza 9 ao do DNA 
confirmaram que Bartonella constitui o unico genero da familia Bartonellaceae. Essa familia encontra-se na ordem 
Rhizobiales, que esta incluida no subgrupo a-2 da classe das a-Proteobacteria. 

Epidemiologia das especies de Bartonella 

A descoberta de B. henselae e de B. quintana como patogenos oportunistas em seres humanos, a evidencia de B. henselae 
como agente etiologico da DAG e a probabilidade de transmissao dessas bacterias por vetores entre animais e seres humanos 
levaram a realiza 9 ao de extensos estudos sobre a epidemiologia desses novos microrganismos e o seu papel desempenhado 
como patogenos humanos e veterinarios emergentes. 166,261,533 Utilizando metodos de cultura, sorologicos e moleculares, foram 
descobertas varias novas especies de Bartonella, descritas nesses ultimos anos. Em 1993, foi isolado um microrganismo 
singular, denominado B. elizabethae, de um paciente com endocardite. 24 Em 1995, Clarridge et al. publicaram uma descrigao 
de sua abordagem laboratorial para o diagnostico da DAG e incluiram a apresentagao de dois casos de pacientes com essa 
doen 9 a. 281 Embora B. henselae tenha sido isolada de ambos os pacientes, foi isolado uma segunda especie de Bartonella de 
um filhote de gato que pertencia a um dos pacientes. Esse isolado recebeu o nome de B. clarridgeiae, em homenagem a Dra. 
Jill Clarridge, e, em 1997, foi descrito o primeiro paciente com DAG causada por B. clarridgeiae . 721,764 Durante um 
levantamento realizado para estabelecer a prevalencia de B. henselae em gatos na area da Baia de Sao Francisco, foi isolada 
uma outra especie de Bartonella de dois gatos. 372 Esses dois isolados apresentaram uma relagao entre si de 97 a 100% pelo 
sequenciamento do DNA, porem de apenas 68 a 92% com a cepa tipo de B. henselae. Essa nova especie foi denominada B. 
koehlerae. Em 2000, foi isolada uma quarta especie associada a gatos (“5. weissii ”) de felinos em Utah e Illinois; esse 
microrganismo era identico a outra especie - “B. bovis ” - que foi encontrada subsequentemente no gado bovino na Carolina 
do Norte. 119,25n,1 ° 2 Durante o periodo de 1993 ate hoje, foram descritas varias especies de Bartonella em muitos vertebrados 
hospedeiros, que sao transmitidas por uma ampla variedade de insetos vetores, supostos ou confirmados. Essas especies, bem 
como seus hospedeiros primarios e vetores conhecidos ou supostos de transmissao, estao listadas no Boxe 9.9. 

Tabela 9.14 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Afipia. 


Caracteristica 

A. 

felis 

A. felis 

genoespecie 

A 

A. 

clevelandensis 

A. 

broomeae 

A. 

birgiae 

A. 

massiliensis 

Afipia 

genoespecie 

1 

Afipia 

genoespecie 

2 

Afipia 

genoespecie 

3 

Afipia 

genoespecies 

3 relacionada 

Hemoliseem SBA 

- 


- 

•fj 



- 



- 

Oxidase 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Catalase 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

+ f 

Motilidade 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Crescimento em agar 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

BCYE, 30°C 

Crescimento em agar 

+ 

+ 

+ f 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

BCYE, 35°C 

Crescimento em agar 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

BCYE, 37°C 

Crescimento em agar 

- 

- 

— 

- 


- 

- 

- 


- 

BCYE, 42°C 

Redugao do nitrato 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Citrato 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Urease 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hidrolise da esculina 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Argininadi-hidrolase 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolise deONPG 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


Produ^ao de H 2 S 
Produ^ao de acido a partir de: 


Glicose 


+ 


+ 


Maltose 


Frutose 


Sacarose 


Manitol 


+ 


+ 


Manose 


+ 


+ 


Arabinose 


+ 


+ 


/V-acetilglicosamina 


+ 


+ 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; + f = reagao positiva fraca; SBA = agar-sangue de carneiro; BCYE = meio tamponado com agar, 
carvao e extrato de levedura; ONPG = o-nitrofenil-|3-D-galactopiranosidio. 

Hoje em dia, ja esta bem-estabelecido que as especies de Bartonella formam um grupo singular de bacterias, que sao 
responsaveis por infecgoes incomuns em animais silvestres e domesticados e em seres humanos. Os animais infectados podem 
ser assintomaticos ou podem desenvolver doenga significativa, incluindo bacteriemia cronica. Esses animais atuam como 
reservatorios e fontes potenciais de infecgoes em outros animais ou seres humanos. Em 1995, foi descrita uma nova especie de 
Bartonella por pesquisadores no College of Veterinary Medicine, na North Carolina State University como causa de 
endocardite canina. A caracterizagao fenotipica e genotipica desse agente confirmou a sua relagao com o “agente do rato- 
calunga”, B. vinsonii, e esse microrganismo recebeu o nome de B. vinsonii subesp. berkoffii. 165,112,123 Essa subespecie constitui 
uma causa previamente nao reconhecida de arritmias cardiacas, endocardite, miocardite, sincope e morte subita em caes. Em 
2000, B. vinsonii subesp. berkhoffii foi detectada por analise com PCR em tecido valvar como causa de endocardite humana 
em um homem de 35 anos de idade, que tambem tivera contato com varios animais, incluindo um cao. 1116 Em 1999, outra 
subespecie de B. vinsonii, designada como B. vinsonii subesp. arupensis, foi isolada de hemoculturas de um fazendeiro de 
gado bovino, em Wyoming, com uma doenga febril aguda que apresentava um acentuado componente neuro logico. 1333 

Exames sorologicos e estudos de hemoculturas entre pequenos mamiferos, ruminantes e outros animais silvestres levaram 
a descrigao de varias especies de Bartonella. Durante uma pesquisa para estabelecer os reservatorios potenciais de especies de 
Bartonella em mamiferos silvestres, outra especie nova, designada como B. alsatica, foi isolada de hemoculturas de coelhos 
silvestres ( Oryctolagus cuniculus) capturados na regiao da Alsacia na Franga, perto do Rio Reno. 4 Essa especie foi 
subsequentemente documentada como causa de endocardite e linfadenite axilar em dois seres humanos, ambos os quais 
tiveram contato significativo com coelhos. 43 ’ 1064 As especies de B. schoenbuchii, B. bovis, B. capreoli e B. birtlesii foram 
isoladas de hemoculturas de cabrito-montes, gado leiteiro, renas e mamiferos de pequeno porte, respectivamente. 119,120 ’ 336 O 
isolamento de bartonelas de roedores e de outros mamiferos silvestres levou a uma investigagao dessa bacterias em 
populagoes de carrapatos. Entre extratos de DNA de 109 carrapatos da especie Ixodes ricinus, coletados de cabrito-montes nos 
parses baixos, 70% continham sequencias do gene rRNA 16S para Bartonella ou especies estreitamente relacionadas com 
Bartonella , 1I5S Foram tambem detectadas sequencias genicas de Bartonella em extratos preparados de carrapatos Ixodes e 
Dermacentor, que foram coletados na California. 2 ’ 2 Foi demonstrado que os carrapatos Ixodes ricinus, alimentados com 
sangue de ovino infectado com B. henselae cultivadas, transmitem a bacteria atraves dos estagios de desenvolvimento 
larvario. B. henselae migrou para as glandulas salivares do carrapato; os microrganismos multiplicaram-se e foram ativamente 
transmitidos do carrapato infectado para o sangue, fornecendo, assim, uma evidencia experimental de que I. ricinus e um vetor 
competente para B. henselae:' n 

A infecgao por Bartonella e disseminada e altamente prevalente em populagoes de roedores em diferentes localidades. A 
especie B. tribecorum foi isolada do sangue de dois ratos-silvestres (Rattus norvegicus), que foram capturados na regiao da 
Alsacia, na Franga. 575 Um estudo de campo de 7 especies de roedores de 12 areas geograficas diferentes no sudeste dos EUA 
identificou especies de Bartonella em hemoculturas de 42,2% de 279 roedores testados. 729 Esses isolados representaram 14 
variantes fenotipicas, que foram reunidas em 7 grupos filogeneticos, dos quais 4 continham especies de Bartonella 
previamente descritas. Analises geneticas de isolados de ratos peruvianos e de ratos-silvestres (R. norvegicus) capturados em 
Louisiana e Maryland revelaram sequencias genicas identicas aquelas de B. elizabethae, que foi isolada apenas de um paciente 
com endocardite. 324 Um estudo conduzido no Japao verificou que 26% de 546 mamiferos de pequeno porte importados no 
Japao como animais de estimagao apresentavam infecgoes da corrente sanguinea por Bartonella. 616 Esses animais incluiam 
jerboas egipcios, gerbos, camundongos do genero Acomys e ratos de areia. Ellis et al. sugeriram que as especies de Rattus e, 



talvez, outros roedores sejam o reservatorio de B. elizabethae, e que a presen^a de anticorpos contra B. elizabethae entre 
usuarios de drogas intravenosas de cidades do interior possa refletir a infectjao por essa especie de Bartonella ou por alguma 
especie relacionada. 392 Em um estudo com 200 amostras de soro de “moradores de rua” utilizando uma clinica gratuita na 
cidade de Los Angeles, a soroprevalencia de anticorpos contra B. elizabethae, B. quintana e B. henselae foi de 13,6%, 12,5% 
e 9,5%, respectivamente. 1200 

O envolvimento de B. henselae e B. clarridgeiae na DAG propiciou pesquisas sobre a prevalencia e a patogenicidade 
desses microrganismos em gatos domesticos, que constituem o reservatorio de ambos os microrganismos. Os estudos de 
soroprevalencia documentaram taxas elevadas de infecijao por Bartonella entre gatos de varias partes do mundo. Esses 
estudos envolveram a detecgao de infec 9 oes da corrente sanguinea de felinos e soroepidemiologia. Em um estudo conduzido 
em Sao Francisco, foi constatado que 41% das amostras de sangue de 61 gatos recolhidos ou de estimaijao tiveram uma 
cultura positiva para B. henselae . 7I4 Entre 205 gatos residentes no norte da California, foi constatado que 39,5% apresentavam 
bacteriemia por B. henselae e 81% apresentaram anticorpos positivos para B. henselae', os gatos com bacteriemia tiveram 
titulos de anticorpos mais altos do que os gatos sem bacteriemia. 257 Em um estudo conduzido na Franca em 94 gatos 
abandonados oriundos de 10 diferentes colonias de gatos, foi relatado que 53% dos animais apresentavam bacteriemia por 
especies de Bartonella , 573 Dos 50 isolados obtidos, 35 eram B. henselae ou uma variante de B. henselae, enquanto 15 foram 
identificados como B. clarridgeiae. Em um segundo estudo conduzido na Franga de 436 gatos domesticos, verificou-se a 
presen 9 a de coinfecgao por B. henselae e B. clarridgeiae em 5 gatos (1,1%), enquanto houve coinfecgao em 2 gatos (0,5%) 
por duas cepas variantes de B. henselae, exibindo diferen 9 as nas sequencias do gene rRNA 16S. 534 Estudos de soroprevalencia 
conduzidos em grandes populagoes de gatos em Baltimore, na Suecia e na Dinamarca relataram uma soroprevalencia para B. 
henselae de 14,7%, 8,3% e 45,5%, respectivamente. 254,259 ' 490 Outro estudo conduzido na Suecia demonstrou que 25% de 292 
gatos apresentaram anticorpos dirigidos contra B. elizabethae, sendo a maior prevalencia (46%) encontrada em gatos vivendo 
em Estocolmo. 589 Os autores assinalaram que B. elizabethae foi o agente mais comum encontrado em pacientes humanos na 
mesma regiao geografica. 


Boxe 9.9 


Especies de Bartonella, reservatorios e vetores de transmissao 


Especie Principal reservatorio Vetor associado References 

Patogenos humanos 


B. bacilliformis 

Homo sapiens 

Lutzomyia verrucarum (mosguito-palha) 

172 

B. quintana 

Homo sapiens 

Pediculushumanus corporis (piolho-do-corpo 

humano) 

172 

B. henselae 

Felis catus (gatos) 

Ctenocephalides felis (pulgas de gato), 

1.335 



carrapatos 


B. clarridgeiae 

Felis catus (gatos) 

Ctenocephalides felis (pulgas de gato) 

764 

Patogenos humanos incomuns ou suspeitos 



B. alsatica 

Oryctolagus cuniculus (coelhos) 

Pulgas 

574 

B. elizabethae 

Rattus norvegicus (ratos) 

Pulgas 

172 

B. grahamii 

Oethrionomys glareolus (arganaz) 

Ctenophthalamus nobilis (pulgas) 

129 

B. koehlerae 

Felis catus (gatos) 

Ctenocephalides felis (pulgas de gato) 

75,168,372 

Candidate "B. 

Desconhecido 

Desconhecido 

788 

mayotimonensis" 




Candidate “B. melophagi" 

Desconhecido 

Desconhecido 

822 

B. vinsonii subesp. arupensis 

Peromyscus leucopus (camundongo da pata 

branca) 

Pulgas, carrapatos 

172,418,1333 

B. vinsonii subesp. berkhoffii 

Canis familiaris (caes), Canis latrans (coiotes) 

Carrapatos, pulgas 

164,172,234,723 



B. rochalimae 

Urocyon cinereoargenteus (raposa-cinzenta), 

Canis familiaris (caes), Rattus norvegicus 

(ratos) 

Pulex spp. (pulgas) 

399,579,791 

B. tamiae 

Desconhecido 

Desconhecido 

111 

B. washoenesis 

Spermophilusbeecheyi (esquilos da California) 

Pulgas 

728 

Nao reconhecidas como patogenos humanos (ate o momento!) 



Candidatus "B. antechini" 

Antechinus flavipes (mardos [pequenos 

marsupiais carnivores]) 

Pulgas (Acanthopsyllajordani), carrapatos 

(Ixodes antechini) 

671 

B. australis 

Macropus giganteus (canguru cinza) 


443 

B. birtlesii 

Apodemus spp. (camundongos) 

Pulgas 

120 

B. bovis 

Bos taurus (gado domestico) 

Carrapatos, moscas picadoras 

119 

B. capreoli 

Capreolus capreoius (cabrito-montes) 

Moscaspicadoras 

119 

B. chomelii 

Bos taurus (gado domestico) 


827 

B. coopersplainsensis 



530 

B. doshiae 

Microtus agrestis (rato-do-campo) 

Pulgas 

129 

B.japonica 

Apodemus spp. (camundongos) 


625 

B. peromysci 

Peromyscus spp. (rato-veadeiro) 

Pulgas 

129 

B. phoceensis 

Rattus norvegicus (ratos) 

Pulgas 

529 

B. queenslandensis 



630 

B. rattaustraliani 



530 

B. rattimassiliensis 

Rattus norvegicus (ratos) 

Pulgas 

529 

B. schoenbuchensis 

Capreolus capreolus (cabrito-montes) 

Moscaspicadoras 

336,1101 

B. silvatica 

Apodemus spp. (camundongos) 

Insetos picadores 

625 

B. talpae 

Talpa europaea (toupeira) 

Desconhecido 

129 

B. taylorii 

Apodemus spp. (camundongos) 

Ctenocephalides nobilis (pulgas) 

129 

Candidatus “B. thailandensis" 

Roedores 


1129 

B. tribecorum 

Rattus norvegicus (ratos) 

Pulgas 

575 

B. vinsonii subesp. vinsonii 

Microtus pennsylvanicus (rato-da-pradaria) 

Pulgas 

172,723 


Foram tambem investigadas especies de Bartonella, particularmente B. henselae, em pulgas de gato ( Ctenocephalides 
fells'), o suposto vetor responsavel pela transmissao de bartonelas entre gatos. Em uma pesquisa de 113 gatos de abrigos nos 
Paises Baixos, foi constatado que 50% eram soropositivos para especies de Bartonella, e 22% apresentaram hemoculturas 
positivas. 113 Sete de 27 extratos de DNA de pulgas de gato removidas desses animais continham DNA de Bartonella. Chomel 
et al. detectaram o DNA de B. henselae em 34% de 132 pulgas retiradas de 47 gatos de gatis, dos quais 89% apresentaram 
bacteriemia por B. henselae. 2 ' 1 ' As pulgas de gato retiradas dos animais com bacteriemia foram capazes de transmitir B. 
henselae a gatos sem patogenos especificos. Entretanto, os fdhotes de gatos sem patogenos que conviviam com os gatos com 
bacteriemia sem pulgas nao se tornaram infectados por B. henselae. Foi demonstrado que B. henselae pode multiplicar-se em 
grande numero na pulga de gato, podendo o microrganismo permanecer viavel nas fezes da pulga durante pelo menos 3 
dias. 423 



Nos gatos, a bacteriemia por B. henselae ou B. clarridegiae e habitualmente assintomatica, e a presenpa de doenfa 
evidente parece depender da cepa. Kordick et al. inocularam B. henselae ou B. clarridgeiae em 18 gatos sem esses patogenos 
especificos e constataram que, apesar da bacteriemia persistente, os sinais e sintomas clinicos foram minimos. 20 Foi possivel 
detectar o DNA de Bartonella por meio de PCR em amostras de sangue, cerebro, linfonodos, miocardio, figado e rins de 
animais infectados. O’Reilly et al. inocularam uma cepa virulenta de B. henselae em 9 gatos e constataram que todos eles 
desenvolveram bacteriemia dentro de 14 dias apos a infecpao; um dos animais permaneceu com bacteriemia por um periodo 
de ate 18 semanas apos a infecpao. 980 Foi observado o desenvolvimento de anticorpos anti-5. henselae em todos os animais. 
Em outro estudo com 19 gatos pertencentes a 14 pacientes com DAG, 17 apresentaram hemoculturas positivas e 13 
continuaram tendo culturas positivas para Bartonella durante os 12 meses subsequentes. 21 Em um estudo de tres gatos com 
infecpao natural, no decorrer de um periodo de 2 anos, foi constatada a ocorrencia de bacteriemia recidivante em todos os tres 
animais, com intervalos de 3 a 19 meses entre as recidivas. 668 Apos os episodios de bacteriemia, foram observados aumentos 
nos titulos de anticorpos especificos contra B. henselae. Em isolados de B. henselae de amostras de sangue de gatos com 
bacteriemia, foram observados diferentes RFLP com o passar do tempo. Nesses animais, o aparecimento de microrganismos 
geneticamente distintos em varios picos de bacteriemia pode contribuir para o estabelecimento de infec 9 oes bacteremicas 
persistentes. 

O desenvolvimento de abordagens de cultura polifasica/moleculares para a detecpao de bartonelas revelou que esses 
microrganismos possuem um impacto sobre a saude de caes que nao era anteriormente reconhecido. A atuapao de B. vinsonii 
subesp. herkhoffii como causa de endocardite em caes foi estabelecida em meados da decada de 1990, e outras especies de 
Bartonella foram detectadas em especies relacionadas, como coiotes e raposas. 234 Atualmente, foi tambem estabelecida a 
participapao de outras especies de Bartonella, incluindo B. henselae, na doen 9 a canina. Nesses ultimos 10 anos, pelo menos 
oito especies de Bartonella, incluindo B. henselae, B. vinsonii subesp. berkhoffii, B. koehlerae, B. clarridgeiae, B. elizabethae, 
B. washoensis, B. quintana e B. rochalimae, foram implicadas em infecpoes e sindromes morbidas em caninos. 166,258,378,533 
Embora se acreditasse que fosse capaz de infectar apenas gatos, B. henselae foi isolada de um cao no Gabao, em 2004. 328 
Posteriormente, B. henselae foi detectada em amostras de tecido linfoide e tecido hepatico de caninos com linfadenite 
granulomatosa generalizada, hepatite granulomatosa e peliose hepatica utilizando tecnicas de cultura e moleculares. 377,378 

As especies de Bartonella estao associadas a infecpoes em hospedeiros imunocomprometidos, particularmente em 
pacientes com infecpao pelo HIV. Hoje em dia, as infecpoes causadas por Bartonella incluem diversas afecpoes bem descritas, 
como febre das trincheiras classica e urbana, angiomatose bacilar com comprometimento cutaneo e/ou sistemico, peliose 
hepatica, febre recidivante com bacteriemia, endocardite e DAG. 1271 A especie tipo do genero Bartonella, B. bacilliformis, 
constitui o agente etiologico da febre de Oroya, uma doen 9 a febril geograficamente restrita. A elucidapao da epidemiologia 
das especies de Bartonella, o conhecimento cada vez maior sobre a doenpa em animais e seres humanos e as informapoes 
sobre a variedade de insetos vetores responsaveis pela infecpao zoonotica devem-se, em grande parte, as primorosas 
abordagens laboratoriais baseadas em metodos tradicionais de cultura e em tecnologias moleculares avanpadas. 166,673 

Infeccoes humanas associadas a especies de Bartonella 

Febre de Oroya e verruga-peruana. Essas duas entidades clinicas constituem manifestapoes da infecpao por Bartonella 
bacilliformis. Essas infecpoes sao geograficamente restritas, devido ao habitat limitado do principal vetor, o mosquito-polvora 
Lutzomyia verrucarum e Lutzomyia peruensis. O reservatorio do microrganismo nao e conhecido, embora os seres humanos 
com bacteriemia assintomatica possam atuar como reservatorio. As infecpoes sao observadas nos vales dos rios das 
Montanhas Andinas Ocidentais, em altitudes entre 500 e 3.200 acima do nivel do mar no Peru, no Equador e na Colombia. 614 
Essa doen 9 a esta emergindo como problema de saude publica no Peru, e relatos recentes documentaram a ocorrencia de 
infecpoes humanas por B. bacilliformis em areas geograficas maiores, incluindo Colombia, Equador e Montanhas Andinas, 
bem como na regiao Amazonica ao leste dos Andes. 726,8211,823 Nesses ultimos anos, a maior incidencia da doenpa foi observada 
em faixas etarias pediatricas. 2-4 Essa infecpao e tambem conhecida como doenpa de Carrion, em homenagem a Daniel 
Carrion, um estudante de medicina peruano que desenvolveu a doen 9 a apos se autoinocular com material proveniente de uma 
lesao infecciosa. Os seres humanos constituem o unico reservatorio/hospedeiro conhecido para B. bacilliformis. Apos picada 
por um vetor femea infectado, verifica-se o aparecimento de sintomas da febre de Oroya dentro de 3 semanas a 3 meses, 
embora tambem possa ocorrer infecpao assintomatica. O inicio da doen 9 a pode ser abrupto ou insidioso. Com inicio insidioso, 
o paciente apresenta anorexia, cefaleia, mal-estar e febre baixa de 2 a 7 dias ou mais de durapao. Quando o inicio e abrupto, o 
paciente apresenta febre, cefaleia intensa, calafrios, dor abdominal, artralgia, nauseas e vomitos. Em seguida, ocorrem palidez 
e anemia grave, devido a destrui 9 ao dos eritrocitos pelos microrganismos. Aparecem ictericia, hepatoesplenomegalia e 
linfadenopatia generalizada, juntamente com dor muscular e articular intensa. 824 As complicapoes comuns consistem em 
comprometimento neurologico, sinais meningeos (p. ex., delirium, crises convulsivas, coma) e sintomas respiratorios (i. e., 
dispneia). Em cerca de 30% dos pacientes, surgem infecpoes oportunistas ou ocorre reativapao de infecpoes latentes (p. ex., 
toxoplasmose, salmonelose, tuberculose, histoplasmose), devido ao comprometimento imune celular. As complicapoes nao 
infecciosas consistem em anemia, hipertensao intracraniana e disfunpao de multiplos orgaos. Durante essa fase, os 


microrganismos podem ser isolados do sangue e, com efeito, podem ser observados em esfregac^os sanguineos, no interior dos 
eritrocitos. A infecc^ao aguda durante a gravidez pode resultar em aborto ou morte matema e fetal. Sem tratamento, a taxa de 
mortalidade da febre de Oroya varia de 45 a 90%; com tratamento, a taxa de mortalidade fica reduzida a menos de 10%. A 
maior parte das mortes e observada na faixa etaria pediatrica. Esse estagio “critico” dura de 2 a 4 semanas, quando os 
microrganismos desaparecem da circulaijao, a febre tambem desaparece, e ocorre resoluijao espontanea da anemia. 

Apos resohu^ao da febre, as dores osseas, articulares e musculares podem persistir ate o estagio eruptivo de 
desenvolvimento de verrugas, que se caracteriza pelo aparecimento de lesoes em partes expostas do corpo, nas mucosas ou em 
orgaos internos. 614 Essas lesoes desenvolvem-se no decorrer de um periodo de 1 a 2 meses e podem persistir por varios meses 
a anos. As lesoes que surgem na fase eruptiva podem ser miliares (i. e., multiplas lesoes pequenas de 2 a 3 mm, amplamente 
dispersas), nodulares (i. e., pequeno numero de erup 9 oes, com 8 a 10 mm de diametro), isoladas ou difusas, grandes e de 
localiza 9 ao profunda. 95 Quando surgem lesoes grandes de localiza 9 ao proxima as articula 9 oes, elas podem impedir a 
mobilidade. Alem disso, podem aparecer lesoes mucocutaneas na boca, na conjuntiva e nas passagens nasais. Os sintomas 
associados a fase eruptiva consistem em febre, cefaleia, mal-estar, artralgias, dor osteoarticular e sangramento das lesoes. 825 A 
dor articular e a febre desaparecem habitualmente apos o aparecimento das lesoes cutaneas. Em geral, nao ha anemia durante 
esse estagio da doen 9 a. A histopatologia das lesoes revela dendrocitos termicos intercalados com macrofagos, linfocitos e 
plasmocitos; essas lesoes tem sido confundidas com neoplasias malignas, linfomas ou sarcomas. 56 

Em amostras de tecidos, pode-se detectar a presen 9 a de B. bacilliformis tanto intracelular quanto extracelular com 
colora 9 ao de Warthin-Starry ou de Giemsa, e o microrganismo pode ser cultivado a partir de lesoes cutaneas e de amostras de 
sangue e de medula ossea. Nos esfrega 90 s de sangue corados pelo metodo de Giemsa, os microrganismos aparecem como 
bacilos ou cocobacilos extra- e intraeritrocitarios, de colora 9 ao azul a purpura. Os testes de sensibilidade de isolados humanos 
de B. bacilliformis mostraram que essas bacterias sao senslveis a betalactamicos, ao cloranfenicol, as tetraciclinas, 
macrolidios, rifampicina, aminoglicosidios e fluoroquinolonas. 1203 A febre de Oroya tem sido tratada com uma variedade de 
farmacos, incluindo penicilina, tetraciclina e estreptomicina, porem o cloranfenicol e considerado o farmaco de escolha. 
Entretanto, nessa ultima decada, alguns isolados de B. bacilliformis desenvolveram resistencia ao cloranfenicol. "’ As 
infec 9 oes de fase aguda devem ser tratadas com ciprofloxacino durante 10 dias, sendo a dose ajustada de acordo com a idade 
do paciente. 614 Se houver desenvolvimento de complica 9 oes, o ciprofloxacino e administrado com ceftriaxona ou ceftazidima 
durante 10 dias. 110 " A amoxicilina-clavulanato tem sido utilizada para a febre de Arroyo sem complica 9 ao em pacientes 
pediatricos, com resultados satisfatorios. A terapia adjuvante (p. ex., transfusoes de concentrados de hemacias) pode ser 
necessaria em pacientes com anemia grave. As infec 9 oes complicadas em mulheres gravidas sao tratadas com cloranfenicol, 
juntamente com penicilina G, durante 14 dias. Para a fase eruptiva da doen 9 a, o cloranfenicol e as penicilinas nao sao efetivos. 
A rifampicina pode ser administrada tanto a crian 9 as quanto a adultos durante 7 a 14 dias e deve ser fornecida juntamente com 
outro agente ativo, visto que pode ocorrer rapido desenvolvimento de resistencia a rifampicina. O ciprofloxacino, a 
eritromicina e a azitromicina sao farmacos orais efetivos, que devem ser tornados durante 7 a 14 dias. 

Febre das trincheiras “classica” e “urbana”. B. quintana e o agente etiologico da febre das trincheiras, uma doen 9 a febril 
debilitante, transmitida por piolhos, que acometeu quase 1 milhao de pessoas, incluindo alemaes e militares aliados durante a I 
Guerra Mundial. Depois da guerra, a febre das trincheiras continuou ocorrendo na Espanha, na Fran 9 a, na Italia, em partes da 
Europa Oriental, na Africa do Norte e na China. B. quintana tambem foi detectada em piolhos obtidos de regioes do Peru e da 
America do Sul, onde a febre das trincheiras nao havia sido previamente documentada. Os testes sorologicos tambem indicam 
a presen 9 a do microrganismo na Bolivia e no Mexico. O microrganismo e transmitido pelo piolho-do-corpo humano, 
Pediculus humanus, cuja prevalencia mundial aumentou no decorrer dos ultimos 10 a 15 anos, particularmente em palses com 
recursos limitados e em areas de grande agita 9 ao social, politica e economica, como a antiga Uniao Sovietica e regioes da 
Europa Oriental. A bacteria infecta o piolho quando ele pica um ser humano infectado, visto que os humanos constituem o 
unico reservatorio conhecido desse agente. O piolho-do-corpo transmite a infec 9 ao quando pica subsequentemente outro ser 
humano e elimina fezes carregadas de microrganismos que contaminam a ferida causada pela picada.' Depois de um periodo 
de incuba 9 ao de 5 a 20 dias, a doen 9 a pode ter uma longa evohujao clinica, que pode se estender por 4 a 8 semanas, com febre 
recidivante, mal-estar, calafrios, sudorese profusa e dor intensa no pesco 90 , nas costas e nas pernas. E caracteristica a 
ocorrencia de conjuntivite, dor retro-orbitaria e dor tibial. Em alguns pacientes, foi observada a ocorrencia de esplenomegalia 
e exantema macidar. A febre pode durar de 4 a 5 dias durante cada ciclo recidivante, ou pode permanecer inalterada durante 
varias semanas. Os exantemas maculares ou papulares tambem podem aparecer em grupos no tronco e nos membros. A 
doen 9 a habitualmente nao e grave e e autolimitada. Os pacientes apresentam uma rapida resposta ao tratamento com 
tetraciclinas e/ou cloranfenicol. 

A bacteriemia persistente por B. quintana era um sintoma reconhecido da febre das trincheiras classica e constitui uma 
manifesta 9 ao comum da “febre das trincheiras urbana” ou reemergente entre desabrigados e residentes alcoolicos de areas 
urbanas. 186,1215 Essa infec 9 ao esta associada a febre, sudorese noturna, bacteriemia prolongada ou intermitente, infesta 9 ao por 
piolhos e titulos elevados de anticorpos contra B. quintana. O aparecimento de infec 9 ao por B. quintana em individuos 
desabrigados de areas urbanas levou a uma investiga 9 ao da febre das trincheiras emergentes e de outras doen 9 as transmitidas 


por piolhos entre indigentes em varias cidades. A febre e a bacteriemia causadas por B. quintana foram documentadas pela 
primeira vez em 10 pacientes desabrigados de cidades do interior em Seattle, que foram negativos para anticorpo anti-HIV, 
mas que tinham alcoolismo cronico como doen 9 a subjacente. 1215 Todos esses individuos apresentaram febre, dois tinha 
esplenomegalia, dois relataram arranhaduras recentes causadas por gato, e um deles desenvolveu endocardite (ver adiante). 1214 
Brouqui et al. documentaram a ocorrencia de bacteriemia causada por B. quintana em 10 (14%) de 71 pacientes desabrigados 
na Franga. Is<1 Cinco desses pacientes apresentavam bacteriemia cronica, conforme evidenciado por multiplas hemoculturas 
positivas durante varias semanas, e oito pacientes com bacteriemia nao apresentaram febre. Alem disso, 30% dos pacientes 
exibiram titulos elevados de anticorpos anti-5, quintana, e foram detectadas infec 9 oes recentes (i. e., bacteriemia ou 
soroconversao) em 17 pacientes (24%). Nesse estudo, os pacientes desabrigados com bacteriemia por B. quintana mais 
provavelmente sofreram exposhjao a piolhos e apresentavam cefaleia, dor nas pernas e trombocitopenia (i. e., baixa contagem 
de plaquetas), em compara 9 ao com aqueles que nao tiveram bacteriemia ou foram soronegativos para anticorpos contra B. 
quintana. is,xls<1 Foi detectado o DNA de B. quintana por PCR em piolhos coletados de 3 de 15 pacientes. Dois desses 
pacientes apresentavam bacteriemia, e um deles era soropositivo. Os exames sorologicos tambem demonstraram uma alta 
prevalencia de infec 9 oes por Bartonella entre usuarios de drogas IV de cidades do interior. Comer et al. relataram que 37,5% 
de amostras de soro coletadas de 630 usuarios de drogas em Baltimore reagiram com pelo menos um antigeno de Bartonella 
( i. e., B. henselae, B. quintana ou B. elizabethae) por AF indireto (IFA). 29 O papel dos piolhosdo-corpo na transmissao da 
febre das trincheiras urbana foi confirmado por varias investiga 9 oes epidemiologicas e laboratoriais. Em um estudo, foram 
coletados piolhos de 268 individuos no Moscow Municipal Disinfection Center, que foram submetidos a analise por PCR para 
a detec 9 ao da sequencia do gene gltA do B. quintana. Foi detectada a presen 9 a de DNA de B. quintana em 12,3% das 
amostras de piolhos estudadas. 1125 Em um estudo de 139 individuos desabrigados examinados no San Francisco Project 
Homeless, 33 (23,9%) tinham piolhos no corpo, enquanto 12 (8,7%) apresentavam infesta 9 oes de piolho na cabe 9 a. Nesse 
estudo, 33,3% dos individuos com piolhos no corpo e 25% daqueles com piolho na cabe 9 a tinham agrupamentos de piolhos 
infectados por B. quintana. 149 Esses estudos confirmaram o papel central de P. humanus na epidemiologia do reaparecimento 
da febre das trincheiras no seculo XXI. 

Angiomatose bacilar. A angiomatose bacilar (AB) e uma infec 9 ao bacteriana causada por B. henselae e B. quintana, que 
resulta em prolifera 9 ao vascular disseminada incomum. Essa infec 9 ao e observada mais comumente em pacientes com doen 9 a 
avan 9 ada pelo HIV. 1031,1035 ' 1142 A AB tambem foi relatada em pacientes imunossuprimidos submetidos a transplante, em 
individuos recebendo quimioterapia para o cancer e em pacientes submetidos a tratamento prolongado com corticosteroides. A 
AB tambem pode ocorrer em adultos e crian 9 as imunocompetentes. 121,600 ' 1412 Os pacientes com AIDS que apresentam AB 
habitualmente tem contagens de celulas CD4 inferiores a 200 celulas/p ( quando as lesoes aparecem. A doen 9 a pode se 
manifestar na forma de lesoes cutaneas, ou pode ocorrer como infec 9 ao disseminada. As lesoes cutaneas manifestam-se como 
lesoes maculopapulares, lesoes pedunculadas, placas hiperceratoticas ou endurecidas e lesoes nodulares, com ou sem 
ulcera 9 ao subsequente. 1159,1 12 Em geral, a AB desenvolve-se como lesoes solitarias, que aumentam e coalescem, formando 
nodulos maiores. As lesoes do sarcoma de Kaposi (SK) exibem habitualmente uma cor rosa-claro a castanha ou negra e 
consistem mais em placas do que em lesoes nodulares, embora, em algumas superficies do corpo, as lesoes da AB possam 
surgir inicialmente como placas planas, hiperpigmentadas e endurecidas. A forma 9 ao de AB deve-se, em parte, a capacidade 
desses microrganismos de induzir angiogenese e lesoes vasculoproliferativas tumorais. 1035 As lesoes podem ser de localiza 9 ao 
profunda nos tecidos subcutaneos (p. ex., figado, ba 9 o) e podem acometer o osso, formando grandes lesoes osteoliticas. 11 "' O 
comprometimento osseo pela AB e doloroso, acomete habitualmente o radio, a fibula e a tibia e esta associado principalmente 
a infec 9 ao por B. quintana. Pode ocorrer comprometimento visceral na forma de lesoes vasculares disseminadas ou como 
peliose hepatica bacilar quando o figado esta acometido. Foi documentada a ocorrencia de AB extracutanea nas vias 
respiratorias superiores e inferiores, no trato gastrintestinal, nas conjuntivas e orbita, no cora 9 ao, no diafragma, no trato biliar, 
nos musculos, no figado, ba 90 , linfonodos, trato genital e SNC. As lesoes internas podem causar compressao ou obstriKjao de 
orgaos internos, com sinais e sintomas constitucionais de febre, anorexia, vomitos e perda de peso. O diagnostico 
histopatologico de AB exige a realiza 9 ao de biopsias em lanceta ou excisionais para as lesoes cutaneas e subcutaneas. A 
excisao e habitualmente usada para as lesoes de localiza 9 ao profunda. As amostras de biopsia tambem podem ser enviadas 
para cultura e analise por microscopia eletronica e metodos moleculares. 

Histologicamente, as lesoes cutaneas da AB sao constituidas de prolifera 9 oes lobulares de vasos sanguineos, que 
consistem em celulas endoteliais “epitelioides” arredondadas dentro de um estroma edematoso a fibrotico. Em geral, ha um 
infiltrado abundante de neutrofilos e agregados de material granular de cor purpura, representando aglomerados de bacterias. 
Quando cortes histologicos obtidos por biopsia sao corados pela prata de Warthin-Starry, observam-se aglomerados negros e 
massas emaranhadas de bacterias intersticiais. 475,911 Sao observados padroes histologicos semelhantes em outros tecidos 
acometidos, incluindo lesoes mucocutaneas, linfonodos, figado, ba 90 , medula ossea, trato gastrintestinal e peritonio. O 
diagnostico diferencial da AB inclui DAG, angiossarcoma, SK, granuloma piogenico, hemangioma, glomangioma, 
angioceratoma e verruga-peruana. Do ponto de vista histologico, as lesoes da AB podem ser diferenciadas daquelas do SK 
pela ausencia de vasos sanguineos entalhados e bizarros observados no SK e pela presen 9 a de infiltrado inflamatorio, 


constituido de linfocitos, histiocitos e neutrofilos, em oposi 9 ao a plasmocitos. ' Embora a AB e os granulomas piogenicos 
sejam proliferapocs vasculares com intumescimento das celulas endoteliais e edema do estroma, esta ultima condic^ao 
caracteriza-se por menos infiltrado neutrofilico e nao contem os agregados amorfos de bacterias observados na coloi'apao de 
Warthin-Starry. O SK difere histologicamente da AB, devido a presen 9 a de espa 90 s vasculares semelhantes a fendas e 
irregulares e celulas endoteliais fusiformes, que nao fazem protrusao no lumen. Embora existam caracteristicas morfologicas 
uteis para diferenciar a AB do SK, e comum o uso de corantes histoquimicos e imuno-histoquimicos para o diagnostico 
defmitivo. As lesoes do SK tambem exibem colora 9 ao positiva para herpes-virus humano tipo 8 utilizando a colora 9 ao de 
imunoperoxidase e sao negativas na colora 9 ao de Warthin-Starry. O padrao de crescimento infiltrativo, o pleomorfismo 
nuclear e a ausencia de colora 9 ao bacilar de Warthin-Starry ajudam a diferenciar o angiossarcoma da AB. B. henselae e, em 
alguns casos, B. quintana foram isoladas de amostras de sangue, lesoes cutaneas, osso, orgaos viscerais e cerebro de pacientes 
com AB. 475,600 Em um estudo de controle de casos de 49 pacientes com AB em Sao Francisco, realizado em 1997, 53% 
apresentaram infec 9 ao por B. henselae , enquanto 47% tiveram infec 9 ao por B. quintana. A infec 9 ao por B. henselae foi 
associada a exposi 9 ao a gatos e pulgas de gato, enquanto a infec 9 ao causada por B. quintana foi associada a baixa renda, 
individuos desabrigados e exposi 9 ao a piolhos. 111 A AB pode constituir uma manifesta 9 ao da DAG peculiar do hospedeiro 
imunocomprometido. As especies de Bartonella sao capazes de estimular a angiogenese, ou seja, o processo fisiologico que 
leva a forma 9 ao de novos vasos sanguineos, e de afetar a migra 9 ao e a prolifera 9 ao das celulas endoteliais. 

Em geral, a AB cutanea responde ao tratamento com eritromicina, porem e necessario continuar a terapia antimicrobiana 
durante 4 a 12 semanas. 911,1100 A doxiciclina tambem pode ser usada em pacientes que nao conseguem tolerar a eritromicina. 
Podem ser necessarios ciclos mais longos de agentes antimicrobianos, visto que as lesoes frequentemente sofrem recidiva apos 
a interrup 9 ao da terapia. As lesoes da AB que estao limitadas a pele podem ser excisadas cirurgicamente. Foram tambem 
relatadas respostas clinicas satisfatorias a outros antibioticos (ceftriaxona, ciprofloxacino, outros macrolidios, cloranfenicol, 
SXT e ciprofloxacino com gentamicina), porem e comum a ocorrencia de recidiva apos a interrup 9 ao da terapia. Os farmacos 
que inibem a biossintese da parede celular (p. ex., penicilinas e cefalosporinas) nao sao uteis no tratamento da AB. 

Peliose. A peliose hepatica caracteriza-se pela presen 9 a de lesoes cisticas repletas de sangue, que estao espalhadas por todo o 
parenquima do figado. 1368 Foram relatados casos de peliose acometendo o figado e o ba 90 (peliose esplenica) em associa 9 ao a 
infec 9 ao pelo HIV. 1 " 3 ' A maioria dos pacientes com peliose hepatica ou esplenica tambem apresenta AB, e, dentro dos cistos 
repletos de sangue que estao presentes no figado e no ba 90 , sao tambem observadas bacterias semelhantes aquelas encontradas 
em amostras de biopsias de AB coradas pela prata de Warthin-Starry. A maioria dos pacientes com peliose hepatica bacilar 
apresenta perda de peso, dor abdominal, nauseas refratarias, anemia, diarreia, febre, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia. 
As enzimas hepaticas estao habitualmente elevadas, com niveis de fosfatase alcalina que estao 5 a 10 vezes acima do valor 
normal. Foi tambem relatada a ocorrencia de peliose bacilar parenquimatosa de outros orgaos internos (i. e., cora 9 ao, laringe, 
pulmoes, glandulas suprarrenais, colo do utero, ovarios, glandula pineal e plexo coroide). A peliose hepatica parece estar 
associada exclusivamente a infec 9 ao por B. henselae, e alguns pesquisadores acreditam que constitua outra manifesta 9 ao da 
AB. 

Febre e bacteriemia. A bacteriemia causada por B. henselae foi descrita em individuos infectados pelo HIV, em pacientes 
com AIDS, em receptores de transplante alogenico farmacologicamente imunossuprimidos e, em certas ocasioes, em 
hospedeiros imunocompetentes sem fatores de risco conhecidos para doen 9 as imuossupressivas. 1071,1197,1335 Os pacientes 
imunocomprometidos apresentam febre recidivante, perda de peso, mal-estar e fadiga. Foi detectada a ocorrencia de 
bacteriemia por B. henselae em pacientes com e sem AB focal ou peliose. Nos pacientes infectados pelo HIV, B. henselae 
tambem pode causar doen 9 a inflamatoria generalizada do SRE; os microrganismos podem ser detectados por meio de exame 
histopatologico ou por tecnicas moleculares em amostras de lesoes inflamatorias necroticas do ba 90 , figado, cora 9 ao, medula 
ossea e linfonodos. 1196 Nos individuos imunocompetentes HIV-negativos, a bacteriemia por B. henselae manifesta-se com 
inicio abrupto de febre, acompanhada de dor articular e muscular; alguns pacientes podem manifestar sinais e sintomas de 
comprometimento do SNC (i. e., cefaleia, fotofobia e meningismo). B. henselae foi documentada sorologicamente como causa 
de “febre de origem indeterminada’’ tanto em crian 9 as quanto em adultos. 635,823,1268 Esses pacientes apresentam febre, 
anorexia, cefaleia e outros sintomas constitucionais. A bacteriemia causada por B. henselae e por B. vinsonii subesp. berkhoffii 
tambem foi associada a disfiuujao neurologica e neurocognitiva e a doen 9 a neurologica. 167,169 

Conforme assinalado anteriormente, a febre persistente e a bacteriemia tambem constituem caracteristicas da febre das 
trincheiras tanto classica quanto urbana. 

Os pacientes imunocompetentes apresentam habitualmente uma resposta rapida a um ciclo de curta dura 9 ao (10 dias ou 
menos) de terapia e, em geral, nao sofrem recidiva; em alguns casos, pode ocorrer regressao das infec 9 oes sem terapia 
antimicrobiana. Entretanto, Lucey et al. descreveram dois pacientes imunocompetentes que sofreram recidiva da doen 9 a, com 
hemoculturas positivas para B. henselae , 810 E interessante assinalar que ambos os pacientes tinham sido picados por carrapatos 
antes do desenvolvimento da doen 9 a. Esses dois casos foram os primeiros em que a transmissao de B. henselae por insetos foi 
epidemiologicamente sugerida. Drancourt, Raoult et al. relataram dois pacientes com bacteriemia e adenopatia mediastinal 


granulomatosa cronica, em que foi isolada B. quintana de hemoculturas e de culturas de medula ossea. 370,1062 Esses pacientes 
eram mulheres de meia-idade, soronegativas para HIV, que apresentavam doenfas de base (i. e., tratamento com 
corticosteroides, insuficiencia renal cronica exigindo hemodialise), que foram expostas a gatos, filhotes de gatos e pulgas de 
gato; foram tratadas com sucesso com aminoglicosidios parenterais. E interessante assinalar que nenhuma dessas pacientes 
apresentou uma resposta sorologica detectavel contra B. quintana. 

Endocardite. Foram isoladas especies de Bartonella e B. quintana, em particular, de varios pacientes com endocardite e 
miocardite com “culture negativa’\ 371,385,442,540,639,905,1393 A endocardite causada por B. quintana foi descrita pela primeira vez 
em 1993, em um homem homossexual de 50 anos de idade, infectado pelo HIV-1, que apresentava sudorese noturna, perda de 
peso e fadiga. 1213 Ao exame fisico, foi constatada a presen 9 a de insuficiencia renal leve, esplenomegalia, anemia e sopro 
cardiaco holossistolico. A ecocardiografia revelou vegeta 9 oes nas valvas mitral e da aorta. Subsequentemente, B. quintana foi 
documentada como causa de bacteriemia em 10 pacientes alcoolicos, desabrigados e com febre em Seattle; em um desses 
pacientes, foi constatado o desenvolvimento de endocardite de valva da aorta. 1214 B. quintana tambem foi isolada como causa 
de endocardite em tres homens alcoolicos desabrigados na Fran 9 a. 369 Em todos esses pacientes, houve necessidade de 
substitu^ao das valvas da aorta e/ou mitral. Em 1993, Hadfield et al. descreveram o primeiro caso de endocardite causada por 
B. henselae em um homem de 59 anos de idade, HIV-negativo, com historia de abuso de alcool; posteriormente, outro caso de 
endocardite por B. henselae foi relatado em 1995 em um homem de 41 anos de idade previamente sadio. 542,599 Ambos os 
pacientes necessitaram de cirurgia para substituhjao valvar. Desde entao, B. henselae tem sido identificada como causa de 
endocardite tanto de valva nativa quanto de protese valvar em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes. 620,684 ' 1393 
B. elizabethae foi descrita pela primeira vez como causa de endocardite em um homem imunocompetente de 31 anos de 
idade. ' 24 Essa infec 9 ao regrediu com substitu^ao valvar e tratamento com vancomicina e imipenem. Em 1996, Raoult et al. 
descreveram 22 novos casos de endocardite por Bartonella em pacientes Franceses, cujo diagnostico foi estabelecido por 
sorologia, cultures e tecnicas moleculares. 1 " 6 ' Desses 22 pacientes, 11 eram alcoolicos, 9 eram desabrigados, 13 apresentavam 
lesoes valvares preexistentes e 4 forneceram uma historia de exposi 9 ao a gatos. A maioria dos pacientes tinha vegeta 9 oes da 
valva da aorta, e muitos apresentaram complica 9 oes embolicas, exigindo cirurgia valvar em todos, com exce 9 ao de dois. Os 
microrganismos implicados incluiram B. quintana (5 pacientes), B. henselae (4 pacientes) e uma especie de Bartonella 
indeterminada (13 pacientes). Os ultimos 13 pacientes foram diagnosticados por testes sorologicos que nao conseguiam 
distinguir entre B. quintana e B. henselae. Nesse estudo, a endocardite por B. quintana foi associada a individuos desabrigados 
e ao alcoolismo cronico, sem lesao valvar previa, enquanto a endocardite por B. henselae ocorreu principalmente em pacientes 
com patologia valvar preexistente e historia de contato com gatos. A endocardite causada por Bartonella tem sido tratada com 
sucesso com combina 9 oes de amoxicilina e gentamicina por via parenteral, vancomicina parenteral com ofloxacino e 
netilmicina, seguidas de ofloxacino, rifampicina e pristinamicina VO, e com ceftriaxona parenteral, seguida de ciclo 
prolongado de eritromicina oral. 063,1214 Foram tambem descritos 2 pacientes com endocardite causada por B. vinsonii 
subesp. berkhoffii. 912 ’ 1116 

As especies de Bartonella tambem causam endocardite e outras doen 9 as cardiacas em caes. 263 Breitschwerdt et al., na 
Carolina do Norte, descreveram um caso de endocardite com comprometimento das valvas da aorta e mitral em um cao 
Labrador retriever castrado de 3 anos de idade. 16 ' Um bacilo gram-negativo fastidioso foi isolado do sangue desse cao, 
utilizando o metodo de lise-centrifuga 9 ao. O DNA foi extraido das valvas cardiacas acometidas, amplificado por PCR e 
comparado com o de outras especies de Bartonella. A hibridiza 9 ao do DNA, o sequenciamento do rRNA 16S, a analise dos 
acidos graxos celulares e a caracteriza 9 ao fenotipica do isolado caracterizaram o microrganismo como uma nova especie de 
Bartonella, mais estreitamente semelhante a B. vinsonii. Foi proposto o nome de B. vinsonii subesp. berkhoffii para esse novo 
microrganismo. 723 Esse agente representa um novo patogeno veterinario que provoca arritmia cardiaca, miocardite e 
endocardite em caes; foi tambem relatado como agente da endocardite em um ser humano. 164,1116 Outras especies foram 
detectadas por tecnicas moleculares em amostras de sangue de caes, B. henselae, B. elizabethae e B. clarridgeiae . 2< " Os 
caninos silvestres e domesticos podem atuar como reservatorios de todos esses agentes. 

Doenga da arranhadura do gato. A DAG constitui uma causa comum de linfadenopatia, particularmente em crian 9 as e 
adolescentes. A maioria das infecgoes ocorre entre setembro e mar 90 em climas quentes; a incidencia maxima e observada em 
julho e agosto. Cerca de 90% dos pacientes apresentam uma historia de exposigao a gatos, com arranhadura ou mordedura de 
gato em cerca de 75 a 80% desses individuos. Os filhotes de gatos parecem estar envolvidos mais frequentemente do que os 
gatos adultos, e a transmissao parece ocorrer por contato direto, visto que a doen 9 a surge, em geral, apos mordedura, 
arranhadura ou lambida de filhote de gato. Cerca de 3 a 10 dias apos a arranhadura ou mordedura, forma-se uma papula ou 
pustula eritematosa primaria. Essa lesao persiste por cerca de 2 a 3 semanas. Durante esse periodo, pode ocorrer febre baixa 
em um ter 90 dos pacientes, mal-estar e febre em cerca de 25% dos casos. Cerca de 10% dos pacientes irao apresentar cefaleia 
e mialgias, com faringite e exantema discrete de 1 a 2 semanas de duragao. Em mais de 90% dos pacientes, verifica-se o 
desenvolvimento de linfadenopatia regional, cuja localizagao depende do local de mordedura ou arranhadura do gato. Como as 
lesoes situam-se, em sua maior parte, nos membros superiores, a adenopatia ocorre habitualmente nos linfonodos axilares, 


cervicais on submandibulares. E incomum a ocorrencia de linfadenopatia nao contigua on generalizada e 
hepatoesplenomegalia; entretanto, quando presentes, podem ser confundidas com neoplasia maligna (i. e., linfoma). 485,694 Os 
linfonodos afetados exibem habitualmente granulomas, granulomas supurativos, microabscessos estrelados e hiperplasia 
folicular. Podem-se observar aglomerados de microrganismos bacilares em biopsias de linfonodos coradas com impregnayao 
pela prata de Warthin-Starry. Em geral, os linfonodos aumentados regridem de modo espontaneo no decorrer de alguns meses, 
embora ate 20% dos pacientes possam exibir linfadenopatia durante 12 a 24 meses. A doenfa pode ser mais grave, complicada 
ou disseminada em hospedeiros imunocomprometidos; infec 9 oes por Bartonella tem sido transmitidas por transplante de 
orgaos solidos (p. ex., transplante de figado). 146,1082,1163 

Os pacientes com DAG podem apresentar manifestapocs atipicas, e podem surgir complica 9 oes; por conseguinte, um 
conhecimento clinico preciso e a obtengao de uma historia minuciosa sao importantes. Foi relatada a ocorrencia de DAG em 
um veterinario de 32 anos de idade que inicialmente procurou assistencia medica devido a febre de origem indeterminada e 
dor persistente nas costas de 1 mes de dura 9 ao. Esse quadro congou depois de uma lesao por picada de agulha acidental. A 
infec 9 §o foi confirmada por teste sorologico e tecnicas moleculares. 790 Alguns pacientes, particularmente crian 9 as, podem 
exigir drenagem cirurgica de abscessos e/ou retirada de linfonodos infectados. 91 As complica 9 oes consistem em sindrome 
oculoglandular de Parinaud, que se manifesta na forma de granuloma ocular ou conjuntivite com linfadenopatia pre-auricular, 
osteomielite, massa epitroclear simulando o rabdomiossarcoma, forma 9 ao de microabscessos hepaticos e esplenicos, hepatite 
e granulomas. 59,510,1098,1290 A sindrome oculoglandular resulta de arranhadura, lambida ou mordedura de gato nas palpebras ou 
nas conjuntivas, embora tambem possa ocorrer autoinocula 9 ao de lesao primaria no olho. A encefalopatia e a meningite 
asseptica da DAG constituem complica 9 oes raras, que ocorrem dentro de 1 a 6 semanas apos a linfadenopatia regional se 
tornar evidente; podem caracterizar-se por encefalite, crises convulsivas, mielite, neuropatia e retinite. 483,949,1367 O paciente 
pode apresentar cefaleia, altera 9 oes do estado mental, convulsoes, comportamento agressivo e/ou coma. Foi tambem relatada a 
ocorrencia de neurorretinite associada a DAG, incluindo um caso de bacteriemia por B. henselae, que resultou em perda aguda 
da visao. 318,800 A DAG sistemica pode causar osteomielite multifocal em locais distantes da arranhadura ou mordedura inicial. 
As manifesta 9 oes pulmonares da DAG sao extremamente raras. 845 

A DAG e habitualmente uma doen 9 a autolimitada que, em geral, nao responde a terapia antimicrobiana especifica. Apesar 
da sensibilidade in vitro de B. henselae a numerosos farmacos, seu uso no tratamento da DAG nao resultou em beneficios bem 
definidos para o paciente. Apenas aminoglicosidios e, em particular, a gentamicina demonstraram ser efetivos no tratamento 
das complica 9 oes supurativas da DAG. 924 Os relatos de tratamento bem-sucedido da DAG com azitromicina podem estar 
relacionados nao apenas com a sensibilidade das especies de Bartonella a esse agente, mas tambem com a penetra 9 ao e o 
acumulo intracelular da azitromicina no interior dos neutrofilos e macrofagos, resultando em concentra 9 oes do farmaco 
intracelulares:extracelulares em uma proporpao de 40:1. 252,872 O ciprofloxacino tambem foi usado com sucesso no tratamento 
da DAG, devido, presumivelmente, a seu acumulo intracelular. 

Os estudos microbiologicos e sorologicos conduzidos nesses ultimos anos estabeleceram que B. henselae constitui o 
principal agente bacteriano responsavel pela DAG. Em 1992, Regnery et al. isolaram B. henselae de amostras de sangue de 
um gato assintomatico em duas ocasioes e demonstraram que 88% dos pacientes com a doen 9 a apresentam titulos elevados de 
anticorpos contra antigenos de B. henselae por 1FA. 1073,1074 Posteriormente, varios gmpos de pesquisa utilizaram tecnicas 
moleculares para demonstrar a presen 9 a do DNA de B. henselae em material purulento de linfonodos supurativos de pacientes 
com DAG. 36,38,503 Com a tecnica de 1FA, Zangwill et al. constataram que 84% de 45 pacientes com DAG apresentaram 
anticorpos anti-5, henselae, em compara 9 §o com 3% de 112 pacientes de controle. 1411 Alem disso, 81% de gatos pertencentes 
a pacientes com DAG tambem foram soropositivos, em compara 9 ao com 38% de 29 animais de controle. Esse estudo tambem 
constatou que o risco de DAG era maior em individuos com filhotes de gato do que naqueles com gatos adultos, e que os 
individuos com mordeduras e arranhaduras de filhotes de gato corriam maior risco de DAG do que aqueles com feridas de 
gatos adultos; alem disso, o risco de DAG tambem foi maior quando os filhotes tinham pulgas. Os bacilos observados em 
biopsias de linfonodos supurativos tambem foram identificados como B. henselae na colora 9 ao imunocitoquimica com 
anticorpos dirigidos contra B. henselae} 92 O papel etiologico de B. henselae na DAG foi ainda mais refor 9 ado pelo grande 
numero de estudos epidemiologicos de infec 9 §o por B. henselae em gatos domesticos. 

Em 1997, foi tambem descrita uma segunda especie de Bartonella, B. clarridgeiae, em associa 9 §o a um caso de DAG. 721 
Nesse caso, verificou-se o desenvolvimento de DAG em um veterinario apos uma ferida causada por mordedura de um gato 
de 6 semanas de idade. As hemoculturas obtidas do paciente e os testes sorologicos (AFD) para anticorpos dirigidos contra B. 
henselae, B. quintana e B. elizabethae foram negativos. Entretanto, uma amostra de soro do paciente reagiu em um teste de 
AFD com um isolado de Bartonella obtido de hemoculturas do gato. Foram tambem obtidas evidencias sorologicas de 
infec 9 §o por B. clarridgeiae em um paciente com DAG que apresentou sintomas inerentes, historia de exposi 9 ao a gatos e 
arranhaduras desses animais e forma 9 ao de grande abscesso na parede toracica. 845 Embora as cultures do paciente tenham 
permanecido negativas, B. clarridgeiae foi isolada do sangue de um dos gatos do paciente. 



Infecgoes diversas. Desde a descoberta da associagao das especies de Bartonella com DAG, AB e peliose hepatica, foram 
descritas varias outras manifestagoes de infecgao por B. henselae em hospedeiros tanto imunocomprometidos quanto 
imunocompetentes. Na maioria dessas infecgoes, foi documentada uma associagao a filhotes de gato, reforgando a 
possibilidade de que as manifestagoes clinicas incomuns da infecgao por B. henselae representem parte de um espectro 
continuo na apresentagao clinica da DAG. Essas manifestagoes consistiram em neurorretinite sem a sindrome oculoglandular 
de Parinaud, linfadenite unilateral e difusa isolada, miocardite grave e doenga neurologica associada a demencia rapidamente 
progressiva. 871,1161,1367 Meininger et al. descreveram um homem sadio que desenvolveu miocardite ativa cronica causada por 
B. henselae, resultando em insuficiencia cardiaca e necessidade de transplante cardiaco. A associagao de Bartonella com a 
demencia relacionada com a AIDS foi elucidada por um estudo sorologico conduzido em Los Angeles por Schwartzman et 
al., em que tanto a propriedade de um gato quanto o declinio neuropsicologico e a demencia foram associados 
significativamente a presenga de anticorpos IgM contra B. henselae. 1160 Caniza et al. descreveram um caso de infecgao 
pulmonar oportunista por B. henselae em uma mulher de 19 anos de idade que foi submetida a transplante de rim. 1 As 
amostras de tecidos dos nodulos pulmonares dessa paciente resultaram em culturas negativas, porem continham rRNA 16S 
especifico de B. henselae por PCR. Todos os oito gatos domesticos que viviam com a paciente tiveram hemoculturas positivas 
para B. henselae. A analise desses isolados por PCR estabeleceu que os isolados felinos eram identicos aos encontrados no 
tecido pulmonar da paciente. A infecgao por B. henselae tambem foi responsavel pela ocorrencia de inflamagao intraocular e 
retiniana e pelo edema do disco do nervo optico, resultando em perda substancial da acuidade visual. 1309 Golnick et al. 
descreveram quatro pacientes que apresentaram perda da visao em consequencia de inflamagao intraocular, tumefagao do 
nervo optico e descolamento da retina. 4 ’ 6 Os pacientes apresentaram titulos elevados de anticorpos contra B. henselae e 
responderam ao tratamento, com consequente melhora da visao. Foi tambem estabelecido o diagnostico de neurorretinite em 
um paciente com evidencia sorologica de infecgao por B. elizahethae. " ' Em uma apresentagao incomum de infecgao, foi 
estabelecido o diagnostico de neurorretinite bilateral acompanhada de cefaleia intensa e alteragoes do comportamento em uma 
mulher de 55 anos de idade que tambem apresentava diabetes melito insulinodependente e hipotireoidismo. A analise por PCR 
do DNA extraido dos liquidos intraoculares revelou a presenga de uma sequencia genica do rRNA 16S, que demonstrou uma 
homologia de 100% com B. grahamii, uma especie normalmente encontrada em roedores na Europa e na America do Norte. 693 
A paciente tinha um cao, porem nenhuma historia de exposigao a gatos, roedores ou outros animais. A paciente tambem 
apresentou evidencias sorologicas de infecgao por B. henselae por IEE, provavelmente devido a reatividade cruzada com B. 
grahamii. A paciente respondeu a terapia com doxiciclina e rifampicina VO, diariamente, durante 4 semanas. Foram tambem 
diagnosticadas infecgoes intraorbitarias e retinianas por B. henselae por meio de detecgao do DNA em amostras 
intraoculares. 496,132 A ocorrencia de microabscessos renais e osteomielite vertebral devido a infecgao disseminada por B. 
henselae foi tambem descrita. 31-11 '~ 

Patogenos emergentes do genero Bartonella 

Especies de Bartonella originalmente descritas em animais estao sendo cada vez mais detectadas em seres humanos, 
frequentemente em associagao com doengas febris. Em 2006, Raoult et al. descreveram um homem de 74 anos de idade que 
desenvolveu endocardite. Amostras de tecido valvar excisado e amostras de sangue foram inoculadas em frascos de celulas 
endoteliais humanas, e foi demonstrado o crescimento de especies de Bartonella nos frascos por imunofluorescencia depois de 
2 meses. A extragao do DNA das culturas, do sangue e do tecido valvar, seguida de amplificagao e sequenciamento, revelou 
que o isolado era B. alsatica, uma especie previamente descrita em coelhos silvestres. 574,1064 Em 2008, Angelakis et al. 
descreveram, na Franga, uma mulher de 79 anos de idade que desenvolveu uma grande massa axilar dentro de 1 mes apos ter 
tido o dedo arranhado enquanto estava abatendo um coelho silvestre. Um fragmento do linfonodo excisado dessa paciente e 
alguns tecidos do coelho foram submetidos a extragao de acido nucleico, e o DNA extraido foi usado como modelo em tres 
ensaios de PCR especioficos para a regiao intergenica 16S-23S, o gene ftsZ e o rDNA 16S de B. alsatica . 43 Todos os 
resultados obtidos com a amostra de linfonodo indicaram infecgao por B. alsatica. Em 2009, outro paciente na Franga foi 
diagnosticado com endocardite causada por B. alsatica , 643 B. rochalimae, um agente da endocardite infecciosa em caes, foi 
isolada de roedores, de raposa-cinzenta e de seres humanos. B. washowensis, uma especie encontrada em esquilos, foi isolada 
de um homem de 70 anos de idade com febre e miocardite; os estudos moleculares documentaram que o fonte do 
microrganismo foi provavelmente uma exposigao a roedores ou artropodes vetores portadores do agente. 23 B. tamiae, uma 
especie relativamente recente descrita em 2008, foi isolada de hemoculturas de tres pacientes na Tailandia. 2 Candidatus B. 
melophagi, uma nova especie de Bartonella proposta, porem ainda nao validada, que esta associada a ovinos, foi isolada de 
hemoculturas de duas mulheres, ambas as quais desenvolveram doenga febril aguda 107,822 A identificagao foi confirmada por 
analises moleculares do rRNA 16S, citrato sintase e sequencias do gene de RNA polimerase e avaliagao da regiao intergenica 
16S-23S. Ambas as mulheres viviam e trabalhavam com animais e ao seu redor, porem apenas uma teve exposigao a ovinos. 
Em 2010, um candidato a nova especie de Bartonella, candidatus B. mayotomonensis, foi isolado de tecido de valva aortica 
nativa de um homem de 59 anos de idade com endocardite. 7,38 A identidade singular desse isolado foi determinada por 
amplificagao e sequenciamento dos genes rRNA 16S , ftsz, rpoB e gltA e avaliagao da regiao ITS. 


Detecgao, isolamento e identificagao das especies de Bartonella 

Tipos de amostras. As amostras que podem ser utilizadas para o isolamento de especies de Bartonella incluem sangue, 
amostras de biopsia de lesoes de AB cutaneas ou sistemicas suspeitas, biopsia de linfonodos e aspirados. As amostras 
coletadas no inicio da evolu^ao clinica sao preferiveis, particularmente amostras de biopsia de linfonodos de pacientes com 
suspeita de DAG; essas amostras devem ser obtidas antes da administraijao de agentes antimicrobianos. Os linfonodos 
supurativos de estagio avancjado podem nao apresentar microrganismos, em virtude da intensa resposta imnne celular local. 
Foi relatado que os metodos de lise-centrifuga 9 ao, utilizando o metodo de lise de sangue Isolator" (Wampole, Cranbury, NJ), 
melhoram o isolamento dessas bacterias fastidiosas de amostras de sangue. O sangue tambem pode ser colocado em tubos 
plasticos com acido etilenodiaminotetracetico (EDTA) ou citrato de sodio. Com amostras de sangue com EDTA, o 
congelamento da amostra, seguido de descongelamento em temperatura ambiente antes da semeadura direta, tambem melhora 
o isolamento desses microrganismos. As amostras de tecido devem ser homogeneizadas antes da cultura; o homogeneizado 
pode ser utilizado para cultura direta ou para a extragao do DNA antes de amplificacjao molecular/detecquo. Como os 
microrganismos produzem pouco ou nenhum C0 2 durante o seu crescimento, a detecijao de especies de Bartonella em 
sistemas de hemocultura automaticos (p. ex., BACTEC®; BacT/Alert" etc.) pode ser problematica. Foram obtidos isolados de 
garrafas PLUS 26 aerobias contendo resina, porem os microrganismos nao apresentaram indices de crescimento acima do 
limiar positivo. Por conseguinte, a Colorado de esfregac^os preparados a partir de garrafas inoculadas com o corante 
fluorescente laranja de acridina, intenuitentemente durante a incubaijao, pode ser util para a detecijao desses microrganismos." 

Exame microscopico das amostras clinicas. A tecnica de impregnafao pela prata de Warthin-Starry tem sido utilizada para 
visualizar as bartonelas em tecidos. Essa tecnica e inespecifica, e outros microrganismos tambem podem exibir Colorado. As 
amostras de linfonodos de pacientes com suspeita de DAG podem ou nao apresentar colora?ao positiva se a biopsia nao for 
realizada precocemente no curso clinico da doen 9 a. Em geral, as biopsias de lesoes de AB irao revelar grandes numeros de 
microrganismos na impregna 9 ao pela prata de Warthin-Starry. 

Cultura. As especies de Bartonella podem ser isoladas por semeadura em meios de agar apropriados ou por cocultura em 
cultura de celulas. O sangue colocado em tubos Isolator" ou EDTA e as amostras de tecido homogeneizado podem ser 
semeados diretamente em agar-chocolate recem-preparado ou agar infusao de cerebro-cora 9 ao (BHI) contendo 5% de sangue 
de cavalo ou coelho fresco. O BHI, o agar soja tripticase e o agar Columbia suplementados com sangue e o agar-chocolate 
enriquecido tambem podem sustentar o crescimento desses microrganismos. Nao se dispoe de meios seletivos, e os meios 
contendo agentes antimicrobianos nao devem ser utilizados. As placas semeadas sao incubadas em atmosfera umida a 35° a 
37°C em 5 a 7% de C0 2 durante pelo menos 28 dias. Em geral, observa-se o aparecimento de crescimento dentro de 5 a 15 
dias, embora algumas cepas de Bartonella possam necessitar de ate 45 dias de incuba 9 ao para que o seu crescimento seja 
aparente. 760,1269 Os repiques a partir de culturas primarias de crescimento lento podem necessitar de 15 a 20 dias de incuba 9 ao 
para que seja observado um crescimento satisfatorio dos microrganismos. A maioria das bartonelas nao cresce em cond^oes 
anaerobias, em temperaturas de 25°C ou 42°C e na ausencia de hemina e C0 2 . B. bacilliformis e excepcional, visto que essa 
especie prefere uma temperatura mais baixa para o seu crescimento (i. e., 25° a 28°C) e nao necessita de C0 2 para seu 
crescimento. Algumas especies de Bartonella (p. ex., B. koehlerae) podem nao crescer em agar-sangue de coelho fresco e 
exigem o uso de agar-chocolate recentemente preparado para um isolamento otimo. 

O isolamento de especies de Bartonella tambem tem sido realizado com metodos de cultura de celulas, que sao efetuados 
com frascos contendo uma monocamada de celulas endoteliais humanas (p. ex., linhagem celular ECV 304), a linhagem 
celular do carcinoma de bexiga T24 ou outros tipos celulares (p. ex., celulas Vero, celulas HeLa, celulas 
L2 92). 42,44,369,715,1062,1413 As amostras processadas por essa tecnica tem incluido amostras de biopsia de lesoes cutaneas e osseas 
de AB e sangue heparinizado. Koehler et al. utilizaram uma linhagem de celulas endoteliais bovinas ( i. e., celulas CPA, 
linhagem ATTC #207) para o isolamento de B. henselae e B. quintana a partir de biopsias de tecido fragmentado de lesoes de 
AB. Depois de 9 a 36 dias de incuba 9 ao, o sobrenadante turvo da cultura foi repicado para meios de agar para crescimento 
subsequente de identifica 9 ao. 715 Drancourt et al. utilizaram celulas ECV 304 (uma linhagem de celulas endoteliais humanas 
continuas) para o isolamento de B. quintana a partir de amostras de sangue de pacientes desabrigados com endocardite. 369 
Com essa tecnica, os microrganismos podem ser detectados no frasco por imunofluorescencia e identificados por PCR ou 
outras tecnicas moleculares. 42,44 O isolamento de especies de Bartonella com enriquecimento em caldo tambem foi obtido com 
um meio definido contendo RPMI 1640 (um meio liquido tipico de cultura de tecido) suplementado com hemina, aminoacidos 
e piruvato. 1362 Esse meio foi utilizado com sucesso para o isolamento de B. henselae a partir de amostras de sangue humano e 
de gato e de biopsias de linfonodos de pacientes com DAG. 

Um dos maiores avan 90 S no diagnostico de infec 9 oes por Bartonella consiste no uso de meios de cultura pre-enriquecidos 
para detec 9 ao do microrganismo por metodos moleculares e culturas como parte de uma fonte de tres especimes na abordagem 
de cultura polifasica e molecular. O pre-enriquecimento e efetuado em meio de crescimento de Bartonella a-Proteobacteria 
(BAPGM; do ingles, Bartonella a-Proteobacteria growth medium), um meio de crescimento otimizado baseado em cultura de 
celulas de insetos, que e capaz de sustentar o crescimento de sete especies de Bartonella . 166,821 O BAPGM utiliza um meio 


basal formulado para o crescimento de celulas de insetos em cultura." 12 ' 1 Esse meio basal e suplementado com NAD, ATP, 
piruvato e varios aminoacidos. Apos ajustar o pH para 7,4, o meio e esterilizado por fdtro e suplementado com sangue 
desfibrinado de carneiro, em uma concentra?ao final de 5%. A abordagem polifasica envolve a extra9ao do DNA da amostra 
do paciente para detec?ao direta por PCR (primeira amostra), uma segunda PCR apos cultura de enriquecimento em BAPGM 
durante 4 semanas (segunda amostra) e outra PCR realizada em qualquer crescimento visivel depois de 4 semanas de um 
repique de BAPGM em agar-sangue depois um periodo de incubaijao de 4 semanas. O BAPGM esta disponivel no comercio 
(Galaxy Diagnostics, http://www.galaxydx.com). Essa abordagem polifasica tem sido utilizada para a detecijao de especies de 
Bartonella em varias amostras veterinarias de caes e gado bovino (i. e., amostras de sangue, biopsias de tecidos, LCR, 
amostras de liquido abdominal, pericardico, seroma e liquidos aquosos, liquido articular). 82 ’ 249,359 ’ 377,907 A detecc^ao polifasica 
com uso de BAPGM resultou no isolamento de varias especies de Bartonella (i. e., B. henselae, B. vinsonii subesp. berkhoffii, 
B. bovis, B. koehlerae, B. volans semelhante) de caninos e isolamento de B. tamiae de pacientes humanos com febre na 
Tailandia. 72 11119 Riess et al. descreveram outro meio de crescimento de enriquecimento que utilizou o meio em po de 
Drosophila Schneider (Serva, Heidelberg, Alemanha) suplementado com 10% de soro fetal de bezerro e glutamina. Esse 
meio proporcionou um crescimento mais eficiente de B. henselae do que o BAPGM. A formulagao do meio de Schneider/soro 
fetal de bezerro nao contem sangue total nem hemina, de modo que e possivel detectar visualmente o crescimento de B. 
henselae. A ad 19/10 de 5% de sacarose nesse meio resultou em crescimento ainda mais rapido desse microrganismo fastidioso, 
de modo que esses pesquisadores conseguiram calcular de fato um tempo de geraijao de cerca de 5,6 horas para a cepa 
Marseille de B. henselae , 1086 O meio de Schneider suplementado tambem sustentou o crescimento de B. quintana e B. 
vinsonii. Lynch et al. compararam diversos metodos de cultura utilizando cepas de B. henselae, B. quintana, B. elizabethae e 
B. tamiae e verificaram que houve crescimento ideal desses microrganismos utilizando um meio de cultura combinado de 
celulas de mamiferos e celulas de inseto e suplementado (i. e., 10% de soro fetal de bezerro, piruvato, sacarose, tampao 
HEPES). 1 Esse meio combinado tambem sustentou o crescimento de celulas Vero E6 (celulas epiteliais de rim de primatas, 
ATCC CRL-1586). Embora o meio isento de celulas tenha proporcionado um crescimento adequado de cepas de Bartonella 
adaptadas em laboratorio, a cocultura com celulas Vero E6 ainda pode ser mais sensivel para o isolamento primario de 
especies de Bartonella a partir de amostras clinicas de origem veterinaria ou humana. 

Coloragao pelo metodo Gram e morfologia das coldnias. No isolamento primario, as especies de Bartonella aparecem 
inicialmente como pequenas colonias aderentes e brancas, que variam quanto ao tamanho e formato. Algumas cepas de B. 
henselae, B. quintana e B. elizabethae podem perfurar a superficie do agar durante o seu crescimento. 12 ' 19 Tipicamente, as 
colonias de B. henselae sao brancas ou castanhas, secas, aderentes, “semelhantes a couve-flor”, inseridas no agar e 
morfologicamente heterogenea. As colonias de B. quintana sao brilhantes, planas, lisas e nao perfuram o agar. As colonias de 
B. elizabethae assemelham-se aquelas de B. henselae, exceto pelo fato de que pode ocorrer hemolise fraca ou parcial ao redor 
das colonias que crescem em agar infusao de corac^ao com 5% de sangue de coelho. Os isolados de B. clarridgeiae formam 
colonias elevadas, brancas e aderentes em agar. Depois de multiplas passagens, as colonias da maioria das especies de 
Bartonella tornam-se menos secas, menos aderentes e maiores e tendem a crescer mais rapidamente. As colonias de B. 
bacilliformis diferem das outras especies, visto que sao inicialmente pequenas, lisas e translucidas, mantendo essas 
caracteristicas com repiques seriados. Na Colorado pelo metodo de Gram, as cepas de Bartonella aparecem como bacilos 
gram-negativos ligeiramente curvos e pleomorficos, que medem cerca de 1 a 2,5 pm de comprimento por 0,5 a 0,6 pm. As 
cepas de B. henselae, B. quintana e varias outras especies podem exibir motilidade “em contorc^ao” quando preparadas em 
so 1119ao salina. As bartonelas podem ser mais bem-visualizadas com o uso do corante de Gimenez, visto que a contracolora9ao 
com safranina ou carbol fucsina pode ser fraca. 

Metodos de identificagao. Em geral, as especies de Bartonella sao bioquimicamente nao reativas nos testes de identifica9ao 
bioquimicos fenotipicos rotineiros, incluindo testes de oxidase, catalase, indol, urease, descarboxilase e rediupio do nitrato. 
Uma identifica9ao presuntiva geral pode ser baseada no crescimento lento do microrganismo (habitualmente mais de 7 a 10 
dias), na morfologia caracteristica das colonias em meio a base de agar e testes de oxidase e catalase negativos. Essa 
identifica9ao presuntiva tambem precisa considerar o tipo de amostra e o quadro clinico do paciente. A identifica9ao 
presuntiva de determinadas especies de Bartonella, incluindo B. henselae, B. quintana e B. vinsonii, pode ser obtida por meio 
de sistemas de identifica9ao comerciais, que utilizam substratos enzimaticos cromogenicos para detectar enzimas bacterianas 
pre-formadas (p. ex., MicroScan Rapid Anaerobe panel, RapID® ANA II, Rapid ID32A®). 1334 Esses sistemas produziram 
padroes de rea9oes bioquimicas que foram singulares dentro de suas proprias bases de dados, porem apenas as rea9oes do 
MicroScan® Rapid Anaerobe Panel foram capazes de diferenciar B. henselae e B. quintana em nivel de especie. Esse painel 
distinguiu todas as especies testadas, gerando codigos de biotipo especificos para cada especie (/. e., codigo 10077640 para B. 
henselae, codigo 10073640 para B. quintana e codigo 10077240 para .8. bacilliformis) (Tabela 9.15). 

As especies de Bartonella podem ser identificadas por GLC de acidos graxos celulares por espectrometria de massa. 
Todas as especies de Bartonella contem mais de 50% de acidos graxos C18:l, 16 a 25% de C18:0 e 16 a 22% de C16:0, com 
quantidades menores de C13:l e de C17:03. Os isolados de B. henselae carecem de acidos graxos celulares C15:0 e C12:0, 


que estao presentes nos isolados de B. vinsonii e de B. bacilliformis, respectivamente. B. quintana pode ser diferenciada da 
maioria dos isolados de B. henselae pela present de menos de 20% de 08:0 em B. quintana e de mais de 20% de 08:0 em 
B. henselae. A composifao de acidos graxos celulares de B. elizabethae assemelha-se mais aquela de B. vinsonii e inclui 
05:0 (ausente em B. henselae ou B. quintana) e quantidades maiores (21%) de 07:0 do que B. henselae (3%), B. quintana 
(1%) e B. vinsonii (9%). B. elizabethae tambem contem quantidades menores de acidos graxos celulares 06:0 (13%) do que 
as outras especies, que apresentam 17 a 20% de acidos graxos celulares 06:0. A espectrometria de massa por MALDI-TOF 
tambem tem sido utilizada para identificar especies de Bartonella. Foram analisadas cepas de referencia representando 17 
especies reconhecidas de Bartonella, e o espectro de consenso obtido para cada uma das especies foi singular entre os varios 
espectros de 2.843 microrganismos bacterianos incluidos na base de dados do Brucker MALDI-TOF, incluindo 109 outras a- 
Proteobacteria. Alem disso, 39 cepas bacterianas foram testadas as cegas, sendo que todas foram corretamente identificadas 
como Bartonella em nivel de especie. 441 

A identificafao definitiva de especies de Bartonella e mais bem efetuada por metodos moleculares baseados em 
amplificafao. Esses metodos podem ser empregados para a conlirmapao de isolados obtidos em cultura, ou podem ser 
realizados diretamente em amostras de tecido, pus ou biopsias. A amplificafao de varios genes por PCR, incluindo o gene de 
citrato sintase ( gltA ), proteinas do choque termico, genes de sintese de riboflavina, genes de divisao celular ou regioes 
intergenicas de rRNA 16S-23S, e a analise de endonuclease de restrifao dos amplicons foram utilizadas com sucesso para esse 
proposito. 76 ’ 650,848 ’ 851,1416 Matar et al. utilizaram PCR juntamente com iniciadores nos genes rRNA 16S e rRNA 23S para 
amplificar a regiao entre rRNA 16S e parte do gene rRNA 23S, seguida de clivagem por enzima de restrifao. 851 Essa 
abordagem resultou em perfis de restrifao caracteristicos para B. bacilliformis, B. vinsonii e B. quintana e em dois perfis para 
B. henselae, sugerindo que esse metodo pode ser util tanto para a identificafao de especies de Bartonella quanto para a 
subtipagem de isolados de B. henselae. Jensen et al. descreveram uma amplificafao mediada por PCR em unica etapa da 
regiao intergenica do rRNA 16S-23S, que resultou em amplicons de tamanho unico para cada especie de Bartonella. 648 Joblet 
et al. verificaram que a amplificafao do gene gltA, seguida de digestao com duas enzimas de restrifao diferentes, permitiu a 
diferenciafao de especies de Bartonella , 650 A analise de sequencia do fragmento de 940 pares de bases do gene codificador da 
citrato sintase (gtlA) e do gene da proteina do choque termico de 60 kDa ( groEL ) tambem foi usada para construir arvores 
filogeneticas com a fmalidade de estabelecer relafoes entre especies de Bartonella descritas validas e cepas nao caracterizadas 
de Bartonella. 130,848 Foram desenvolvidos oligonucleotidios iniciadores/de sonda baseados em diferenfas de sequencias 
localizadas dentro do gene da sintese de riboflavina ( ribC ), e essas sequencias foram utilizadas para desenvolver ensaios de 
PCR especificos de especie para a identificafao de B. henselae, B. quintana, B. bacilliformis e B. clarridgeiae. 111 Rodriquez- 
Barradas et al. desenvolveram um metodo semelhante de identificafao por PCR de “elemento repetitivo”, utilizando 
iniciadores derivados ou de sequencias de consenso extragenicas ou intergenicas repetitivas. Como essas sequencias ja 
existem em miiltiplas copias descontinuas, que resultam em multiplos amplicons descontinuos apos PCR, nao houve 
necessidade de tratamento com endonucleases de restrifao antes da PAGE. 1097 Flandley e Regnery, nos CDC, descreveram um 
metodo de identificafao dependente de PCR, baseado na amplificafao de segmentos clivados por endonuclease de restrifao. 
As enzimas empregadas nesse procedimento resultaram em grandes fragmentos, que puderam ser anelados com iniciadores 
correspondendo as sequencias de bases adjacentes aos sitios de endonuclease de restrifao para PCR subsequente e resolufao 
por PAGE. 554 Foram tambem utilizadas abordagens moleculares para a detecfao direta de especies de Bartonella em amostras 
clinicas. Matar et al. descreveram um metodo de PCR-RFLP para detecfao e identificafao simultaneas de bartonelas 
diretamente em amostras clinicas, incluindo biopsias e aspirados de linfonodos, amostras de pele, nodulos subcutaneos e 
outros tecidos. 851 Esse metodo envolveu o uso de iniciadores de PCR de regioes conservadas do gene rDNA 16S, seguido de 
digestao por endonuclease de restrifao e analise dos amplicons. Sander e Penno utilizaram a PCR para gerar amplicons 
biotinilados da regiao genica rRNA 16S e imobilizaram os amplicons em cavidades de microtitulafao recobertas por 
estreptavidina. 1136 A hibridizafao desses amplicons com sonda de oligonucleotidios rDNA 16S marcadas com digoxigenina e 
a adifao subsequente de antidigoxigenina peroxidase em um formato modificado de 1EE possibilitaram a rapida identificafao 
de B. henselae e B. quintana. Esse metodo foi capaz de detectar e quantificar B. henselae e B. quintana diretamente em 
amostras clinicas, em concentrafoes baixas de apenas 10 3 UFC/mf. Avidor et al. avaliaram a amplificafao do gene rRNA 16S 
mediada por PCR, seguida de hibridizafao com sonda de B. henselae com amplificafao baseada em PCR de gltA ou htrA 
(genes da proteina do choque termico), seguida de analise dos amplicons por RFLP para a detecfao direta de B. henselae em 
amostras clinicas. 76 O DNA de B. henselae foi detectado em 100% de 32 amostras de pus e linfonodos pelo metodo e 
identificafao PCR/sonda de rRNA 16S e, em 94 e 69%, pelos metodos gltA/ RFLP e htrA! RFLP, respectivamente. Esses 
pesquisadores sugeriram que o teste direto por gltA/ RFLP era preferivel e mais facil, visto que nao havia necessidade de 
hibridizafao especie-especifica (por meio de sonda) com esse metodo. 76 O ensaio de PCR em uma unica etapa, utilizando o 
alvo da regiao intergenica rRNA 16S-23S, desenvolvido por Jensen et al., foi capaz de detectar o DNA de B. henselae de 
amostras de sangue de gatos infectados. 648 O DNA foi amplificado em 100% das amostras de sangue de gatos infectados 
contendo > 50 UFC de B. henselae por mC e de 80% das amostras de sangue contendo 10 a 30 UFC de B. henselae por m( de 
sangue. Evidencias mais recentes indicam que algumas sequencias genicas encontradas nas bartonelas podem nao ser tao 



especfficas quanto se acreditava antigamente. Por exemplo, o gene da citrato sintase (gitA) encontrado em especies de 
Bartonella possui homologias com sequencias genicas encontradas em alguns genomas de hospedeiros, incluindo 
camundongos, ratos, seres humanos e outros patogenos humanos. 291 

Tabela 9.15 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Bartonella. 


Caracterfstica 

B. 

bacilliformis 

B. quintana 

B. henselae 

B. 

elizabethae 

B. 

clarridgeiae 

B. grahamii 

B. vinsonii 

subesp. 

vinsonii 

B. vinsonii 

subesp. 

berkhofh 

B. vinsonii 

subesp. 

arupensis 

Temperatura ideal 

25° a 30°C 

35° a 37°C 

35° a 37°C 

35° a 37°C 

35° a 37°C 

35° a 37°C 

35° a 37°C 

35°a37°C 

35°a 37°C 

para 

crescimento 
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- 

- 
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Ensaios de PCR em tempo real tambem foram descritos para a detecgao direta e diferenciagao de especies e genotipos de 
Bartonella. Colborn et al. efetuaram exames de genoma completo em isolados de B. henselae, B. quintana e B. hacilliformis e 
compararam sequencias de nucleotldios com as de outras especies de Bartonella publicadas no Gene Bank. 2 ’ 1 Pesquisaram 
tambem sequencias semelhantes em outras bacterias capazes de infectar o sangue e tecidos de seres humanos e em mamiferos 
ou artropodes vetores potenciais de bartonelas. Utilizando essa abordagem, foi identificado um conjunto de iniciadores por 
PCR em tempo real ladeando o gene da subunidade gama da NADH desidrogenase ( nuoA ). A detecgao do gene nuoA foi 
comparada com a do gene da citrato sintase (gltA) e do gene fitZ, utilizando os pares de iniciadores necessarios. Esses tres 
ensaios foram comparados quanto a sua capacidade de amplificar os DNA de referencia de varias especies de Bartonella. O 
conjunto de iniciadores nuoG amplificou com sucesso todas as 11 especies de Bartonella testadas. Quando foi examinado o 
DNA de amostras coletadas em campo, incluindo amostras de figado de ratos e de carrapatos, o conjunto de iniciadores naoG 
demonstrou sensibilidade e especificidade significativamente mais altas para Bartonella do que outros conjuntos de 
iniciadores ao produzir consistentemente mais resultados positivos de PCR de sequencias confirmadas. Para 61 amostras de 
carrapatos, o conjunto de iniciadores nuoG resultou em 7 amostras positivas para Bartonella, em comparagao com 1 e 0 para 
os conjuntos ftsZ e gltA, respectivamente. De 24 amostras de figado testadas, 18 foram positivas para Bartonella pelo conjunto 
de iniciadores nuoG, em comparagao com 10 e 2 para os conjuntos ftsZ e gltA, respectivamente. 21 ' 1 Diaz et al. desenvolveram 
um ensaio de PCR em tempo real especifico para genero, tendo como alvo uma regiao de 301 pares de bases do gene ssrA, 
que codifica uma especie RNA tambem conhecida como RNA de transferencia/mensageiro (tmRNA). Trata-se de uma 
molecula de uma ilnica copia envolvida no processamento de peptidios nascentes durante o processo de tradugao. 
Diferentemente de alguns alvos utilizados para a detecgao e a identificagao de especies de Bartonella (p. ex., gltA), nao foram 
detectadas sequencias genicas homologas com a sequencia-alvo ssrA em qualquer organismo eucarioto ate a presente data.' 1 
Utilizando essa sequencia genica-alvo, foram detectadas mais de 30 especies, subespecies e cepas unicas dentro do genero 
Bartonella em amostras de sangue de alee e gado bovino. A identificagao ate o nivel de especie foi obtida pelo 
sequenciamento do amplicon ssrA. 

Os metodos de PCR em tempo real estao sendo cada vez mais utilizados para o diagnostico direto de doengas associadas a 
Bartonella. Um ensaio de RT-PCR em tempo real especifico para a regiao intergenica 16S-23S de Bartonella e o gene pap31 
de B. henselae foi utilizado para a detecgao direta de B. henselae em amostras de biopsia de pele, linfonodos e amostras de 
swabs de pacientes com DAG. 42,44 Foi utilizada a PCR em tempo real de ampla faixa para rDNA 16S e 18S para a detecgao de 
especies de Bartonella em amostras de sangue com EDTA e em amostras de valvas. 444 

Diagnostico sorologico 

O diagnostico laboratorial da DAG baseia-se principalmente em metodos moleculares e testes sorologicos por meio de 
imunofluorescencia indireta (1FA) ou IEE. O ensaio de IFA constitui a tecnica mais amplamente usada, embora o seu tempo de 
realizagao seja muito maior que o dos metodos de IEE. Os metodos sorologicos para o diagnostico de infecgoes causadas por 
Bartonella tem sido utilizados em contextos tanto clinicos quanto veterinarios. As avaliagoes dos testes sorologicos fomecem 
uma faixa de sensibilidade e especificidade, dependendo da populagao estudada, das defmigoes de casos de DAG e dos 
materiais e metodos empregados no procedimento. A variabilidade observada na sensibilidade da sorologia para B. henselae, 
particularmente com o teste de IgM, tambem pode ser devido a uma variabilidade regional na distribuigao de diferentes 
genotipos de B. henselae (ver adiante). Por exemplo, nos Paises Baixos, B. henselae genotipo I (sorotipo Houston I) e 
genotipo II (sorotipo Marseille) foram encontradas em pacientes com DAG. Alguns testes sorologicos incluem apenas B. 
henselae genotipo I; por conseguinte, e possivel melhorar a sensibilidade do teste pela inclusao de cepas de genotipo II como 
fontes de antigenos. 115,117 

Os metodos de IFA para a detecgao de anticorpos dirigidos contra Bartonella nao sao altamente padronizados e variam 
principalmente na fonte dos antigenos bacterianos que sao fixados nas laminas de IFA. 1414 Alguns metodos utilizam bacterias 
que crescem em meios de agar, enquanto outros utilizam isolados de Bartonella cocultivados com celulas de cultura tecidual 



como antigeno fixado nas laminas de IFA. Bergmans et al., nos Paises Baixos, avaliaram a detccgao de IgM e IgG anti-5. 
henselae utilizando ambos os ensaios de IFA e IEE e verificaram a existencia de uma variabilidade significativa, dependendo 
da fonte dos antigenos bacterianos para a prepara^ao das laminas de IFA . 11 ' 1 Foram examinadas amostras de soro de 21 
pacientes com “DAG possivel” (pacientes que preenchem apenas 1 dos quatro criterios clinicos) e de 22 com DAG “provavel” 
(pacientes que preenchem 2 dos 4 criterios clinicos). Quando foram utilizadas celulas de B. henselae cocultivadas em celulas 
Vero como antigeno para ensaio de IFA, a sensibilidade de detcc^ao da IgG foi de apenas 31,8% para as amostras de soro de 
pacientes com “DAG provavel’’ e de 33,3% para aqueles com “DAG possivel’’. Quando foram utilizadas cepas de B. henselae 
cultivadas em meios de agar como antigeno do ensaio de IFA, as sensibilidades correspondentes do ensaio para os dois grupos 
de pacientes foram de 40,9 e 14,3%, respectivamente. Foi tambem observada uma sensibilidade de menos de 50% para a 
determinafao da IgG por IFA em ambos os grupos de pacientes, independentemente da fonte de antigenos. As especificidades 
de ambos os ensaios de IgG e IgM foram avaliadas utilizando amostras de soro de doadores de sangue sadios, e foi constatada 
uma variacjao de 95 a 100 %. 116 Vermeulen el al. avaliaram um ensaio de IFA interno que utilizou B. henselae de genotipo I 
desenvolvida em agar como antigeno . 1302,1303 Esse ensaio foi testado com amostras de 61 pacientes com DAG, com base nos 
dados clinicos e em um ensaio de PCR positivo para B. henselae, e em 56 amostras de um grupo de pacientes com 
diagnosticos clinicos diferentes e ensaio de PCR negativo para B. henselae. A sensibilidade e a especificidade do ensaio de 
IFA para a detec^ao de IgM foram de 53% e 93%, respectivamente, enquanto a sensibilidade e a especificidade para a 
detecijao de IgG foram de 67% e 82%, respectivamente. 

Foram tambem desenvolvidos ensaios de IFA que utilizam especies de Bartonella cocultivadas em celulas Vero, celulas 
endoteliais ECV ou outras monocamadas de celulas cultivadas. Em 1995, Dalton et al., nos CDC, efetuaram uma cocultura de 
B. henselae, B. quintana e B. elizabethae em monocamadas de celulas Vero e utilizaram esses microrganismos para preparar 
laminas para IFA. De 91 pacientes cuja docn 9 a preencheu uma dellniipao clinica estrita de DAG, 95% apresentaram titulos de 
IFA > 64 contra B. henselae ou B. quintana? 23 Como B. quintana nao havia sido associada a DAG, acreditou-se que os titulos 
positivos contra B. quintana representavam rea 9 oes cruzadas sorologicas entre as duas especies. Foram observadas rea 9 oes 
cruzadas entre B. elizabethae e as outras duas especies de Bartonella apenas em amostras com titulos extremamente elevados 
contra B. henselae ou B. quintana. Foram tambem utilizadas cepas de B. bacilliformis cocultivadas com celulas Vero para 
desenvolver um procedimento de IFA para o diagnostico de bartonelose em regioes endemicas da America do Sul. Foi 
constatado que o ensaio de IFA tem uma sensibilidade de 82% na detec 9 §o de anticorpos em amostras de soro de fase aguda 
de 106 pacientes com esfrega 90 positivo (i. e., presen 9 a de microrganismos nos eritrocitos em um esfrega 90 fmo corado pelo 
metodo de Giemsa), PCR-positivos ou com bartonelose confirmada por culture . 228 Com base na elevada prevalencia de 45% 
observada antes e no decorrer do periodo do estudo, o ensaio de IFA teve um valor preditivo positivo de 89%. Em sua 
descrhjao de endocardite causada por B. quintana em tres homens desabrigados, Drancourt et al. constataram que todos os tres 
pacientes apresentaram titulos elevados de IgG contra B. quintana por uma tecnica de microimunofluorescencia . 369 Os titulos 
foram mais elevados quando celulas de B. quintana utilizadas para o procedimento foram cocultivadas na linhagem de celulas 
endoteliais ECV (titulos de 6.400 a 12.800) do que quando as celulas foram obtidas de cultures desenvolvidas em agar-sangue 
de cameiro a 5% (titulos de 400 a 800). 

Dispoe-se no comercio de laminas de IFA preparadas com B. henselae ou B. henselae/B. quintana como antigeno, obtidas 
de agar-sangue ou associada a celulas, incluindo MRL-BA 8 e VIRL-Vero' (MRL Diagnostics, EUA; Virion, Institut Virion, 
Sui 9 a), Bartonella IFA 8 (BION Enterprises, EUA), Bartonella IFA 8 IgG (Focus Diagnostics, Cypress, CA), B. henselae 
IgM/IgG®, B. quintana IgM/IgG®, B. henselae/B. quintana IgM/IgG® (EUROIMMUN Schweiz AG, Hirschmattstrasse, CH- 
6003 Luzern) e B. henselae/B. quintana IFA 8 (Fuller Laboratories, Fullerton, CA). Zbinden et al. estudaram dois kits 
comerciais de IFA 8 que utilizam microrganismos derivados de agar-sangue (MRL-BA 8 , MRL Diagnostics, EUA; Virion 8 , 
Institut Virion, Sui 9 a) e microrganismos associados a celulas (laminas MRL-Vero/Bartonella IgG Substrate 8 , MRL 
Diagnostics, EUA; laminas B. henselae slides®, Bios, Alemanha ). 141 ’ Essas laminas comerciais foram comparadas com o 
ensaio de IFA desenvolvido pelos pesquisadores que utilizou B. henselae cocultivadas com celulas Vero como antigeno. Em 
geral, os kits que utilizaram antigeno de B. henselae desenvolvida em agar forneceram titulos mais elevados (menor 
especificidade) do que os kits que utilizaram microrganismos associados a celulas. Em seguida, o kit MRL-Vero 8 B. henselae 
foi comparado com o sistema desenvolvido no laboratorio. Utilizando um titulo de ponto do corte de 256 e amostras de soro 
de 26 pacientes com DAG e de 240 controles, o kit MRL-Vero 8 IFA demonstrou uma sensibilidade de 84,5% e uma 
especificidade de 93,4%. Foram obtidos resultados semelhantes emuma segunda avalia 9 ao do ensaio MRL IFA . Nh2 ' 1413,1414 

A Focus Diagnostics (Cypress, CA) comercializa um kit de IFA para a detec 9 ao de IgG contra B. henselae e B. quintana. 
Cada cavidade das laminas de oito cavidades contem dois pontos de antigenos que consistem em celulas Vero infectadas com 
B. henselae (cepa Houston) ou B. quintana. As amostras de soro sao examinadas em uma dilui 9 ao de 1:64, e os resultados 
positivos com essa dilui 9 ao sao ainda mais titulados. De acordo com a bula, titulos de < 64 sao considerados negativos para 
infec 9 ao atual. Os titulos > 64 ou de < 256 sao considerados como evidencia infec 9 ao em tempo indeterminado, com sugestao 
de coleta de uma segunda amostra dentro de 10 a 21 dias apos a obten 9 ao da primeira amostra, devendo a primeira e a segunda 
amostras serem testadas juntas, de modo a detectar uma eleva 9 ao de quatro vezes ou mais nos titulos. Os titulos de IFA de > 



256 sao considerados como evidencia presuntiva de infecgao recente. Esse ensaio foi avaliado com 154 amostras de soro de 
doadores de sangue normals (58 da area rural da Suiga e 96 dos EUA) e com 60 amostras de soro de pacientes com 
diagnostico cllnico de DAG (incluindo linfadenopatia e exposigao a gatos). 43 A especificidade global do ensaio de IFA foi 
89,5% (75,4% para os doadores de sangue na Suiga e 97,9% para os doadores de sangue nos EUA), enquanto a sua 
sensibilidade foi de 96,7%. Uma avaliagao com amostras de soro de 50 pacientes com DAG e de 55 controles sem a doenga 
mostrou uma sensibilidade global de 98% e uma especificidade de 69% no ponto de corte de 1:64 recomendado pelo 
fabricante. 1303 O teste para IgG de Focus Diagnostics Bartonella IFA e para exportagao apenas, e nao para distribuigao nos 
EUA. Dispoe-se de um produto de IFA semelhante nos Fuller Laboratories (Fullerton, CA). 

O ensaio de BION Enterprises utiliza celulas de carcinoma de laringe humanas que foram infectadas por Bartonella 
henselae Houston-1 (ATCC 49882). Em um estudo desse ensaio, 63% de 19 criangas com DAG apresentaram titulos de 
anticorpos (> 512) por ocasiao de sua internagao; em quatro pacientes adicionais, foram detectados aumentos dos titulos em 
uma segunda amostra de soro obtida de 1 a 3 semanas. Utilizando esse ensaio, 13% de 116 criangas sem DAG apresentaram 
titulos de IgG de > 64. 1135 EUROIMMUN comercializa tres ensaios de Bartonella na Europa. Dois desses ensaios consistem 
em IFA de IgM que utilizam a cepa de Houston de B. henselae cocultivada com celulas de mamiferos ou uma cepa Marseille 
de B. henselae cocultivada. Dispoe-se tambem de um ensaio de IFA para IgG, que utiliza a cepa Houston cocultivada. Os 
ensaios de IFA IgM sao avaliados com um ponto de corte de 1:100, enquanto o ensaio de IgG e avaliado em um ponto de corte 
de 1:320. Em um estudo de 50 pacientes com DAG e 55 controles sem a doenga, os ensaios da cepa Houston e cepa Marseille 
demonstraram sensibilidades de 54% e 50%, respectivamente, enquanto as especificidades correspondentes dos ensaios foram 
de 96% e 87%, respectivamente. O rastreamento dos mesmos pacientes com o ensaio de IgG Houston mostrou uma 
sensibilidade de 88% e uma especificidade de 89%. 1303 

O ensaio IEE tambem foi avaliado como metodo sorologico para o diagnostico de DAG. A semelhanga dos procedimentos 
de IFA, os IEE tambem utilizam microrganismos desenvolvidos em agar ou cocultivados como antigeno. Barka et al., nos 
Specialty Laboratories (Santa Monica, CA), desenvolveram um IEE para a detecgao de IgG, IgM e IgA especificas, utilizando 
celulas de B. henselae desenvolvidas em agar como antigeno de fase solida. 11 Entre as amostras de soro de 40 casos 
confirmados de DAG (com base na historia clinica, cultura e/ou na histopatologia), 38 (95%) apresentaram niveis elevados de 
anticorpos dirigidos contra B. henselae. Embora nenhum dos 40 pacientes com DAG nesse estudo tivesse IgM ou IgA 
especificas contra B. henselae na ausencia de IgG, os autores declararam ter observado a presenga de IgG especifica contra B. 
henselae como unico marcador em alguns pacientes, bem como a ocorrencia de soroconversao de IgG na presenga de IgM no 
decorrer de um periodo de 2 a 3 semanas. Nao foram observados resultados positivos do IEE em nenhuma das 92 amostras de 
pacientes com titulos elevados documentados de anticorpos contra outros agentes, incluindo Afipia felis, Rickettsia typhi, 
Rickettsia rickettsii, Borrelia burgdorferi, Yersinia pestis, Chlamydia trachomatis, virus da rubeola e citomegalovirus (CMV). 
Utilizando o mesmo IEE, Bergmans et al. compararam metodos sorologicos com PCR para o diagnostico e constataram que a 
concordancia dos testes para diagnostico era mais alta entre o IEE para IgM e a PCR. 11,1 Esses pesquisadores sugeriram que a 
estrategia mais adequada para o diagnostico de DAG consiste em realizar em primeiro lugar um IEE para IgM. Se a sorologia 
para IgM por IEE for positiva, o paciente apresenta DAG. Se o IEE para IgG for negativo, deve-se realizar uma PCR para 
Bartonella em amostras de pus ou tecido. 

Em 2001, Giladi et al. descreveram um IEE para IgG e IgM que utilizava um antigeno de membrana externa insoluvel em 
AMauroil-sarcosina de B. henselae desenvolvida em agar como antigeno. 486 Esse ensaio foi avaliado em um grupo de 84 
pacientes com DAG defmida pela historia clinica e por pelo menos um teste confirmatorio (PCR, culture ou teste cutaneo). 
Esse grupo de pacientes foi comparado com um grupo de controle de 34 pacientes sem a doenga. Foi detectada a presenga de 
IgG anti-5, henselae em 63 e de IgM em 40 dos 84 pacientes com DAG. Ambos os anticorpos foram encontrados em 32 
pacientes, a IgG isoladamente foi encontrada em 31 pacientes, e a IgM, em 8. A sensibilidade do IEE foi calculada em 75% 
para a IgG e 48% para a IgM, respectivamente. Quando um dos resultados ou ambos foram usados para diagnostico, a 
sensibilidade aumentou para 85%. 486 Subsequentemente, esse mesmo ensaio foi avaliado com amostras de 98 pacientes que 
apresentavam DAG confirmada. 88 '' Desses pacientes, 53% foram positivos para IgM anti-5, henselae; 88% desses pacientes 
tiveram uma amostra inicial com resultado positivo, enquanto os 12% restantes sofreram soroconversao dentro de 1 a 8 
semanas apos a coleta da primeira amostra de soro. Em todos os pacientes com DAG e titulos elevados de IgG, o inicio da 
doenga foi observado nos 12 meses anteriores. Foram obtidas amostras de biopsia para analise por PCR de 26 dos 98 
pacientes, e dos 24 pacientes que foram positivos na PCR, 83% e 58% foram positivos para IgG e IgM, respectivamente. 
Nesse estudo, a soropositividade para IgM teve uma duragao aproximada de 3 meses, e apenas 4% da populagao do estudo 
permaneceram positivos para IgM por um maior periodo de tempo. Esses pesquisadores concluiram que a soropositividade da 
IgM em um paciente com DAG indica doenga aguda. Os titulos de IgG diminuiram no decorrer de um maior periodo de 
tempo. Vermeulen et al. tambem avaliaram um IEE desenvolvido em laboratorio para o diagnostico de DAG, utilizando um 
sonicado de celulas integrais de 5. henselae desenvolvida em agar Columbia com sangue de carneiro. 1303 Esse teste foi 
comparado com um ensaio de IFA utilizando microrganismos desenvolvidos da mesma maneira, porem sem a etapa de 
sonicagao. O IEE para a detecgao de IgM apresentou sensibilidade e especificidade de 65% e 91%, respectivamente, em 



compara^ao com o ensaio de IFA, que teve uma sensibilidade de 53% e especificidade de 93%. Para a deteccjao de IgG anti -B. 
henselae, as sensibilidades do ensaio de IFA e do IEE foram de apenas 67% e 28%, respectivamente. Com base nesses 
estudos, fica evidente que os testes sorologicos para o diagnostico de DAG precisam ser aprimorados, e que nao foi descrito 
nenhum teste sorologico ideal. A deteccjao de anticorpos IgM contra B. henselae por IFA ou IEE e altamente sugestiva para 
diagnostico em pacientes com suspeita de DAG, com valores preditivos positivos de cerca de 87%, e tambem sugere que os 
testes para IgG parecem ser de valor limitado. 1302,1303 Esses pesquisadores concluiram que, tendo em vista a baixa 
sensibilidade dos ensaios sorologicos, a analise por PCR para B. henselae deve ser realizada em pacientes com suspeita de 
DAG com resultados negativos nos testes sorologicos. 

Foram tambem observadas rea 9 oes cruzadas sorologicas entre especies de Bartonella e outros microrganismos, incluindo 
Coxiella burnetii (o agente etiologico da febre Q) e especies de Chlamydophila , 369 - 758 - 858 Em pacientes com endocardite 
causada por B. quintana, foram observados titulos > 256 contra C. pneumoniae, e ocorrem titulos > 64 contra C. psittaci e C. 
trachomatis. 369,370 Embora a absor^ao das amostras de soro com C. pneumoniae nao tenha reduzido os titulos contra B. 
quintana, a absor^ao com B. quintana anulou com sucesso a reatividade com C. pneumoniae. Em outro estudo, mais de 50% 
dos pacientes com febre Q cronica apresentaram titulos significativos de anticorpos contra B. henselae. Estudos de absor^ao 
cruzada e de immunoblot estabeleceram que a reatividade com B. henselae resultou de rea 9 oes cruzadas com anticorpos 
dirigidos contra C. burnetii', a absor 9 ao do soro C. burnetii removeu a reatividade com o antigeno B. henselae, enquanto a 
adsor 9 ao com B. henselae so removeu a reatividade contra B. henselae. 153 A absor 9 §o de amostras de soro com C. pneumoniae 
ou B. quintana removeu os anticorpos anti-C. pneumoniae, enquanto a adsor 9 ao com C. pneumoniae nao modificou os titulos 
contra B. quintana. 353 No caso da endocardite por Bartonella, os titulos especificos podem estar elevados, enquanto os titulos 
contra esses outros agentes estao significativamente mais baixos, sugerindo que nao devem ocorrer diagnostics incorretos, 
contanto que se proceda simultaneamente a uma pesquisa de anticorpos contra todos esses microrganismos. Conforme 
assinalado anteriormente, as amostras de soro com titulos elevados de anti-5, henselae tambem podem exibir rea 9 §o cruzada 
com outras especies de Bartonella. Por outro lado, pacientes com endocardite com febre Q cronica podem desenvolver uma 
serie de anticorpos que exibem rea 9 §o cruzada com B. henselae, B. quintana e varios outros agentes, incluindo Rickettsia 
rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, especies de Legionella, especies de Chlamydia e Anaplasma phagocytophilum. 509 Zbinden et 
al. relataram uma reatividade cruzada significativa no IFA IgM para B. henselae em 20 pacientes infectados pelo virus 
Epstein-Barr (VEB); 45% foram soropositivos com antigeno de B. henselae derivado de agar, enquanto 95% foram 
soropositivos com antigeno de B. henselae cocultivada por IFA. 1415 Foi tambem relatada uma reatividade cruzada com C. 
burnetii, C. pneumoniae, VEB, CMV e T. gondii para varios dos ensaios de IFA disponiveis no comercio. 1303 

Diversos fatores possuem impacto na capacidade dos testes sorologicos de estabelecer um diagnostico de in fec 9 'ao por 
Bartonella, e nem todos estao esclarecidos ate o momento atual. Em pacientes infectados pelo HIV com manifesta 9 oes de 
infec 9 §o por Bartonella, pode-se nao observar uma resposta humoral significativa, em virtude da imunossupressao relacionada 
com o HIV. Foi tambem observada uma incapacidade de desencadear uma resposta humoral em pacientes imunocompetentes, 
conforme evidenciado pela ausencia de resposta humoral em um hospedeiro com linfadenopatia cronica e hemoculturas 
positivas para B. quintana.'" 1 A incapacidade de detectar anticorpos tambem pode ser devida a heterogeneidade antigenica 
dos proprios microrganismos. Foram isoladas cepas antigenicamente diferentes de B. henselae de pacientes com endocardite e 
de gatos; essas cepas nao apenas eram sorologicamente diferentes, mas tambem apresentavam diferen 9 as nos perfis de 
proteina e nas sequencias do rDNA 16S. 117,369 Utilizando a tecnologia do DNA recombinante, foi isolada uma proteina de 17 
kDa de B. henselae, que e especificamente reativa com amostras de soro de pacientes com DAG; essa proteina pode ter valor 
como reagente diagnostico sorologico. ’ Utilizando uma abordagem imunoproteomica, juntamente com immunoblotting e 
MALDI-TOF, foram detectadas varias proteinas candidatas de B. henselae, que podem ser uteis para o diagnostico sorologico 
da DAG e de outras infec 9 oes pox Bartonella no future. 1 28 No momento atual, o ensaio de IFA constitui o metodo sorologico 
mais frequentemente utilizado para a DAG. Utilizando essa tecnica, os anticorpos IgG em pacientes com DAG estao 
habitualmente elevados (p. ex., > 512), enquanto podem ser encontrados titulos mais baixos de IgG tanto em pacientes com 
DAG quanto em controles sadios. Em amostras com baixos titulos, uma segunda amostra de soro coletada dentro de 10 a 14 
dias pode ajudar a confirmar o diagnostico. A soroconversao, um unico titulo elevado ou um aumento de quatro vezes no 
titulo emuma segunda amostra de soro sao altamente sugestivos de DAG. 1136 

Dispoe-se no comercio de produtos para testes sorologicos de Bartonella, e muitos laboratorios de referenda tambem 
oferecem testes para esses microrganismos. A Focus Diagnostics (Cypress, CA) comercializa um kit de IFA para a detcc' 9 'ao de 
IgG contra B. henselae e B. quintana. Cada cavidade da lamina de oito cavidades contem dois pontos de antigenos, que 
consistem em celulas Vero infectadas por B. henselae ou B. quintana. As amostras de soro sao examinadas em uma dilui 9 ao 
de 1:64, e os resultados positivos com essa dilui 9 ao sao ainda mais titulados. De acordo com a bula, titulos de < 64 sao 
considerados negativos para infec 9 §o atual. Os titulos > 64 ou < 256 sao considerados como evidencia de infec 9 §o em tempo 
indeterminado, com sugestao de coleta de uma segunda amostra dentro de 10 a 21 dias apos a obt 611930 da primeira amostra, 
devendo a primeira e a segunda amostras serem testadas juntas, de modo a detectar uma eleva 9 §o de quatro vezes ou mais nos 
titulos. Os titulos de IFA > 256 sao considerados como evidencia presuntiva de infec 9 ao recente. Esse ensaio foi avaliado com 



154 amostras de soro de doadores de sangue normais (58 da area rural da Sulfa e 96 dos EUA) e com 60 amostras de soro de 
pacientes com diagnostico cllnico de DAG (incluindo linfadenopatia e exposifao a gatos). 42 A especificidade global do 
ensaio de 1FA foi 89,5% (75,4% para os doadores de sangue na Sulfa e 97,9% para os doadores de sangue nos EUA), 
enquanto a sua sensibilidade foi de 96,7%. O teste para IgG de Focus Diagnostics Bartonella 1FA e para exportafao apenas, e 
nao para distribuifao nos EUA. Dispoe-se de um produto de 1FA semelhante nos Fuller Laboratories (Fullerton, CA). 

A sorologia IFA para a detecfao de IgG e IgM contra B. henselae e B. quintana e os testes moleculares para a detecfao 
desses agentes em amostras de sangue total, soro, plasma, tecido e LCR estao disponiveis em varios laboratories de referenda 
comerciais (Associated Regional University Pathologists [ARUP], Salt Lake City, UT; Quest Diagnostics, Santa Monica, CA; 
Microbiology Reference Laboratory [MRL], Cypress, CA). 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos in vitro 

Utilizando a diluifao em agar, B. henselae, B. quintana e B. vinsonii mostram-se sensiveis a uma variedade de agentes 
antimicrobianos, incluindo ampicilina, cefalosporinas de terceira gerafao, tetraciclinas, macrolidios, rifampicina, SXT e 
aminoglicosidios. 861 As CIM para oxacilina, cefalotina, clindamicina, cloranfenicol e fluoroquinolonas alcanfaram quase as 
concentrafoes maximas do farmaco no soro. Um estudo subsequente utilizou um procedimento de diluifao em agar com agar 
Columbia suplementado com sangue para determinar a sensibilidade in vitro de 9 isolados de B. quintana, 3 isolados de B. 
henselae e um unico isolado de B. elizabethae e B. bacilliformis , 859 Todos os isolados foram sensiveis aos betalactamicos, aos 
macrolidios, a doxiciclina, aos aminoglicosidios e a rifampicina. Os isolados foram menos sensiveis as penicilinas 
semissinteticas, as cefalosporinas de primeira gerafao e a clindamicina. A sensibilidade desses 14 isolados as 
fluoroquinolonas foi variavel. O teste de sensibilidade a antimicrobianos para especies de Bartonella tambem foi realizado 
utilizando metodos Etest. 135,365 ’ 1017,1270 Em geral, os resultados de CIM com o metodo Etest apresentou uma boa correlafao 
com os resultados obtidos com o metodo de diluifao em agar para todas as classes de farmacos testados. Tsuneoka et al. 
utilizaram a metodologia Etest para testar 32 isolados de B. henselae de gatos e uma unica cepa de ser humano. 1270 Todos os 
isolados mostraram-se sensiveis a minociclina, aos macrolidios e aos betalactamicos, e a claritromicina foi o macrolidio mais 
ativo (CIM < 0,023 pg/inf). Nesse estudo, a gentamicina foi o agente menos ativo contra B. henselae. 

Outros estudos de sensibilidade in vitro de especies de Bartonella enfocaram a capacidade dos agentes antimicrobianos de 
inibir o crescimento dos microrganismos em um ambiente de cultura de celulas. Ives et al. estudaram a sensibilidade de 
especies de Bartonella a diversos agentes antimicrobianos macrolidios, utilizando o metodo de cocultura em monocamada de 
celulas Vero. 630,631 A inibifao dos microrganismos por diferentes concentrafoes de agentes antimicrobianos foi avaliada pela 
contagem visual dos microrganismos, conforme determinado por imunofluorescencia especifica, em comparafao com cultures 
na ausencia de antibioticos depois de 5 dias de incubafao. Com o uso desse metodo, os isolados de B. henselae, B. quintana e 

B. elizabethae mostraram-se sensiveis a eritromicina, claritromicina, azitromicina, diritromicina e roxitromicina.. . Esses 

pesquisadores tambem assinalaram que tanto a eritromicina quanto a doxiciclina concentram-se nas celulas fagociticas, onde 
alcanfam niveis que ultrapassam as concentrafoes sericas obtidas. Embora o crescimento dos microrganismos fagocitados por 
neutrofilos e macrofagos deva ser inibido, em virtude dos elevados niveis do farmaco alcanfados no interior dessas celulas, 
diferentes especies ou cepas de Bartonella podem exibir comportamentos diferentes no interior das celulas endoteliais ou em 
outros tipos de celulas. Kordick et al. constataram que todas as cepas de B. henselae e B. clarridgeiae isoladas de gatos com 
bacteriemia e infecfao natural e experimental foram sensiveis a doxiciclina, ao enrofloxacino e ao ciprofloxacino. 
Todavia, o tratamento so foi bem-sucedido (defmido pela incapacidade de detectar a presenfa de bacteriemia por cultura ou 
PCR) em 9 dos 14 gatos que foram tratados com enrofloxacino e em 2 dos 8 gatos tratados com doxiciclina. Esses 
pesquisadores concluiram que os testes de sensibilidade padroes com diluifao em agar para especies de Bartonella nao 
fornecem nenhuma informafao bem defmida sobre a eficacia terapeutica dos agentes, visto que existem poucas informafoes 
sobre o tropismo celular de B. henselae e B. clarridgeiae nos gatos. Foi postulado que as celulas de felinos infectadas por 
Bartonella podem estar funcionalmente comprometidas, de modo que os antimicrobianos nao sao captados nem 
compartimentalizados fora dos proprios microrganismos. 721 

Especies de Bordetella 

Antecedente historico e taxonomia das especies de Bordetella 

O genero Bordetella contem nove especies: B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, 
B. trematum, B. petrii e B. ansorpii. 51 Os estudos geneticos realizados demonstraram que esses microrganismos estao 
estreitamente relacionados entre si. Com efeito, as tecnicas de hibridizafao de DNA indicam que esses microrganismos podem 
nao ser suficientemente diferentes entre si para justificar o reconhecimento de especies individuals, apesar da existencia de 
diferenfas geneticas, fenotipicas e imunologicas definidas entre eles. As analises de sequencia do rRNA 16S das especies 
descritas de Bordetella demonstraram uma fdogenia comum com o genero Alcaligenes, e, atualmente, o genero Bordetella 
encontra-se na subdivisao P-2 das Proteobacteria, na familia Alcaligenaceae, ordem Burkholderiales, juntamente com os 


generos Achromobacter, Alcaligenes, Pelistega, Sutterella, Oligella e Taylorella. A relagao genetica das especies de Bordetella 
com o genero Alcaligenes tambem e corroborada pelo achado de que tanto B. pertussis quanto B. bronchiseptica produzem urn 
sideroforo, denominado alcaligina, e quase identico aquele produzido pox Alcaligenes denitrificans. 906 Os membros do genero 
Bordetella consistem em pequenos cocobacilos gram-negativos no isolamento primario. No repique, esses microrganismos 
tendem a se tornar mais pleomorficos. Sao aerobios obrigatorios, apresentam crescimento otimo a 35° a 37°C, nao utilizam 
carboidratos e sao inativos na maioria dos testes bioquimicos. B. pertussis, B. parapertussis, B. holmesii e B. petrii sao 
imoveis, enquanto B. bronchiseptica, B. avium, B. hinzii e B. ansorpii exibem motilidade por meio de flagelos peritriquios. 
Esses microrganismos nao necessitam de hemina nem de NAD. Entretanto, o isolamento primario de B. pertussis, em 
particular, exige a adigao de carvao, resinas de troca ionica ou 15 a 25% de sangue para neutralizar os efeitos inibitorios de 
acidos graxos insaturados, sulfetos, peroxidos e metais pesados sobre o crescimento. B. parapertussis e ligeiramente menos 
exigente nas suas necessidades de crescimento, porem o seu isolamento ainda exige o uso dos mesmos meios especiais 
empregados para B. pertussis. As demais especies sao menos fastidiosas e crescem em meios de agar de uso rotineiro, 
incluindo agar-sangue, agar-chocolate e agar MacConkey. 

O genero Bordetella inclui especies isoladas de seres humanos e de outros animais. Os seres humanos sao os linicos 
hospedeiros reconhecidos de B. pertussis. Acreditava-se tambem que B. parapertussis fosse restrita a seres humanos; todavia, 
alem dos seres humanos, esse microrganismo tambem foi isolado do trato respiratorio de cordeiros com pneumonia na Escocia 
e na Nova Zelandia. 1041 B. parapertussis tambem e capaz de provocar uma doenga semelhante a coqueluche no ser humano. B. 
bronchiseptica e encontrada em uma variedade de animais (p. ex., primatas nao humanos, caes, gatos, coelhos, equinos, perus, 
suinos, raposas e gambas) e, em certas ocasioes, ocorre em seres humanos, principalmente como agente oportunista. 1339 Como 
o proprio nome sugere, B. avium e encontrado em aves e provoca rinotraqueite no peru. 696 B. hinzii era anteriormente 
denominada “bacteria semelhante a B. avium”, bacterias tipo II da coriza do peru, Alcaligenes faecalis tipo II e cepa C2T2 de 
especie de Alcaligenes. Esse microrganismo foi formalmente incluido no genero Bordetella, em 1995. 1288 B. hinzii foi 
originalmente descrita como microrganismo comensal em aves domesticas e, desde entao, tem sido isolada de uma variedade 
de amostras clinicas humanas. B. holmesii era anteriormente denominada grupo nao oxidante 2 (NO-2) dos CDC. 1343 A 
caracterizagao desses isolados por hibridizagao DNA-DNA, sequenciamento do rRNA 16S e analise dos acidos 
graxos/ubiquinona celulares estabeleceu a sua relagao com o genero Bordetella. Desde 1995, Bordetella trematum foi descrita 
como nova especie encontrada em feridas e infecgoes oticas de seres humanos, e foram isoladas novas cepas “semelhantes a 
Bordetella” de pacientes com bacteriemia, endocardite e infecgoes do trato respiratorio. 1245,1287 B. petrii foi descrita pela 
primeira vez como microrganismo ambiental, que foi inicialmente isolada de um biorreator em cultura anaerobia enriquecida 
de sedimento de rio. 1307 Desde a sua descrigao inicial, B. petrii tambem foi isolada de varias fontes clinicas humanas, 
incluindo amostras de sangue e de escarro. B. ansorpii foi descrita pela primeira vez em 2005, quando foi isolada de um cisto 
epidermico purulento no pescogo de um paciente com rabdomiossarcoma. 711 

Epidemiologia da coqueluche 

A coqueluche continua sendo uma doenga endemica de importancia mundial e tambem continua sendo uma importante causa 
de morte em criangas com menos de 1 ano de idade no mundo inteiro, com uma estimativa de 10 milhoes e ate 400.000 mortes 
por ano. Os seres humanos constituem o unico hospedeiro conhecido de B. pertussis, e a transmissao ocorre por contato direto 
de goticulas aerossolizadas de individuos infectados com tosse. A taxa de ataque e muito elevada, e mais de 90% dos 
individuos suscetiveis ficam infectados apos exposigao significativa. Por motivos desconhecidos, a doenga entre criangas 
ocorre mais frequentemente no sexo feminino do que no masculino e tende a manifestar-se em ciclos epidemicos de 3 a 5 
anos. Antes da disponibilidade da vacina de celulas inteiras mortas, em 1947, cerca de 200.000 casos de coqueluche eram 
notificados a cada ano nos EUA. 1346 Naquela epoca, a maioria dos casos de coqueluche era observada entre criangas de 1 a 5 
anos de idade. Depois de 1947, quando a vacina DPT de celulas integras foi licenciada e recomendada pela American 
Academy of Pediatrics, os casos de coqueluche notificados comegaram a declinar ate 1976, quando foram registrados apenas 
1.010 casos. 1346 Posteriormente, o niimero anual de casos notificados aumentou uniformemente, e, em 2004, a incidencia 
alcangou 8,9 casos por 100.000, com quase 19.000 casos notificados naquele ano. 247 Apesar da elevada cobertura continua 
com a vacina infantil, foi registrado um total de 16.858 casos de coqueluche e 12 mortes de lactentes em 2009. 223 A incidencia 
crescente da coqueluche, a despeito de uma alta cobertura com vacinagao, tambem esta sendo observada em varios outros 
paises, incluindo Canada, Italia, Japao, Suiga e Paises Baixos. 1242 Como a vacina de celulas inteiras fornece protegao por um 
tempo limitado, os individuos totalmente imunizados eram protegidos, porem os adultos tinham pouca ou nenhuma imunidade 
para transferencia passiva a lactentes. Em consequencia, durante as decadas de 1980 e 1990, a maior incidencia de coqueluche 
nessa era de vacinagao mudou progressivamente para lactentes cada vez menores. Nos EUA, durante o inicio da decada de 
1990, 40 a 50% dos casos notificados de coqueluche foram observados em criangas com menos de 1 ano de idade. 213,214 Taxas 
semelhantes de incidencia foram relatadas em outros paises que haviam mantido os protocolos de vacinagao. Por exemplo, 
durante o periodo de 15 meses de julho de 1993 a outubro de 1994, 65% dos casos indice de coqueluche em um centra medico 
na Franga ocorreram em criangas com menos de 1 ano de idade. 96 Nos paises com recursos (i. e., paises desenvolvidos) e com 


protocolos de vacinagao bem-estabelecidos, a coqueluche emergiu agora como problema infeccioso em duas faixas etarias: 
individuos com mais de 10 anos de idade e aqueles com menos de 5 meses de idade. Nos EUA, durante a decada de 1980, a 
incidencia anual media de coqueluche em lactentes com menos de 4 meses de idade aumentou de 63,4 casos por 100.000 a 
88,7 casos por 100.000 na decada de 1990. 124j No periodo de 2001 a 2003, nos EUA, a maior incidencia foi observada em 
lactentes com menos de 6 meses de idade (98,2 casos por 100.000), em comparagao com 12,3 casos por 100.000 em lactentes 
de 6 a 11 meses de idade. 21 A maior taxa de mortalidade relacionada com a coqueluche tambem e observada principalmente 
entre lactentes; dados de vigilancia obtidos de 1992 a 1993 mostraram que os lactentes com menos de 1 ano de idade 
responderam por 42% dos casos notificados e por 87% das mortes relatadas. Nos paises em que a vacinagao nao e comumente 
praticada, o grupo etario de 1 a 5 anos de idade continua correndo o maior risco. 214 

A coqueluche tambem se tornou um problema significativo em criangas de mais idade, adolescentes e adultos. Na Europa, 
as taxas de incidencia entre 1998 e 2002 aumentaram 115% em criangas com mais de 14 anos de idade. 211 Nos EUA, as taxas 
de incidencia em adolescentes de 10 a 19 anos de idade aumentou de 5,5 casos por 100.000 em 2001 para 10,9 casos por 
100.000 em 2003. 219 Varios fatores contribuiram para a mudanga observada na epidemiologia da coqueluche, levando a taxas 
crescentes da doenga em lactentes com menos de 5 meses de idade e em criangas com mais de 10 anos. O declinio da 
imunidade apos a vacinagao infantil na ausencia de reforgo constitui um importante fator contribuinte. A duragao da protegao 
apos imunizagao com vacina de celulas inteiras varia de 4 a 14 anos, enquanto a duragao apos a administragao da vacina 
acelular e de 5 a 6 anos. 1337 Os adolescentes que receberam vacina pertussis acelular infantil e os adultos que receberam a 
vacina de celulas inteiras correm risco de adquirir coqueluche na ausencia de vacina de reforgo. Os estudos realizados tambem 
mostraram que sao necessarias pelo menos duas doses da vacina para obter uma protegao completa, e, de acordo com a 
maioria dos calendarios de vacinagao, os lactentes de 5 meses de idade sao muito pequenos para terem recebido duas doses de 
vacina e continuam correndo o risco de adquirir coqueluche. 973 Em um estudo multinacional de grande porte com lactentes 
internados com coqueluche, 75% nao haviam recebido nenhuma vacina ou haviam recebido apenas uma dose. 732 Por 
conseguinte, a suscetibilidade continuada em consequencia de uma imunizagao incompleta constitui outro fator que contribui 
para as taxas elevadas da doenga. Os adultos e adolescentes que adquirem o microrganismo em consequencia do declinio da 
imunidade induzida pela vacina ou doenga atuam como reservatorios, podendo transmitir a infecgao a lactentes nao vacinados 
ou parcialmente vacinados. 1242 Devido a manifestagao atipica da coqueluche em individuos de mais idade, a doenga 
frequentemente nao e diagnosticada, e o tratamento nao e instituido, ou e administrado tardiamente ou de modo incompleto. 
Esses individuos infectados representam uma importante fonte de transmissao de B. pertussis para outras pessoas, 
particularmente para lactentes e criangas de pouca idade que nao estao adequadamente imunizados. Em muitos casos, outros 
parentes, incluindo os pais e avos, profissionais de saude e colegas de escola constituem a fonte de infecgoes em lactentes e 
criangas. 390 ’ 1004 ' 1323 A redugao da imunidade induzida pela vacina tambem pode ser devida a polimorfismos estruturais de 
fatores de virulencia entre cepas circulantes de B. pertussis e componentes da vacina, incluindo pertactina e toxina pertussis 
(PT). 492,568 Por fim, os metodos aprimorados para diagnostico, como a PCR, resultaram em aumento do volume de testes e 
tambem contribuiram para um acentuado aumento na detecgao da coqueluche e melhor avaliagao da incidencia da doenga. 

Importancia clinica de Bordetella pertussis 

B. pertussis causa a sindrome conhecida como coqueluche. O microrganismo e adquirido por meio de goticulas infecciosas e e 
altamente contagioso, com taxa de ataque de mais de 90% em individuos nao imunizados. A imunizagao parcial de criangas 
contra coqueluche pode modificar a apresentagao clinica classica. Alem disso, as manifestagoes e o diagnostico de coqueluche 
em criangas de pouca idade (/. e., menos de 1 ano de idade) podem ser complicados por infecgoes virais concomitantes do 
trato respiratorio, incluindo, em particular, virus da influenza e virus sincicial respiratorio. Classicamente, a coqueluche clinica 
em criangas nao vacinadas pode ser dividida em tres estagios. Depois de um periodo de incubagao de 7 a 10 dias (com faixa 
de 5 a 21 dias), o estagio prodromico ou catarral comega e caracteriza-se por sintomas inespecificos de “resfriado” ou 
“gripe”, como rinorreia, congestao conjuntival, febre baixa e mal-estar. 582,1263 Nesse estagio, a doenga e altamente contagiosa, 
devido a presenga de grandes numeros de microrganismos nas vias respiratorias superiores. As cultures obtidas nesse estagio 
tem maior probabilidade de serem positivas. Uma tosse seca e improdutiva aparece em uma fase tardia desse estagio e torna-se 
persistente, aumentando na sua intensidade e frequencia. Esse quadro evolui para o estagio paroxistico ou espasmodico 
depois de varios dias a 1 semana. Esse estagio caracteriza-se pela “tosse em staccato” que provoca um som agudo parecido 
com “guincho” inspiratorio prolongado ouvido no final do paroxismo. Essa fase pode ter uma duragao de 2 a 6 semanas. Nem 
todas as criangas com coqueluche apresentam a tosse caracteristica. Durante esse estagio, nao ha febre nem outros sinais e 
sintomas sistemicos. Os esforgos inspiratorios durante o paroxismo da tosse sao infrutiferos, e o “guincho” e causado pela 
inspiragao do ar atraves da glote tumefeita e estreitada. O acesso de tosse e frequentemente seguido de cianose e vomitos. Esse 
estagio pode ser grave a ponto de exigir uma assistencia ventilatoria intermitentc. As complicagoes que podem surgir durante 
a evolugao da doenga incluem pneumonia em consequencia de infecgoes bacterianas, otite media, sintomas do SNC (i. e., 
convulsoes, febre alta), encefalopatia, ataxia cerebelar, hernia inguinal e prolapso retal associado a tosse intensa. A 
fisiopatologia da encefalopatia associada a coqueluche complicada nao e conhecida, devido a falta de disponibilidade de um 


modelo animal adequado; todavia, os mecanismos sugeridos incluem anoxia secundaria aos paroxismos de tosse, hipoglicemia 
em consequencia dos efeitos toxicos da PT e hemorragia intracerebral. O estagio convalescente geralmente comega dentro de 
4 semanas apos o inicio da doenga, e, durante esse periodo, observa-se uma redugao na frequencia e na intensidade dos 
acessos de tosse. Os fatores de virulencia de B. pertussis sao discutidos no Boxe 9.10. 

A apresentagao clinica da coqueluche difere acentuadamente em lactentes, adolescentes e adultos. A coqueluche em 
lactentes pode ter uma apresentagao grave, com elevada taxa de mortalidade, exigindo diagnostico e tratamento rapidos. Um 
relatorio de 2007 sobre lactentes com coqueluche internados na unidade de terapia intensiva de um hospital de atendimento 
terciario australiano descreveu 49 pacientes de 4 a 8 semanas de idade, em um periodo de 20 anos. 933 Nenhum dos lactentes 
tinha recebido a serie completa da vacina e 94% nao tinham recebido nenhuma vacina pertussis. As razoes para a internagao 
desses lactentes consistiram em apneia com e sent paroxismos (63%), pneumonia (18%) e convulsoes (10%). Os lactentes que 
apresentaram apneia com ou sem tosse intensa sobreviveram, e todas as sete mortes ocorreram em lactentes internados na UTI 
com pneumonia. As complicagoes ante mortem incluiram comprometimento cardiovascular, encefalopatia grave e falencia de 
multiplos orgaos. 


Boxe 9.10 


Fatores de virulencia de Bordetella pertussis 

Fator Comentarios 

Toxina pertussis A toxina pertussis (PT) constitui um importante fator de virulencia de B. pertussis. PT e uma unica proteina com peso molecular 

de 105 a 117 kDa, que possui amplo espectro de atividade biologica e e produzida exdusivamente por B. pertussis. 195 ' 796 0s 
efeitos biologicos da PT consistem em sensibilizagao de camundongos a histamina, produgao de linfocitose, ativagao das celulas 
das ilhotas pancreaticas e estimulagao de respostas imunologicas. 0 anticorpo dirigido contra a PT e protetor para camundongos 
expostos por inoculagao intracerebral ou do trato respiratorio. 0s genes dos peptidios da PT estao organizados na forma de 
operon; esse operon esta presente em B. pertussis, B. parapertussis e B. bmchiseptica, porem os genes nao sao transcritos nem 
traduzidos nessas duas ultimas especies. 58,1220 0s anticorpos dirigidos contra PT tambem sao protetores em modelos animais de 
coqueluche. A PT e a unica molecula representada em toda vacina pertussis acelular formulada ate o presente momento. 

Hemaglutinina filamentosa A hemaglutinina filamentosa (FHA; do ingles, filamentous hemagglutinin) e uma adesina de superficie celular com peso 

molecular de 220 kDa, que possui atividade de hemaglutinagao e que, juntamente com a PT, medeia a adesao de B. pertussis a 
celulas eucariotas in vitro e as celulas ciliadas das vias respiratorias superiores. FHA tambem possui atividade imunomoduladora 
em celulas mononudeares do sangue periferico (CMSP) humanas. 356,795 Apresenta multiplas atividades de ligagao, permitindo a 
B. pertussis aderir a diferentes tipos de celulas e, em alguns casos, invadi-las, induindo macrofagos, em diferentes estagios de 
infecgao e em associagao com outras adesinas. A ligagao da FHA a macrofagos leva a fagocitose dos microrganismos, sem o surto 
oxidativo associado a fagocitose de outros microrganismos. Essa circunstancia incomum pode ser de importance crltica para a 
sobrevida intracelular de B. pertussis. 0s anticorpos dirigidos contra FHA proporcionam uma certa imunidade contra infecgoes 
respiratorias, mas nao contra a exposigao intracerebral em animais, presumivelmente ao inibir a fixagao dos microrganismos. 

Pertactina A pertactina refere-se a varias proteinas de membrana celular associadas a superficie, encontradas em tres especies de 

Bordetella. A pertactina P.69 de B. pertussis apresenta peso molecular 69 kDa, e sao encontradas proteinas homologas com pesos 
moleculares ligeiramente diferentes em B. parapertussis (pertactina P.70) e em B. bronchiseptica (pertactina P.68). 795 As 
pertactinas sao codificadas e produzidas como proteinas ligeiramente maiores, que sao clivadas proteoliticamente, produzindo 
as moleculas biologicamente ativas. A pertactina de B. pertussis foi originalmente denominada proteina P69 ou 69K; o 
verdadeiro peso molecular foi determinado em cerca de 60,5 kDa apos se verificar que a pertactina e derivada do processamento 
pos-tradugao de uma proteina precursora maior. A pertactina de B. pertussis atua juntamente com a FHA para mediar a fixagao 
da bacteria a celulas de cultura tecidual, ajudando a molecula de FHA a assumir uma conformagao para maximizar a ligagao da 
bacteria a celula. 57 A pertactina tambem e necessaria para especies de Bordetella, de modo a resistir a eliminagao mediada por 
neutrofilos. 624 0s anticorpos dirigidos contra pertactina P.69 protegem camundongos contra a infecgao por B. pertussis adquirida 
por aerossois; todavia, a protegao contra a exposigao intracerebral exige anticorpos dirigidos contra P.69 e FHA. 

Adenilato cidase-hemolisina B. pertussis produz uma adenilato ciclase-hemolisina (AC-H), uma proteina bifuncional de 177 kDa, que e secretada no meio e 
que possui atividade tanto de adenilato ciclase quanto hemolitica. 198,795 A proteina tern a capacidade de ligar-se a celulas 
suscetiveis, sendo translocada para dentro da celula em sua forma intacta. No interior da celula-alvo, a molecula sofre divagem 



proteoli'tica. A ativa^ao da atividade da adenilato ciclase pela protema eucariota calmodulina resulta em acumulo intra celular de 
AMP dclico. Esse acumulo pode suprimir a expressao da resposta imunologica local ao inibir a quimiotaxia e a fagocitose dos 
neutrofilos. 581 


Citotoxina traqueal A citotoxina traqueal (TCT; do ingles, trachealcytotoxin) e uma pequena molecula de cerca de 921 Da, constituida de um 

tetrapepti'dio dissacari'dico derivado do peptidoglicano da parede celular. A molecula contem glicosamina, acido muramico, 
alanina, acido glutamico e acido diaminopimelico, em uma proporgao de 1:1:2:1:1, e e liberada no sobrenadante de cultura 
durante a fase logari'tmica de crescimento. 302 A TCT provoca lesao e destruiqao especificamente das celulas epiteliais ciliadas que 
revestem as vias respiratorias, onde o microrganismo se fixa, podendo contribuir para a tosse caracteristica da coqueluche 
ch'nica. Foi tambem constatado que TCT afeta de modo adverso a funqao das celulas polimorfonucleares em baixas 
concentrates, enquanto exerce efeito toxico sobre essas celulas em concentrates mais altas. 795 A TCT tambem desencadeia a 
produgao de IL-1 e induz a oxido m'trico sintase, que se acredita possa mediar a lesao do epitelio do trato respiratorio. A TCT e 
outros pepti'dios muramil semelhantes possuem varias outras atividades biologicas, incluindo pirogenicidade e atuagao como 
adjuvante. 


Toxina termolabil (toxina B. pertussis tambem produz uma toxina termolabil (HLT; do ingles, heat-labile toxin), ou toxina dermonecrosante, que consiste 
dermonecrosante) em um unico polipeptidio de cerca de 140 kDa. 795 As HLT produzidas por B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica 

assemelham-se nas suas propriedades biologicas e sao indistingui'veis nas suas caracteri'sticas fi'sico-qui'micas e sorologicas, 
enquanto a HLT produzida por B. avium e ligeiramente diferentes nesses aspectos. A HLT induz a contragao dos vasos 
sangui'neos, devido a efeitos constritores especi'ficos sobre o tecido muscular liso vascular, causando necrose hemorragica em 
camundongos e cobaias. Embora o seu papel na patogenia da coqueluche, se houver algum, nao seja conhecido, os efeitos 
constritivos da HLT sobre os tecidos altamente vascularizados das vias respiratorias podem levar a inflamato local e podem 
explicar parte da patologia do trato respiratorio associada a coqueluche. 

Lipo-oligossacari'dio A semelhanga de outras bacterias gram-negativas, B. pertussis possui um lipopolissacari'dio (LPS ou endotoxina) na membrana 

externa da parede celular. Como alguns outros patogenos bacterianos, a endotoxina de B. pertussis consiste, na realidade, em 
um lipo-oligossacacari'dio (LOS). Esse LOS contem lipidio A e um corede oligossacaridio com acido 2-ceto-3-desoxioctulossdnico, 
porem carece dos anti'genos "0" polissacari'dicos de cadeia longa encontrados nas moleculas de LPS. 0 papel do LOS na 
patogenia da coqueluche nao e conhecido, embora tenham as propriedades habituais associadas ao LOS de muitos 
microrganismos, incluindo pirogenicidade, atuagao como adjuvante, indugao da produgao de interferona, mitogenicidade e 
ativagao polidonal das celulas B. 0 LOS de B. pertussis pode ser, pelo menos, parcialmente responsavel pela reatogenicidade 
associada a vacina pertussis de celulas inteiras. 


Aglutinogenos "0" As especies de Bordetella tambem possuem anti'genos especi'ficos, denominados aglutinogenos "0" (AGG), sobre a superfi'cie 

termolabeis celular das bacterias. Foram descritos 14 AGG termolabeis em especies de Bordetella. Esses aglutinogenos estao associados a 

fi'mbrias e aparentemente estao tambem envolvidos na fixagao das bacterias as celulas-alvo. Os AGG 1 a 6 sao encontrados em B. 
pertussis. 0 AGG 1 e comum a toda as cepas de B. pertussis, enquanto os AGG 2 a 6 estao presentes em varias combinagoes em 
diferentes cepas. 


A coqueluche atipica observada em criangas de mais idade, adolescentes e adultos e atribuida ao fato de que os adultos 
foram, em sua maioria, imunizados quando criangas, e que o declinio da memoria imunologica resulta em uma doenga 
modificada menos grave. 73. As criangas de mais idade e os adultos com coqueluche sintomatica, porem nao reconhecida, 
constituem, com frequencia, fontes do microrganismo nos casos pediatricos. Os estudos de coqueluche em adultos 
concentraram-se em individuos com tosse persistente e utilizaram metodos de cultura/moleculares e sorologia para demonstrar 
a presenga dos microrganismos ou aumentos significativos dos titulos de anticorpos contra antigenos singulares de B. 
pertussis , respectivamente. Em um estudo conduzido em 2006 de criangas de 5 a 16 anos de idade que procuraram assistencia 
medica com tosse de mais de 14 dias de duragao, 37% tiveram evidencias sorologicas de coqueluche. Em um estudo de 130 
estudantes universitarios que procuraram o servigo de saude estudantil com tosse de 6 dias ou mais de duragao, 26% 
apresentaram evidencias sorologicas de infecgao recente por B. pertussis . Ry4 Em um estudo subsequente com essa populagao 
de estudantes, foi constatado que 15% de 319 estudantes com tosse > 5 dias de duragao apresentaram evidencias sorologicas 
de infecgao por B. pertussis; 17 desses individuos tambem tinham evidencias sorologicas de infecgoes virais e por 
Chlamydophila pneumoniae ou Mycoplasma pneumoniae coexistentes. 633 Em um estudo conduzido entre estagiarios do US 
Marine Corps, que se queixaram de tosse de 7 dias ou mais de duragao, foi constatado que 17% apresentavam infecgao aguda 



por B. pertussis. 64 ' Em outro estudo, foram avaliados anualmente 51 profissionais de saude durante o periodo de 1984 a 1989 
a procura de elevates dos titulos de anticorpos contra quatro antigenos especificos da coqueluche (PT, FHA, pertactina e 
fimbrias); foi constatado que 90% apresentaram uma elevac^ao significativa nos titulos de anticorpos contra um ou mais 
antigenos pertussis entre 2 anos consecutivos durante o periodo de 5 anos do estudo. Entre 246 adultos alemaes que 
apresentavam tosse de mais de 14 dias de durapao, foram obtidas evidencias de infectjao por B. pertussis em 64 (26%); 5 
tiveram culturas positivas de material nasofaringeo, e foi estabelecido o diagnostico em 59 com base na sorologia e/ou 
PCR. 1150 Um estudo conduzido na Dinamarca em 201 pacientes com tosse persistente, de durapao media de 6,5 semanas, 
constatou que 4 pacientes (2%) apresentaram culture positiva para B. pertussis, enquanto 11 (5,5%) foram positivos na PCR 
(incluindo os 4 pacientes com culture positiva). 128 Evidencias sorologicas de coqueluche tambem foram obtidas em 100 
adultos > 65 anos de idade estudados durante um periodo de 3 anos. Entre 3,3 e 8% dessa populapao apresentaram coqueluche 
a cada ano, e entre 37,5 e 50% foram sintomaticos em consequencia da infecgao. 591 Em um estudo de 178 adultos conduzido 
na Dinamarca, com tosse de durapao de 2 semanas a 3 meses, foi relatado que 3,4 a 12,4% foram soropositivos para pertussis, 
indicando uma infectjao recentc. :: 

O espectro clinico da coqueluche em adultos foi descrito em diversos estudos e relatos de casos. Em um estudo conduzido 
na UCLA, os dois diagnosticos clinicos principals considerados em individuos nos quais foi constatada a presen 9 a de 
coqueluche consistiram em infec 9 ao inespecifica das vias respiratorias superiores (39%) e bronquites (48%). 894,1039 Em um 
estudo conduzido na Alemanha em 64 adultos com infec 9 ao documentada por B. pertussis, foi considerado o diagnostico de 
coqueluche em apenas 39%, e nao foi considerada a possibilidade de coqueluche clinica em 14%, outros diagnosticos 
incluiram infec 9 oes das vias respiratorias superiores, nasofaringite, faringite, adenoidite e sinusite. Entretanto, dos 64 
pacientes, 70 apresentaram tosse paroxistica, 38 tiveram um guincho inspiratorio, e 17 apresentaram vomitos apos o acesso de 
tosse. 1150 Outro estudo conduzido na Alemanha de 84 adultos com coqueluche constatou a ocorrencia de tosse persistente (> 
21 dias) em 81% dos pacientes, tosse espasmodica em 65% e sufoca 9 ao em 56%. 1042 Dezoito pacientes apresentaram 
complica 9 oes, incluindo otite media, pneumonia, incontinencia urinaria, linfadenopatia cervical, perda aguda da audi 9 ao, 
fraturas de costela e hernia inguinal. Foi tambem documentada a ocorrencia de encefalopatia associada a coqueluche na 
doen 9 a do adulto. 548 Apesar de ser incomum, foi descrita a ocorrencia de infec 9 ao aguda por B. pertussis em adultos; em um 
caso, a coqueluche aguda foi diagnosticada em um homem de 53 anos de idade que adquiriu o microrganismo do fdho, que 
tinha sido imunizado, e apresentou um caso leve de coqueluche. 1201 B. pertussis tambem foi isolada de adultos com doen 9 a de 
base, como infec 9 ao pelo HIV. Ng et al. isolaram B. pertussis de amostras de LBA e de biopsia transbronquica de tres 
pacientes com AIDS. 945 Esses microrganismos foram isolados em meios para isolamento de Legionella. Doebbeling et al. 
relataram o isolamento de B. pertussis das vias respiratorias superiores de um paciente de 25 anos de idade, HIV-positivo, com 
historia de tosse paroxistica de 4 meses de dura 9 ao; foi tambem relatado um caso semelhante em um paciente de 60 anos de 
idade com AIDS na Belgica. 292,360 Apesar desses relatos de casos, acredita-se que a coqueluche seja relativamente rare em 
individuos infectados pelo HIV, com prevalencia estimada de estado de portador nasofaringeo de menos de 6,5 casos por 
100.000 pacientes. 289 B. pertussis tambem foi isolada de hemoculturas de hospedeiros imunocomprometidos em pelo menos 
tres ocasioes. Todos os tres pacientes apresentavam doen 9 as de base, incluindo granulomatose de Wegener e mieloma 
multiplo; em dois pacientes, a infec 9 ao foi fatal. 217,642,1266 

Vacinas pertussis 

A vacina pertussis original de celulas inteiras era administrada com toxoides difterico e tetanico e adjuvantes contendo 
aluminio (DTwP). Apos aprova 9 ao, o uso disseminado da vacina de celulas inteiras resultou em declinio da coqueluche nos 
paises que tinham imuniza 9 ao obrigatoria, e acumularam-se evidencias adicionais de sua eficacia em consequencia de uma 
redu 9 ao dos programas de vacina 9 ao em alguns paises. A menor aceita 9 ao piiblica da imuniza 9 ao na Gra-Bretanha, que 
come 90 U em meados da decada de 1970, fez com que a coqueluche alcan 9 asse proposes epidemicas entre crian 9 as com 
menos de 5 anos de idade no final da decada de 1970. Embora a experiencia tenha sugerido uma eficacia clinica de mais de 
80%, a ocorrencia de varia 9 oes no desempenho das prepara95es de vacinas de celulas inteiras tornou-se mais evidente durante 
estudos prospectivos de eficacia clinica conduzidos com vacinas pertussis acelulares potenciais. A divulga 9 ao de relatos de 
encefalopatia e sequelas neurologicas permanentes relacionadas com a administra 9 ao da vacina DTwP acelerou os esfor 90 s 
para o desenvolvimento de vacinas acelulares ou de “subunidades”. As vacinas pertussis acelulares contem PT e FHA, e 
algumas delas tambem contem pertactina (proteina de 69 kDa) ou fimbrias e pertactina. 308,526 As vacinas pertussis sao 
combinadas com toxoides difterico e tetanico na vacina DTaP para crian 9 as e Tdap para adolescentes e adultos (ver adiante). 
Nos EUA, tres vacinas DTaP sao licenciadas: 

• Infanrix® (GlaxoSmithKline Pharmaceuticals): contem PT, FHA e pertactina 

• TriPedia® (Sanofi Pasteur, Inc.): contem PT e FHA 

• DAPTACEL® (Sanofi Pasteur, Inc.): contem PT, FHA, pertactina e fimbrias tipos 2 e 3. 


O esquema de imunizatjao consiste em tres doses de DTaP por injecjao intramuscular, a intervalos de 4 a 8 semanas, 
normalmente aos 2, 4 e 6 meses de idade, sendo a quarta dose administrada com 15 a 18 meses de idade. Recomenda-se uma 
quinta dose aos 4 a 6 anos de idade. Em geral, os estudos conduzidos demonstraram que as vacinas de multiplos componentes 
contendo pertactina e antigenos de fimbrias, alem de PT e FHA, produzem uma resposta imune mais solida do que as vacinas 
que so contem PT e FHA. 104 " Essas vacinas tambem parecem ser altamente imunogenicas quando administradas com outras 
imuniza 9 oes infantis. A DTaP tambem esta disponivel em combinaipoes com vacina contra poliomielite inativada (KINRIX®, 
GlaxoSmithKline Pharmaceuticals), vacina contra H. influenzae tipo b (TriHIBit®, Sanofi Pasteur), vacinas contra poliomielite 
inativada e hepatite B (Pediarix®, GlaxoSmithKline Pharmaceuticals) e vacinas contra poliomielite inativada e H. influenzae 
tipo b (Pentacel®, Sanofi Pasteur, Inc.). KINRIX® e apenas usada para a quinta dose de DTaP, que e administrada com 4 a 6 
anos de idade quando a crianfa deve receber o refor^o de vacina contra poliomielite inativada. TriHIBit 1 ' e licenciada para a 
dose administrada com 15 a 18 meses de idade; pode ser administrada apos as primeiras tres series de vacina DTaP e hepatite 
B. 

As vacinas pertussis acelulares foram investigadas quanto a sua imunogenicidade em adultos previamente vacinados ou 
nao vacinados. Estudos realizados em popula 9 oes de adultos mostraram que essas vacinas, quando administradas 
isoladamente ou em combina 9 ao com toxoide difterico e tetanico, produzem efeitos adversos minimos e desencadeiam 
respostas humorais acentuadas contra PT, FHA, pertactina e antigenos de fimbrias presentes na vacina, sem interferencia nas 
respostas aos toxoides. As vacinas “Tdap” consistem em combina 9 oes de toxoide tetanico, toxoide difterico e componentes 
acelulares de B. pertussis, incluindo PT, FHA, pertactina e antigenos de fimbrias. Conforme indicado pela letra minuscula “d”, 
a concentra 9 ao de toxoide difterico foi reduzida nessas formula 9 oes para “adultos”, de modo a prevenir a ocorrencia de efeitos 
adversos, enquanto o “a” em “aP” indica a presen 9 a de componentes acelulares de pertussis. As vacinas pertussis acelulares 
de refor 90 , formuladas especificamente para adolescentes e adultos, foram licenciadas para uso nos EUA e incluem Boostrix® 
e ADACEL®. Boostrix® contem PT, FHA e pertactina destoxificadas, enquanto ADACEL® contem PT, FHA, pertactina e 
fimbrias tipos 2 e 3 como componentes acelulares de pertussis. Boostrix® foi aprovada para uso em adolescentes e adultos de 
10 a 64 anos de idade, enquanto ADACEL® foi licenciada para adolescentes e adultos de 11 a 64 anos de idade. 783 O Advisory 
Committee on Immunization Practices (ACIP) recomendou que todos os adolescentes indicados para refor 90 de difteria/tetano 
(recomendado a cada 10 anos) e qualquer adulto que esteja recebendo um refor 90 de toxoide tetanico recebam, no lugar, Tdap. 
i8i,73: ^ | t | a p tambem pode ser administrada como profilaxia para tratamento de feridas de tetano. O padrao atual e de 5 anos 
entre doses de toxoide tetanico e doses de toxoide tetanico e Tdap, visto que a exposhjao frequente ao toxoide tetanico pode 
causar rea 9 oes locais. Os individuos que estarao em contato com lactentes pequenos sao incentivados a tomar a Tdap, mesmo 
que tenha decorrido um intervalo de menos de 5 anos desde o ultimo refor 90 tetanico, de modo a reduzir a exposi 9 ao dos 
lactentes a pertussis. O ACIP tambem recomendou que todos os profissionais de saude recebam. 783 

Importancia clinica de outras especies de Bordetella 

Bordetella parapertussis. Esta associada a uma doen 9 a semelhante a coqueluche nos seres humanos; todavia, a sua 
apresenta 9 ao clinica e, em geral, menos grave. As crian 9 as com infec 9 ao por B. parapertussis apresentam tosse, 
broncospasmo, sibilos, vomitos, apneia e cianose de menor dura 9 §o. 114,850 Entretanto, foram relatados surtos de B. 
parapertussis, em que a doen 9 a foi muito grave e resultou em morte, particularmente em crian 9 as muito pequenas. Wirsing 
von Konig e Finger compararam a gravidade da doen 9 a em 33 crian 9 as com infec 9 ao por B. parapertussis com 331 pacientes 
infectados por B. pertussis e constataram que a frequencia de tosse paroxistica, sibilos e vomitos era quase identica em ambos 
grupos. 1358 Heininger et al. tambem compararam a infec 9 ao por B. pertussis em 76 pacientes com a infec 9 ao por It. 
parapertussis em 38 pacientes de idade e sexo comparaveis. Verificaram tambem que a doen 9 a causada por B. parapertussis 
era tipica da coqueluche, porem muito menos grave, e que, diferentemente da coqueluche, a linfocitose nao era uma 
caracteristica da infec 9 ao, presumivelmente devido a ausencia de atividade promotora de linfocitose da PT.'’ 71 Em um estudo 
conduzido na Alemanha apos a introdu 9 ao da vacina pertussis acelular, Liese et al. documentaram 180 infec 9 oes por 
Bordetella em crian 9 as de pouca idade. 787 Desses 180 casos, 116 (64%) foram causados por B. pertussis, e 64 (36%) por B. 
parapertussis. Foi constatada a ocorrencia de tosse paroxistica, sibilos inspiratorios e vomitos durante > 21 dias em 53, 22 e 
8 % de todos os casos por B. pertussis e em 22, 5 e 0% de todos os casos por B. parapertussis, respectivamente. Dos 116 casos 
de.8. pertussis, 81 (70%) crian 9 as tinham recebido pelo menos uma dose da vacina de pertussis acelular, e, dos 64 casos de 
infec 9 ao por B. parapertussis, 56 (87,5%) tinham recebido pelo menos uma dose de vacina. Foi constatada a presen 9 a de 
coqueluche tipica em 29 (83%) de 35 casos de B. pertussis nao vacinados, em compara 9 ao com 33 (41%) de 81 casos de B. 
parapertussis vacinados. 

Bordetella bronchiseptica. Provoca infec 9 oes do trato respiratorio em varias especies de animais (p. ex., traqueobronquite 
infecciosa ou “tosse de canil” em caes, pneumonia em gatos, rinite atrofica e broncopneumonia em suinos e filhotes de porcos, 
pneumonia e otite media em coelhos e cobaias) e pode ser isolada como comensal das vias respiratorias superiores dos seres 
humanos. Os seres humanos podem adquirir o microrganismo a partir de animais domesticos, e tambem pode ocorrer 


transmissao hospitalar de um paciente para outro. B. bronchiseptica constitui uma causa incomum de infec 9 oes 

principalmente em hospedeiros imunocomprometidos, incluindo pacientes com neoplasias malignas hematologicas, 
transplante de orgaos solidos, receptores de transplante de celulas-tronco humanas, fibrose cistica e 
DPOC. 489,495,498,617 ’ 866,943 ’ 1339 Desde 1991, foram relatados varios casos de pneumonia, sinusite e infec 9 oes pleurais causados 
por B. bronchiseptica em pacientes com AIDS. 382,468,866 ’ 1 -' 04 Foi tambem relatada a ocorrencia de bacteriemia, meningite apos 
traumatismo cranioencefalico, peritonite, bronquite e pneumonia por B. bronchiseptica em pacientes com doen 9 a hepatica 
subjacente, alcoolismo, asplenia, neoplasia maligna hematologica, insuficiencia renal cronica, LES, eritematose e hipertensao 
grave. 105,1028 ’ 1338 ’ 1361 Em certas ocasioes, B. bronchiseptica pode causar infec 9 oes graves, como pneumonia com choque, em 
pacientes imunocompetentes. 1241 Raros casos de endocardite causada por B. bronchiseptica tambem apareceram na literatura. 
Em um desses casos, o paciente apresentou febre e dermatite em torno de uma incisao ciriirgica recente. 1189 O cao desse 
paciente frequentemente lambia a area da dermatite em torno da incisao, sugerindo a origem canina do microrganismo. 

Bordetella avium. Provoca rinotraqueite em perus e outras especies de aves. 696 Em humanos, foram descritas infec 9 oes 
causadas por B. avium em pacientes com fibrose cistica. 1216 Esse microrganismo tambem foi isolado do liquido de LBA de 
homem de 68 anos de idade com pneumonia e hemoptise, apos uma historia de dispneia crescente e tosse de 10 dias de 
dura 9 ao, bem como de um homem desabrigado de 61 anos de idade com DPOC. 561 O isolado deste ultimo paciente apresentou 
diferen 9 as de 11 pares de bases e de 15 pares de bases em compara 9 ao com a cepa tipo B. avium e a cepa tipo de B. trematum, 
respectivamente; de modo que esse microrganismo foi designado como semelhante a B. avium. 

Bordetella hinzii. B. hinzii foi proposta como nova especie em 1995, embora o microrganismo tenha sido descrito de modo 
informal quando foi isolado de amostras de escarro e de varias hemoculturas de um paciente de 42 anos de idade com AIDS, 
que nao apresentava nenhum sintoma das vias respiratorias. 303,1288 Esse microrganismo semelhante a B. avium foi isolado do 
trato respiratorio de frangos e perus, alem de amostras do trato respiratorio de seres humanos. Foram isoladas cepas de B. 
hinzii em oito ocasioes no decorrer de um periodo de 3 anos de um paciente adulto com fibrose cistica, em associa 9 ao a 
exacerba 9 oes agudas da doen 9 a pulmonar cronica; nao foi possivel erradicar o microrganismo do trato respiratorio do 
paciente, apesar da quimioterapia apropriada. 462 Em 2000, foi relatado um caso fatal de bacteriemia por B. hinzii em um 
homem de 69 anos de idade com colestase, e B. hinzii foi isolada juntamente com microrganismos do complexo Nocardia 
asteroides a partir do liquido de LBA de um paciente com AIDS. 466,686 Embora tenha sido possivel descartar a possibilidade de 
exposi 9 ao do trato respiratorio a aves no paciente com AIDS, a possivel aquisi 9 ao em consequencia de exposhjao a aves ou a 
coloniza 9 ao gastrintestinal foram sugeridas como possiveis modos de patogenia no paciente com bacteriemia. Foi obtido um 
isolado de B. hinzii de amostras do trato biliar coletadas de um receptor de transplante de figado com colangite cronica, bem 
como de hemoculturas de um paciente com sindrome mielodisplasica. 69,457 Em 2008, foi documentada a ocorrencia de sepse 
por B. hinzii em uma mulher de 36 anos de idade com viremia por EVB, viremia por herpes-virus humano tipo 6 e linfoma 
difuso de grandes celulas B. Nesse caso, B. hinzii foi tambem isolada de culturas de escarro. 612 Outro isolado ainda sem nome, 
“semelhante a B. avium”, foi obtido em culture mista de um paciente com otite media cronica. Esse isolado foi distinto no seu 
padrao de resistencia a agentes antimicrobianos, composi 9 ao de proteinas e de acidos graxos e hibridiza 9 ao de DNA:DNA e 
DNA:rRNA. 

Bordetella holmesii. Originalmente descrita como grupo 2 nao oxidante (NO-2) dos CDC, foi isolada de hemoculturas de 
pacientes com doen 9 a febril aguda, endocardite, anemia falciforme complicada por artrite, diabetes melito, esplenectomia 
anterior, doen 9 a de Hodgkin e insuficiencia respiratoria. 1343 Dos 15 pacientes descritos nesse relato, foi constatada a presen 9 a 
de doen 9 a de base em sete casos, tres ocorreram em pacientes asplenicos, e um dos pacientes tinha sido mordido por um cao. 
As cepas descritas nesse relato de 1995 foram isoladas na Sui 9 a, na Arabia Saudita e nos EUA. Em 1996, Lindquist et al. 
isolaram B. holmesii de varias hemoculturas de um menino de 12 anos de idade que apresentou febre, cefaleia e historia 
significativa de esplenectomia realizada 4 anos antes. 792 Embora nao se conhe 9 a o habitat normal de B. holmesii, o paciente 
tinha contato frequente prolongado com caes de ca 9 a e, recentemente, tinha sofrido uma lesao no polegar com um anzol. Tang 
et al., na Clinica Mayo, relataram o isolamento de microrganismos semelhantes a B. holmesii de tres pacientes com 
septicemia, endocardite e insuficiencia respiratoria. 1-46 Os fatores de risco nesses tres pacientes incluiram asplenia subjacente, 
doen 9 a de Hodgkin e miocardiopatia grave, respectivamente. B. holmesii tambem foi isolada de um lactente de 10 meses de 
idade, que foi levado a sala de emergencia com febre e irritabilidade. 910 Foi inicialmente estabelecido um diagnostico de 
sindrome viral, porem B. holmesii foi isolada de uma linica hemocultura aerobia dentro de 36 horas. O acompanhamento do 
lactente revelou a ausencia de febre e de sintomas. B. holmesii foi tambem isolada de varias hemoculturas de um homem de 24 
anos de idade que apresentava tosse seca e febre, com historia marcante de anemia falciforme com inicio no periodo neonatal, 
hepatite C, osteomielite da tibia aos 6 anos de idade e crises abdominais frequentes, exigindo multiplas transfusoes ate os 8 
anos. 946 B. holmesii foi isolada de amostras de sangue, liquido pleural e biopsia pulmonar de uma menina de 14 anos de idade 
previamente sadia com historia de perda de peso e dispneia de 6 meses de dura 9 ao. 11-2 Foi tambem documentada a ocorrencia 
de bacteriemia por B. holmesii como causa de febre e bacteriemia em pacientes com asplenia, doen 9 a falciforme e sindrome 
nefrotica. 364,868,998,1183 A bacteriemia por B. holmesii tambem pode ocorrer como complica 9 ao de hemodialise. 51 " B. holmesii 


foi tambem isolada de amostras do trato respiratorio de pacientes com suspeita de coqueluche. De 10.996 amostras enviadas 
ao Massachusetts State Laboratory Institute, em Boston, de janeiro de 1995 a dezembro de 1998, para cultura de especies de 
Bordetella, foi constatado o crescimento B. holmesii em 32 amostras, enquanto 740 e 96 amostras foram positivas para B. 
pertussis e B. parapertussis, respectivamente. 865,1399 Em um estudo conduzido em pacientes com suspeita de coqueluche na 
Franpa, foi constatada a presenpa de DNA de B. holmesii por PCR em tempo real em 20,3% das amostras dos pacientes. 947 
Entretanto, uma pesquisa de 2.804 swabs de nasofaringe, realizada em 2006 em pacientes finlandeses e de 8.515 swabs de 
pacientes holandeses com suspeita de coqueluche, utilizando um ensaio de PCR em tempo real especifico para B. holmesii, 
nao conseguiu detectar qualquer amostra que fosse positiva para esse microrganismo. 48 

Bordetella trematum. B. trematum, outra especie descrita recentemente, foi isolada de amostras de feridas humanas, de 
ulceras diabeticas na pema e de pacientes com otite media cronica. 332,1287 Foi constatado que essa especie esta mais 
estreitamente relacionada, em suas caracteristicas geneticas e quimiotaxonomicas, com a cepa tipo do genero Bordetella ( B. 
pertussis ) do que com a cepa tipo do genero Alealigenes (A. faecalis).' 2 *' 

Bordetella petrii. B. petrii foi isolada pela primeira vez em 2001 de uma cultura anaerobia de biorreator de descolorapao 
enriquecida com sedimento de agua de rio. 1307 Posteriormente, foram isoladas duas cepas de B. petrii de um paciente com 
osteomielite mandibular e de um paciente com mastoidite supurativa cronica. 458,1219 Foram tambem isoladas cepas 
semelhantes de amostras do trato respiratorio de pacientes com DPOC e bronquiectasia. Nesses pacientes, o microrganismo 
pode persistir por anos e foi possivel isolar essa especie de amostra de escarro purulento todas as vezes que o paciente 
apresentou exacerbapao dos sintomas. 770 A origem ambiental de B. petrii tambem e corroborada pelo seu isolamento de 
esponjas marinhas e microambientes de raizes de capim. 

Bordetella ansorpii. Especie descrita pela primeira vez em 2005. Essa nova especie foi isolada do exsudato purulento de um 
cisto epidermico no pescopo de uma mulher de 19 anos de idade na Coreia, que foi internada para quimioterapia de 
rabdomiossarcoma. ' 11 Esse mesmo microrganismo foi isolado no Reino Unido, em 2007, de dois conjuntos de hemoculturas 
obtidas por meio de cateter de Flickman que fora colocado 6 meses antes. 459 O paciente era um paciente de 88 anos de idade 
que estava recebendo quimioterapia para tratamento de leucemia mieloide aguda. 

Cultura e isolamento de Bordetella pertussis 

Como B. pertussis fixa-se preferencialmente ao epitelio ciliado das vias respiratorias superiores, o aspirado de nasofaringe 
constitui a amostra de escolha. Os aspirados nasofaringeos sao mais bem-obtidos com uma sonda de alimentapao de tamanho 
infantil, conectada a um coletor de muco. A extremidade da sonda de alimentapao e introduzida em uma das narinas, ao longo 
do assoalho da nasofaringe, ate alcanpar a parte posterior da faringe. Quando a sonda estiver em posipao, aplica-se uma 
aspirapao suave. Apos a aspirapao, injeta-se solupao salina (1 m () atraves da sonda ate o recipiente de coleta. |,: Para as 
amostras obtidas com swabs, um swab nasofaringeo de ponta pequena e introduzido posteriormente atraves de cada narina ate 
a ponta do swab alcanpar a parte posterior da nasofaringe. Cada swab deve permanecer no local por 30 segundos a um minuto, 
de modo que possa ocorrer adsorpao dos microrganismos pelo swab. Os swabs com ponta de algodao nao devem ser usados, 
visto que esse material pode ser inibitorio para os microrganismos. Alem disso, os ensaios baseados na PCR para a deteepao 
direta de B. pertussis podem ser inibidos pelas fibras de alginato de calcio e pelo aluminio; as amostras processadas para a 
deteepao de B. pertussis por PCR devem ser coletadas com swabs de dacron com hastes de plastico. 1310 Os swabs 
nasofaringeos obtidos juntamente com um aspirado podem proporcionar maior rendimento de culturas positivas. As culturas 
regulares de material de garganta nao sao apropriadas para o isolamento de B. pertussis. As amostras para especies de 
Bordetella tambem necessitam de meios de transporte especiais para o isolamento otimo dos microrganismos. Pode-se utilizar 
o meio de transporte de Regan-Lowe (RL) para aspirados e amostras de swabs, visto que tem a vantagem de servir tanto como 
meio de transporte quanto como meio de enriquecimento (ver adiante). 

Sao necessarios meios especiais para o isolamento de B. pertussis. O meio classico utilizado para esse microrganismo e o 
agar Bordet-Gengou (BG). Esse meio e preparado com batatas para obter um elevado conteiido de amido. O amido neutraliza 
os materiais toxicos que podem estar presentes no agar ou na propria amostra. As peptonas devem ser omitidas do meio, visto 
que essas proteinas tambem sao inibitorias. O agar BG tambem contem glicerol como agente estabilizador. Embora a base de 
agar BG “caseira” seja superior, dispoe-se no comercio de um meio basal desidratado (Remel Laboratories; BD Biosciences). 
A base e preparada com antecedencia e conservada sob refrigerapao. Se houver suspeita de coqueluche, o laboratorio precisa 
ser notificado antes de receber a amostra, visto que o meio final de cultura deve ser preparado no momento. Embora essa 
medida seja otima, ela nao e possivel na maioria dos laboratories. Para preparar o meio, a base de agar batata/glicerol e 
fundida, e sao adicionados 30 mf de sangue de carneiro desfibrinado por 100 ml de meio de base agar (aproximadamente 23% 
de sangue P/V). Deve-se adicionar cefalexina (concentrapao final de 40 pg/mf) a parte do meio para inibir os microrganismos 
gram-positivos contaminantes que podem estar presentes na amostra. A cefalexina pode ser substituida por meticilina (2,5 
pg/m £) ou por oxacilina (0,625 pg/mf). Tanto o meio nao seletivo quanto o meio seletivo devem ser semeados, visto que 
algumas cepas de B. pertussis podem ser ligeiramente inibidas pela cefalexina. 


Em 1977, Regan e Lowe descreveram um meio contendo carvao e sangue de cavalo, que demonstrou ser superior ao agar 
BG em varios estudos (Prancha 9.5 G e H). 11170 Embora tivesse sido originalmente descrito como meio de 
transporte/enriquecimento, as formulagoes de agar RL estao disponiveis como meio semissolido de transporte/enriquecimento 
e como meio solido para o isolamento dos microrganismos. A formula do meio RL e apresentada em seguida (por litro de 


agua destilada): 

Agar carvao (Oxoid CM 119) 51 g 

Sangue desfibrinado de cavalo 100 ml 

Cefalexina 0,04 g 

Anfotericina B (opcional) 0,05 g 

pH final 7,4 


A formula do meio semissolido de transporte/enriquecimento e identica a do meio de isolamento descrita anteriormente, 
exceto que o agar carvao esta presente em metade da concentraijao (i. e., 25,5 g/f) e e distribuido em tubo esterilizado com 
tampa de rosea, em lugar de placas de Petri de 100 mm. Recomenda-se tambem que uma certa parte do meio seja preparada 
sem cefalexina, de modo que se possa dispor de meio tanto seletivo quanto nao seletivo para o isolamento dos 
microrganismos. De modo ideal, os meios devem ser semeados diretamente por ocasiao da coleta da amostra em meios tanto 
seletivos (contendo meticilina ou cefalexina) quanto nao seletivos. Se for utilizado um sistema de transporte, o meio 
semissolido de RL e ideal, visto que as formula 9 oes dos meios de transporte de Stuart e Amies nao sao apropriadas para 
manter a viabilidade de B. pertussis. As amostras transportadas em meio semissolido de RL podem ser repicadas apos a sua 
recep 9 ao em meio de isolamento RL ou em meio BG, com e sem cefalexina (ou meticilina). Em seguida, o meio de transporte 
e incubado juntamente com a placa primaria e repicado em agar RL depois de 48 horas de enriquecimento a 35°C em ar 
ambiente. Contrariamente as cren 9 as e praticas amplamente sustentadas, o ar ambiente e superior a um ambiente de incuba 9 ao 
enriquecido com C0 2 . As placas devem ser incubadas durante pelo menos 7 a 10 dias. Entretanto, em um estudo conduzido no 
Canada, 7 (16%) de 44 isolados de B. pertussis e 2 (50%) de 4 isolados de B. parapertussis so foram obtidos depois de 12 dias 
de incuba 9 ao. 689 As especies de Bordetella tambem irao crescer em agar BCYE utilizado para o isolamento de especies de 
Legionella . 94S 

Embora a cultura seja considerada o “padrao-ouro”, a disponibilidade de ensaios moleculares sensiveis demonstrou que o 
desempenho dos metodos de cultura para diagnostico e altamente dependente do estagio da doen 9 a em que as amostras sao 
coletadas, a administra 9 ao previa de agentes microbianos, do estado de vacina 9 ao, das tecnicas usadas na coleta das amostras, 
das condi 9 oes de transporte e da experiencia do laboratorio na manipula 9 ao das amostras e culturas para pertussis , 248 Quanto 
mais cedo as amostras forem obtidas na evoliujao clinica da doen 9 a, maior o rendimento alcan 9 ado com a cultura. Em 
conduces ideais, a sensibilidade da cultura para pertussis pode ser de 80 a 90%, todavia, na pratica, a sensibilidade varia 
habitualmente de 30 a 60%. 1406 O rendimento de B. pertussis em cultura declina depois de 2 ou mais semanas de doen 9 a com 
tosse, apos tratamento com agentes antimicrobianos ou apos administra 9 ao de vacina pertussis. 12 ' 11 Quando os pacientes estao 
sintomaticos por 2 a 3 semanas, a sensibilidade da cultura cai para menos de 5%. : 18 Embora B. pertussis possa ser isolada em 
cultura dentro de apenas 72 horas apos a semeadura da placa, as culturas podem necessitar de 10 dias a 2 semanas de 
incuba 9 ao para que possam ser defmitivamente consideradas negativas. Entretanto, a cultura e necessaria para a obten 9 ao de 
isolados utilizados nos testes de sensibilidade a antimicrobianos ou tipagem molecular. 

Teste direto com AF 

Os testes diretos de AF (AFD; anticorpo fluorescente direto) tem sido utilizados para a detec 9 ao direta de B. pertussis e B. 
parapertussis em esfrega 90 s preparados a partir de amostras nasofaringeas (Prancha 9.5 E). Embora o teste do AFD forne 9 a 
resultados rapidos, a cultura realizada em meios apropriados e mais sensivel e muito menos sensivel do que os metodos 
moleculares (i. e.. PCR). Dependendo da fase da evoliujao clinica em que as amostras sao coletadas, o teste do AFD pode nao 
detectar microrganismos em pequeno numero que podem ser identificados por cultura ou por PCR. Historicamente, a 
sensibilidade relatada do AFD tem variado de 11 a 68%, com uma especificidade correspondente de 99,6% a 100%. 797,1336 
Halperin et al. constataram que apenas 6 de 20 pacientes com culturas positivas apresentaram AFD positivo, e que apenas 4 
dos 12 casos AFD-positivos e negativos na cultura foram confirmados por teste sorologico em amostras de soro da fase aguda 
e da fase convalescentc. ’ 1 Tilley et al. avaliaram a cultura, dois ensaios de PCR e o teste de AFD para o diagnostico de 
coqueluche com 637 swabs nasofaringeos e aspirados obtidos para avalia 9 ao da coqueluclieA Os reagentes do AFD 
incluiram reagentes antipertussis e antiparapertussis policlonais (BD Difco 8 FA Pertussis e BD Difco" FA Parapertussis, BD 
Biosciences), anticorpo monoclonal anti-LPS marcado com fluoresceina-isotiocianato e anticorpo monoclonal anti -B. 
pertussis/B. parapertussis “Accu-MAb Plus”* (Delta Biotech, Inc., Columbia Britanica, Canada). As sensibilidades do 
reagente AFD policlonal, do reagente de anticorpo anti-LPS e do reagente de anticorpo monoclonal comercial foram de 
11,4%, 5,2% e 8,3%, respectivamente, enquanto as especificidades correspondentes foram de 94,6%, 98,1% e 98,4%, 
respectivamente. Por outro lado, os dois ensaios de PCR utilizados nesse estudo apresentaram uma sensibilidade de 95,0% e 


89,2%. Com frequencia, houve dificuldade na interpreta^ao dos esfrega 90 s de AFD, devido ao pequeno tamanho das bacterias 
e a presen 9 a de artefatos. Devido ao fraco desempenho e a disponibilidade de abordagens superiores para diagnostico, o teste 
do AFD para a detec 9 ao de B. pertussis nao e mais realizado nos laboratories de microbiologia clinica. 1336 

Caracteristicas de cultura e identificacao das especies de Bordetella 

Nas culturas, podem-se observar colonias de B. pertussis depois de 2 a 4 dias. Em geral, o crescimento torna-se mais 
rapidamente aparente em meio isento de antibiotico, porem isso nem sempre ocorre. As placas devem ser examinadas com 
microscopio de dissec 9 ao (10x), com luz de incidencia obliqua para definir as caracteristicas das colonias. Os isolados clinicos 
recentes de B. pertussis em agar BG aparecem como colonias lisas e brilhantes, com perfil convexo alto. Classicamente, as 
colonias sao descritas como semelhantes a goticulas de mercurio. As colonias em agar BG podem ser ligeiramente beta- 
hemoliticas, em particular nas areas mais confluentes de crescimento ou apos incuba 9 ao prolongada. Em meio de agar RL, as 
colonias sao pequenas, convexas e brilhantes, com opalescencia de madreperola branca. As colonias de B. parapertussis 
crescem mais rapidamente, produzem maior beta-hemolise em agar BG e exibem uma colora 9 ao cinza ou ligeiramente 
castanha. As colonias de B. bronchiseptica tomam-se visiveis em 24 horas, sao grandes, mais planas e possuem um aspecto 
mais opaco do que brilhante. Essa ultima especie assemelha-se a um bacilo gram-negativo nao fermentador (como uma 
especie de Alcaligenes) no aspecto de suas colonias, bem como no desprendimento de um odor “nao fermentador” distinto. A 
morfologia desses microrganismos pelo metodo de Gram tambem e diferente. B. pertussis aparece como pequenos 
cocobacilos de colora 9 ao palida, enquanto B. parapertussis e B. bronchiseptica exibem uma forma mais defmida de bacilo 
(Prancha 9.5 F). Devido a colora 9 ao palida dos microrganismos, o contracorante safranina deve permanecer sobre a lamina 
durante pelo menos 2 minutos. 

Uma vez isolada, B. pertussis pode ser identificada pelo teste AFD ou aglutina 9 ao em lamina, visto que o microrganismo e 
muito inerte nos testes bioquimicos de identifica 9 ao (Tabela 9.16). Para o teste de AFD, os microrganismos das placas devem 
ser suspensos em solu 9 ao salina tamponada com fosfato (PBS), e culturas conhecidas de B. pertussis e de B. parapertussis 
devem ser usadas como controles. Para aglutina 9 ao em lamina, deve-se preparar uma suspensao dos microrganismos 
equivalente a um padrao de turva 9 ao de McFarland n 2 3 em PBS, e controles positivos e negativos devem ser incluidos. 
Metodos sorologicos para a identifica 9 ao de B. parapertussis tambem podem ser utilizados, porem os metodos bioquimicos 
podem proporcionar uma identifica 9 ao presuntiva. It. pertussis, B. bronchiseptica, B. hinzii e B. avium sao oxidase-positivas 
com o reagente de oxidase de Kovac, enquanto B. parapertussis, B. holmesii e It. trematum sao oxidase-negativas. It. 
parapertussis, B. bronchiseptica, B. hinzii e B. holmesii sao catalase-positivas, enquanto B. pertussis mostra-se variavel na 
produ 9 ao de catalase. Tanto B. parapertussis quanto B. bronchiseptica sao urease-positivas, e esta ultima especie produz um 
teste positivo em menos de 4 horas. B. bronchiseptica pode ser identificada incorretamente como Oligella ureolytica ou 
Ralstonia paucula, porem reduz o nitrato a nitrito (R. paucula e negativa), nao reduz o nitrito a gas nitrogenio e mostra-se 
sensivel a penicilina (O. ureolytica reduz o nitrito a gas nitrogenio e e resistente a penicilina). B. hinzii e variavel quanto a 
produ 9 ao de urease, enquanto B. pertussis, B. holmesii, B. avium e B. trematum sao urease-negativas. Tanto B. parapertussis 
quanto B. holmesii produzem um pigmento marram soluvel em meio de agar, enquanto B. pertussis, B. bronchiseptica, B. 
hinzii, B. trematum e B. avium nao o fazem. Outras caracteristicas para a identifica 9 ao de especies de Bordetella estao 
relacionadas na Tabela 9.16. 

Metodos moleculares para a deteccao e a identificacao de especies de Bordetella 

Com a caracteriza 9 ao genetica de B. pertussis e outras especies de Bordetella, foram desenvolvidos ensaios moleculares para a 
detec 9 ao direta desses microrganismos em amostras nasofaringeas, bem como para a identifica 9 ao dos microrganismos 
isolados em cultura. Com efeito, os ensaios baseados em PCR tornaram-se os testes de escolha para o diagnostico da 
coqueluche, em virtude de sua notavel sensibilidade e especificidade. Sequencias-alvo de acidos nucleicos especificas de B. 
pertussis e de outras especies foram identificadas e sequenciadas, e foram desenvolvidos iniciadores (primers ) e sondas para a 
detec 9 ao desses alvos por PCR. Os alvos identificados para uso potencial na detec 9 ao direta incluem a regiao promotora do 
gene PT (ptxA ), genes da porina (PO) da membrana externa, o gene da adenilato ciclase, o gene recA e sequencias 
determinadas como especificas de especie, baseadas nas sequencias do genoma completo de B pertussis, 1045 ' 1305 

As tecnicas moleculares descritas para especies de Bordetella envolvem, em sua maioria, a dctcc' 9 'ao de sequencias de 
inser 9 ao, como IS481, IS1001 e IS1002. B. pertussis possui ate 80 a 100 copias de IS481, e essa sequencia e encontrada em B. 
pertussis, B. holmesii e, ocasionalmente, B. bronchiseptica. A sequencia de inser 9 ao IS1001 e encontrada em It. parapertussis 
e, em certas ocasioes, em B. bronchiseptica e B. holmesii. Reischl et al. desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real 
dirigido para IS457 e constataram que a especificidade do ensaio foi comprometida pelo achado de sequencias IS481 
semelhantes em B. holmesii Sloan et al. tambem desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real multiplex para a 
detec 9 ao de IS481 e IS1001 de B. pertussis e B. parapertussis, respectivamente, e tambem observaram a possivel ocorrencia 
de resultados falso-positivos com B. holmesii. 1198 Essa abordagem tambem foi utilizada por outras pesquisadores, que tambem 
constataram a presen 9 a de IS1001 em B. holmesii. A diferencia 9 ao da B. parapertussis e da B. holmesii foi obtida pelo 


sequenciamento do produto de ampliflcacjao. Poddar desenvolveu um ensaio LightCycler para IS481 de B. pertussis e B. 
hohnsei, e a diferenciac^ao dessas duas especies foi obtida pela analise de perfil de melting do PCR com a sonda-alvo. Esse 
ensaio, foi capaz de detectar a unica diferenfa de nucleotidios nas sequencias de IS481 dos dois microrganismos. 1037 Menard 
et al. descreveram um ensaio semelhante para B. pertussis e B. parapertussis, baseado na amplificacjao da IS481 e da IS1001 
de B. pertussis e B. parapertussis, respectivamente, sendo a identificatjao das especies tambem confinnada por analise de 
curva de melting , 882 Nesse estudo, houve crescimento de B. bronchiseptica de uma amostra, enquanto o ensaio de PCR foi 
positivo para B. pertussis. A cepa de B. bronchiseptica abrigava uma sequencia de inser 9 ao IS481, encontrada em menos de 
1% dos isolados de B. bronchiseptica. Rooda et al. desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real para a detectjao e a 
discriminafao de todas as especies clinicamente relevantes de Bordetella."" 1 Esse ensaio detectou as sequencias de inserfao 
IS481, IS1001 e IS1002. A amplificatjao da IS481 e da IS1002 confinnou a detec 9 ao de B. pertussis, a amplificacjao de 
IS1001 e IS / 002 confirmou a detecgao de B. parapertussis, e a amplificatjao de IS / 001 apenas confirmou a detec 9 ao de B. 
bronchiseptica. A amplifica 9 ao da IS481 apenas detectou B. holmesii e o raro isolado de B. bronchiseptica que abriga o 
elemento \S481. Knorr et al. desenvolveram dois ensaios de PCR LightCycle em tempo real para B. pertussis, em que as 
amostras foram testadas para a detec 9 ao de IS481 e, quando positivas, para a presen 9 a de IS1001: 1 ' As amostras positivas 
para IS481 e negativas para IS / 001 foram confirmadas como amostras contendo B. pertussis. Nesse estudo, nao foi detectada 
nenhuma cepa de B. holmesii (na qual estao presentes tanto IS481 quanto IS1001). Xu et al. desenvolveram um ensaio de PCR 
em tempo real “triplex” em um unico tubo, em que utilizou tres alvos para amplifica 9 ao: ptxP (regiao promotora de PT) e 
IS481 para B. pertussis e a sequencia de inser 9 ao IS1001 para B. parapertussis. Os limites inferiores de detec 9 ao nesse 
ensaio foram 1 a 5 UFC para B. pertussis e de 1 UFC para B. parapertussis. Embora a IS1001 tambem tenha sido encontrada 
em algumas cepas de B. holmesii, os iniciadores e as sondas utilizadas nesse ensaio triplex foram especificos para B. 
parapertussis. A detec 9 ao especifica de B. holmseii diretamente em amostras clinicas foi obtida com o desenvolvimento de 
ensaios de PCR em tempo real tendo como alvo um segmento de 50 pares de bases do gene de manuten 9 ao recA, que e 
polimorfico entre B. holmesii e em todas as outras especies de Bordetella: ” s 


Tabela 9.16 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Bordetella. 


Caracteristicas 

B. pertussis 

B. 

parapertussis 

B. 

bronchiseptica 

B. avium 

B. hinzii 

B. holmesii 

B. trematum 

B. petrii 

B. ansorpii 

Oxidase 
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- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

Catalase 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ a 

+ 

Dl 

Dl 

Motilidade 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

Redugio do nitrato 

- 

- 

+ 

- 

- 

i 

V 

- 

- 
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- 

- 

- 

- 

V 

+ 
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- 
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+ (4h) 

- 

V 

- 

- 

- 

- 
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V 

+ 

V 

+ 
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- 

Dl 

Dl 
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g/Q 
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+ 




+ 



Dl 

Agar BG 

2 a 6 dias 

1 a 3 dias 

1 a 2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

+ 

+ 

Agar LL 

3 a 6 dias 

2 a 3 dias 

1 a 2 dias 

1 a 2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

+ 

+ 

Agar-sangue 

Ausencia de 

crescimento 

1 a 3 dias 

1 a 2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

+ 

+ 

Agar-chocolate 

Ausencia de 

crescimento 

1 a 3 dias 

+ 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

+ 

+ 
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+ 

+ 

+ 

+ 
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+ 

+ 

+ 
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C16:1w7 c 
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06:0,06:10)7 

06:0, 

06:0, 

06:0, 

06:0, 

Dl 

Dl 

graxos 


Cl7:0cyc 

c,C17:0cyc 

C17:0cyc 

C17:0cyc 

C17:0cyc 

C17:0cyc 



celulares 










a Reagao fraca/tardia. 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; Dl = dados indisponiveis. 

Testes sorologicos para o diagnostico de coqueluche 

Antes do inicio dos estudos clinicos de eficacia das vacinas, os testes sorologicos para a coqueluche eram efetuados com 
celulas inteiras inativadas, sonicagao de celulas inteiras ou extratos acelulares nao purificados de B. pertussis como antigenos, 
e a interpretagao desses testes era frequentemente dificil. Para os estudos clinicos de vacinas conduzidos com a OMS, a 
sorologia da coqueluche foi desenvolvida como procedimento semipadronizado de IEE, utilizando antigenos purificados, e foi 
incluida na defmigao de caso da coqueluche. 1359 Esses ensaios de anticorpos utilizavam antigenos purificados (p. ex., PT, 
FHA, pertactina, antigenos de fimbrias) em um procedimento de IEE. Os anticorpos dirigidos contra PT sao especificos para 
B. pertussis, enquanto os anticorpos anti-FHA tambem sao produzidos apos infecgao por B. parapertussis. Outros 
microrganismos tambem podem induzir a produgao de anticorpos que exibem reagao cruzada com a FHA de B. pertussis (p. 
ex., //. influenzae nao tipavel). Apos a ocorrencia de infecgao natural, os anticorpos habitualmente aparecem dentro de 10 dias 
a 2 semanas apos o inicio dos sintomas, e sao detectados anticorpos IgG anti-PT e anti-FHA em mais de 90% dos pacientes, 
enquanto sao detectados anticorpos IgA em 20 a 40% dos individuos infectados. As respostas imunologicas a outros antigenos 
(p. ex., pertactina, antigenos de fimbrias) tendem a ser mais variaveis e podem ser observadas em 20 a 60% dos individuos 
infectados. Por conseguinte, o ensaio sorologico mais especifico consiste em IgG dirigida contra PT, visto que e singular de B. 
pertussis, e os titulos rapidamente caem abaixo dos valores do ponto de corte dentro de 4 a 5 meses apos a infecgao e, em 82% 
dos pacientes, dentro de 1 ano apos a infecgao. 85,316,1325 

A resposta imunologica a coqueluche tambem e influenciada pelo estado de vacinagao e pela idade do hospedeiro. Na 
defmigao de caso estabelecida pela OMS, a confirmagao sorologica exige amostras de soros pareadas (mostrando a 
soroconversao negativa para positiva ou um aumento de quatro vezes nos titulos), juntamente com criterios clinicos (i. e., 
tosse espasmodica durante mais de 21 dias). Trollfors et al. efetuaram testes sorologicos para coqueluche em um grupo de 
criangas suecas nao vacinadas com evidencias clinicas de infecgao por B. pertussis (i. e., tosse > 21 dias e tosse < 21 dias) e 
evidencias nao sorologicas (i. e., cultura positiva, PCR). 1265 Entre as criangas com tosse > 21 dias de duragao, os niveis de 
anti-PT e anti-FHA tiveram um aumento de 400 e de 68 vezes, respectivamente. Mais de 90% das criangas apresentaram 
elevagoes significativas dos titulos contra ambos os antigenos quando a amostra de fase aguda foi obtida dentro de 14 dias 
apos o inicio da doenga. Os testes sorologicos podem nao ser uteis em pacientes muito jovens e agudamente enfermos, visto 
que alguns individuos com culturas positivas, particularmente lactentes com menos de 3 meses de idade, nao desenvolvem 
anticorpos mensuraveis. 248 Maior sensibilidade e especificidade para o diagnostico sorologico de coqueluche consiste na 
demonstragao de uma elevagao de pelo menos duas vezes nos titulos de anticorpos contra PT entre uma amostra de fase aguda 
e uma amostra de fase convalesccnte. ' Nas criangas vacinadas, a resposta imunologica secundaria resulta em rapida elevagao 
dos titulos de anticorpos, de modo que e possivel nao observar a ocorrencia de mudangas significativas dos titulos entre 
amostras sequenciais. Os testes sorologicos em populagoes vacinadas de individuos de mais idade podem ser uteis para o 
diagnostico, visto que a obtengao de um titulo elevado em uma unica amostra de soro durante a resposta imunologica 
secundaria pode indicar uma infecgao atual. 0,1 Essa abordagem pode ser litil para o diagnostico de coqueluche em 
adolescentes e adultos, visto que a coqueluche frequentemente nao e incluida no diagnostico diferencial de infecgoes 
respiratorias nao pediatricas; em consequencia, os procedimentos de cultura ou de PCR sao realizados em uma fase tardia da 
evolugao clinica, quando esses dois ensaios podem ser negativos. 248 

Tratamento da coqueluche 

Nas criangas, a coqueluche e geralmente tratada com eritromicina (estolato de eritromicina, 40 a 50 mg/kg/dia) em quatro 
doses fracionadas durante 14 dias, a fim de evitar a ocorrencia de recidiva. Para adultos e adolescentes, sao administrados 2 
g/dia durante 14 dias. Os ciclos mais curtos (p. ex., 7 a 10 dias) podem nao eliminar os microrganismos das vias respiratorias 
superiores. A administragao de terapia antimicrobiana mesmo durante o estagio paroxistico diminui a gravidade e a duragao da 
doenga. As cepas de B. pertussis mostram-se sensiveis a eritromicina in vitro, com valores de CIM que variam de 0,02 pg/mf 
a 0,12 pg/m f . A resistencia de B. pertussis a eritromicina so passou a ser observada em 1995, quando foi notificado o primeiro 
caso de coqueluche causada por uma cepa de B. pertussis resistente a eritromicina em um lactente de 2 meses de idade em 
Yuma, no Arizona. 85 Quando a crianga nao obteve melhora clinica depois de um ciclo de 12 dias de eritromicina, a realizagao 



de um teste com disco revelou a ausencia de zonas de inibipao em torno dos discos de eritromicina, claritromicina e 
clindamicina. O teste de diluipao em agar revelou uma CIM da eritromicina > 64 pg/m/. As cepas de B. pertussis resistentes a 
eritromicina continuam sendo relativamente incomuns, porem nao se pode subestimar a sua prevalencia. Em um estudo de 47 
isolados de crianpas obtidos na regiao oeste dos EUA, de janeiro de 1985 a junho de 1997, apenas uma cepa demonstrou ser 
resistente a eritromicina (CIM = 32 pg/m/) no teste de diluipao em agar. : O rastreamento de 1.030 isolados de B. pertussis 
nos CDC, utilizando um metodo de difusao em disco, revelou 5 cepas que apresentaram um fenotipo de resistencia 
heterogeneo, em que houve crescimento das colonias isoladas dentro das zonas de inibipao ao redor de um risco de 
eritromicina depois de 5 a 7 dias de incubapao. 1352 Quando essas colonias foram repicadas e novamente testadas, houve 
crescimento apenas do fenotipo resistente, e a sensibilidade desses isolados a eritromicina foi > 256 pg/m i pelo Etest. O teste 
repetido dos isolados que demonstraram sensibilidade heterogenea a eritromicina produziu consistentemente colonias 
resistentes depois de 5 a 7 dias, que nao estavam aparentes depois de uma incubapao de 3 a 5 dias. A resistencia dessas cepas a 
eritromicina deve-se, aparentemente, a uma mutapao que altera o sitio de ligapao da eritromicina no gene rRNA 23S. 92 Foram 
utilizados outros farmacos em estudos nao comparativos abertos, que eliminaram com sucesso o microrganismo do trato 
respiratorio. A azitromicina durante 3 a 5 dias ou a claritromicina durante 7 dias sao capazes de eliminar B. pertussis da 
nasofaringe e nao apresentam os efeitos colaterais gastrintestinais da eritromicina. O SMX-TMP administrado durante 7 dias 
e capaz de erradicar B. pertussis da nasofaringe e tem sido utilizado com sucesso no tratamento de pacientes isolados 
resistentes a eritromicina. Embora o SMX-TMP possa constituir uma alternativa util a eritromicina, a dose e a durapao da 
terapia ainda nao foram estabelecidas. Em geral, as fluoroquinolonas tambem apresentam boa atividade contra B. pertussis ; 
todavia, nao foram conduzidos ensaios clinicos, visto que o uso desses farmacos esta contraindicado para crianpas. As 
fluoroquinolonas podem ser uteis no tratamento de adultos com coqueluche. 704 

Teste de sensibilidade de especies de Bordetella a agentes antimicrobianos 

Embora nao se disponha de procedimentos padronizados aprovados pelo CLSI, varios metodos foram avaliados para 
determinapao da sensibilidade in vitro de especies de Bordetella a agentes antimicrobianos. O teste de sensibilidade com 
diluipao em agar tem sido realizado com diversos meios, incluindo agar Miieller-Hinton com 5% de sangue de cavalo, agar 
BG com 5% ou 20% de sangue de cavalo e agar RL sem cefalexina. 587,602 Hoppe e Paulus avaliaram o agar BG com 5% de 
sangue de cavalo, o agar de carvao Oxoid com 5% de sangue de cavalo e o agar Miieller-Hinton com 5% de sangue de cavalo 
para teste de diluipao em agar in vitro. Esses pesquisadores constataram que o agar Miieller-Hinton com sangue de cavalo 
forneceu os resultados mais consistentes.' 1 " As CIM determinadas em meios contendo carvao foram uma a cinco vezes mais 
altas para isolados clinicos, cepas de controle S. aureus ATCC 29213, devido a inativapao de alguns agentes antimicrobianos 
pelo carvao. Utilizando o metodo de diluipao em agar, B. pertussis demonstrou ser sensivel aos betalactamicos (i. e., 
ampicilina/amoxicilina), aos macrolidios (i. e., azitromicina, claritromicina, eritromicina, roxitromicina), as sulfonamidas (i. 
e., SXT), a rifampicina e as fluoroquinolonas (i. e., ciprofloxacino, ofloxacino, temafloxacino, trovafloxacino). 604,606,725 Entre 
as fluoroquinolonas, o levofloxacino foi mais ativo contra B. pertussis (CIM = 1 pg/m /) do que contra cepas de B. 
parapertussis (CIM > 2 pg/m A maioria das cepas de B. pertussis demonstrou resistencia a tetraciclina. Hill et al. 
testaram um procedimento de difusao com discos utilizando agar RL com inoculo-padrao (padrao McFarland 0,5) e 
verificaram que esse metodo detectou acuradamente a presenpa de resistencia a eritromicina. As cepas resistentes (CIM > 256 
pg/m/’) nao produziram nenliuma zona ao redor do disco de eritromicina padrao, enquanto as cepas sensiveis (CIM < 0,06 
pg/m/) produziram zonas de pelo menos 42 mm. 4 

Foram tambem avaliados tiras Etest (bioMerieux, Inc.) e metodos de difusao com discos modificados para determinar a 
sensibilidade de B. pertussis a agentes antimicrobianos. Korgenski e Daly observaram uma concordancia essencial entre as 
CIM com diluipao em agar e as CIM com Etest para 89,1% de 46 isolados (/. e., a CIM com Etest esteve dentro de +/- 1 
diluipao duplicada da CIM com diluipao em agar, enquanto os 10,9% restantes apresentaram CIM no Etest que foram de mais 
de uma diluipao duplicada diferente da CIM com diluipao em agar). 725 Hill et al. tambem avaliaram o Etest utilizando agar BG 
com 20% de sangue de cavalo e agar RL e verificaram que o metodo Etest produziu resultados semelhantes aos do 
procedimento de diluipao em agar de “referenda” (utilizando agar BG com 20% de sangue de cavalo) para a eritromicina, a 
rifampicina e o cloranfenicol; as CIM do SXT utilizando o Etest foram mais baixas do que aquelas obtidas com diluipao em 
agar. 587 O Etest foi utilizado em um estudo de sensibilidade a eritromicina de 99 isolados de B. pertussis coletados na 
Australia, de 1971 a 2006. 1190 Todos os isolados B. pertussis mostraram-se sensiveis a eritromicina, com CIM de < 0,12 
pg/m/. Galanakis e Englund utilizaram Etest e agar Miieller-Hinton com 5% de sangue de carneiro para testar 100 isolados de 
B. pertussis de um laboratorio regional no estado de Washington para sensibilidade aos macrolidios (eritromicina, 
azitromicina), betalactamicos (amoxicilina, meropenem), fluoroquinolonas (ciprofloxacino, moxifloxacino), clindamicina, 
SXT e tigeciclina. 467 Todos os isolados foram sensiveis a todos os farmacos. Foram observados valores elevados de CIM para 
a clindamicina (3 cepas) e a amoxicilina (1 cepa); a CIM para azitromicina foram ligeiramente mais baixas do que aquelas 
para a eritromicina. Todos os outros farmacos, incluindo a tigeciclina, foram muito ativos contra todas as cepas testadas. Em 
um estudo de 27 isolados de B. pertussis conduzido em Taiwan, foi tambem constatado que todas as cepas mostraram-se 


sensiveis aos macrolidios e ao SXT utilizando Etest com agar Mueller-Hinton com 5% de sangue de cavalo. 1 ' Utilizando o 
Etest com agar Mueller-Hinton contendo 5% de sangue de carneiro, Gordon et al., em Iowa, testaram 45 isolados de B. 
pertussis e verificaram que todos os isolados eram sensiveis a todos os farmacos testados, incluindo macrolidios (i. e., 
eritromicina, azitromicina, claritromicina), clindamicina, fluoroquinolonas (ciprofloxacino, gatifloxacino e trovafloxacino) e 
SXT. 504 Foram relatados resultados semelhantes por Fry et al. utilizando o Etest e agar Mueller-Hinton com 5% de sangue de 
cavalo para testar 583 isolados de B. pertussis coletaos de 2001 a 2009. 4,10 E necessaria uma padroniza 5 ao dos testes de 
sensibilidade para esses microrganismos para a investigacjao de novos agentes antimicrobianos contra as bordetelas, visto que 
essa necessidade pode adquirir maior relevancia clinica se a resistencia a eritromicina se tornar mais disseminada. 

As outras especies de Bordetella tendem a ser mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que B. pertussis. Como 
parte do Multicenter Pertussis Surveillance Project, foram reunidos dados de sensibilidade a agentes antimicrobianos com 
diluigao em agar de 46 isolados de B. parapertussis e 11 isolados de B. bronchiseptica , 741 Embora as cepas de B. parapertussis 
tenham sido sensiveis a eritromicina, ao SXT e ao ciprofloxacino, a maioria demonstrou resistencia a amoxicilina, e todas 
foram resistentes a rifampicina e a tetraciclina. O levofloxacino, o ciprofloxacino e a cefpiroma, uma cefalosporina de amplo 
espectro, foram mais ativos contra B. pertussis do que contra B. parapertussis , 606 Entre os macrolidios, tanto a eritromicina 
quanto a azitromicina mostram-se ativas contra B. parapertussis, e 90% das cepas apresentam CIM para a eritromicina e a 
azitromicina de 0,5 pg/mf e < 0,06 pg/m (, respectivamente. 604 No projeto multicentrico de vigilancia, 82% dos isolados de B. 
bronchiseptica foram sensiveis ao SXT, enquanto 27% mostraram-se sensiveis ao ciprofloxacino; todas as cepas de B. 
bronchiseptica foram resistentes a amoxicilina, a eritromicina, a rifampicina e a tetraciclina. 741 Os isolados de B. hinzii 
apresentam resistencia a ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefazolina, ceftriaxona, cefotaxima, cefuroxima, cefotetana, 
aztreonam, ciprofloxacino e tobramicina, enquanto foram sensiveis a cefalotina, ceftazidima, cefepima, imipenem, 
tetraciclina, SXT, levofloxacino, gentamicina e amicacina. 462,686 Os isolados de B. hohnesii mostram-se sensiveis a 
amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas (i. e., cefazolina, cefotaxima, ceftazidima), aminoglicosidios 
(gentamicina, tobramicina, amicacina), imipenem, tetraciclina, eritromicina, rifampicina, ciprofloxacino e SXT, porem sao 
resistentes a penicilina. 742,948,1245 
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Introdugao 

No verao de 1976, houve um surto explosivo de pneumonia de etiologia desconhecida entre as pessoas que 
participavam de uma convengao da American Legion na Filadelfia. 66 A doenga multissistemica (inclusive 
pneumonia) que esses pacientes desenvolveram foi descrita como doenga dos legionarios. 24 No total, houve 182 
casos de infeegao documentados, dos quais 29 morreram. No inicio de janeiro de 1977, o agente etiologico foi 
isolado pelo Dr. Joseph McDade dos CDC (Centers for Disease Control and Prevention). 110 Por conseguinte, dentro 
de 6 meses, um grande misterio da medicina foi resolvido e uma nova familia de bacterias, Legionellaceae, foi 
descoberta. A historia da Legionella e da doenga dos legionarios foi totalmente revisada. 61,113,149 ’ 171 O leitor tambem 
pode encontrar informagoes sobre o assunto na pagina dos CDC (http://www.cdc.gov/Legionella/index.html) e 
outros sites da internet. 11 


Taxonomia e caracteristicas do genero Legionella 



Em 1979, Brenner, Steigerwalt e McDade classificaram a bacteria que causou o surto de doenga dos legionarios na 
Filadelfia como Legionella pneumophila da familia Legionellaceae. 21 Hoje em dia, existem 50 especies e 
subespecies validadas e publicadas e, no total, 71 tipos sorologicos de Legionella foram isolados de especimes 
humanos, fontes ambientais ou ambos (Tabela 10.1). 81,173 Varias especies descritas recentemente sao parasitas 
intracelulares obrigatorios das amebas de vida livre e podem ser isoladas apenas por cultivo simultaneo destas 
ultimas. 2 ' 7 Esses patogenos amebianos foram reconhecidos inicialmente por Rowbotham, 1 ’ 4 que as denominou de 
patogenos amebianos semelhantes a Legionella (LLAP; do ingles, LegionelIa-///ce amebal pathogenes). L. lytica 
(antes conhecida como Sarcobium lyticum ) parece ser a mais frequente dessas especies. 

As especies de Legionella sao compostas por bacilos gram-negativos, fmos (0,3 a 0,9 pm de largura) e nao 
esporulados. O comprimento dessas bacterias pode variar de curto (1,5 a 2 pm de comprimento) a filamentoso. Em 
geral, nos esfregagos diretos de especimes clinicos, essas bacterias se apresentam curtas e finas, ou cocobacilares, 
mas seu comprimento pode ser mais variado quando sao cultivadas em meios de cultura deficientes em nutrientes, 
nos quais e comum encontrar formas com mais de 20 pm de comprimento. Nas preparagoes de Gram de laminas 
com impressoes de tecidos a fresco, liquido de lavado broncoalveolar (LBA) ou escarro, especies de Legionella sao 
coradas muito mais facilmente com os corantes de Diff-Quik, Giemsa ou Gram-Weigert do que com os corantes 
tradicionais de Gram. Contudo, o acrescimo de fucsina basica a 0,05% ao contracorante de safranina da tecnica de 
Gram possibilita uma coloragao muito melhor das especies de Legionella, bem como de alguns outros bacilos gram- 
negativos que nao se coram facilmente. 

Tabela 10.1 Especies do genera Legionella (niimero de sorogrupos). 


Especies isoladas de seres humanos e do ambiente 

Especies isoladas apenas do ambiente 

L. anisa 

L. adelaidensis 

L. bozemanii (2) 

L. beliardensis 

L. birminghamensis 

L. brunensis 

L. cincinnatiensis 

L. busanensis 

L. dumoffii 

L. cherrii 

L erythrn (2) 

L. drancourtii 

L. feelei (2) 

L. dtozanskii 

L. gormanii 

L. fairfieldensis 

L. hackeliae (2) 

L. fallonii 

L.jordanis 

L. geestiana 

L. lansingensis 

L. gratiana 

L. longbeachae (2) 

L. gresilensis 

L. londiniensis 

L. israelensis 

L. lytica 

L.jamestowniensis 

L. maceachernii 

L. moravica 

L. micdadei 

L. nautarum 

L. oakridgensis 

L. pittsburghensis° 

L. parisiensis 

L. quateirensis 

L. pneumophila-pneumophila (15) 

L. quinlivanii (2) 



L. rowbothamii 


L. pneumophila-fraseri 
L. pneumophila-pascullei 
L. santicrucis 
L. santhelensi (2) 

L. tucsonensis 
L. wadsworthii 


L. rubrilucensa 
L. shakespearei 
L. spiritensis 
L. steigerwaltii 
L. taurinensis 
L. waltersiif 
L. worsleiensis 


a A patogenicidade humana desse microrganismo e duvidosa. 


Com excegao das tres especies imoveis - L. oakridgensis, L. nautarum e L. londiniensis -, as demais especies de 
Legionella sao moveis e tem um ou mais flagelos polares ou subpolares. ; Os membros da familia Legionellaceae 
sao aerobios e nutricionalmente exigentes. Eles requerem L-cisteina e sais de ferro para crescer. R. E. Weaver foi o 
primeiro a cultivar L. pneumophila no agar Miieller-Hinton suplementado com IsoVitalex® e hemoglobina, ambos 
1%. As cepas isoladas podem crescer muito lentamente no agar-chocolate usado tambem para isolar gonococos. O 
meio de crescimento ideal e uma variagao do meio tamponado com agar, carvao e extrato de levedura desenvolvido 
pelo falecido James Feeley. 58 O extrato de levedura do meio fomece os nutrientes necessarios e o carvao ativado 
remove os radicals toxicos de oxigenio produzidos pela exposigao de alguns meios a luz. 8 " O acido N-(2- 
acetamido)-2-aminoetanossulfonico (ACES) tampona ate o pH de 6,9, que e o ideal para o crescimento das especies 
de Legionella. O acrescimo da solugao-tampao de ACES e do a-cetoglutarato resulta no meio tamponado com agar, 
carvao e extrato de levedura (BCYE; do ingles, buffered charcoal yeast extract ). 41 

O crescimento no agar de BCYE, mas nao no agar-sangue, e um dos indicios presuntivos mais uteis de que uma 
cepa isolada poderia ser da especie de Legionella. Outro microrganismo gram-negativo que tambem cresce no agar 
de BCYE, mas nao no agar-sangue convencional, e Francisella tularensis. Em contraste com as especies de 
Francisella, que produzem acido a partir dos carboidratos, as especies de Legionella nao fermentam nem oxidam 
carboidratos. Alguns bacilos termofilicos formadores de esporos e Bordetella pertussis tambem podem crescer no 
agar BCYE; as diferengas de morfologia, sorologia e composigao dos acidos graxos da parede celular ajudam a 
diferenciar esses microrganismos. As especies de Legionella formam acidos graxos tipicos de cadeia ramificada em 
suas paredes celulares. 17 ’ A maioria das especies tem reagoes de catalase e peroxidase fracamente positivas. O teste 
de hidrolise do hipurato de sodio, que e positivo para L. pneumophila e negativo para a maioria das outras especies 
de Legionella isoladas de especimes clinicos, e uma tecnica presuntiva util para a diferenciagao entre L. 
pneumophila e as demais especies de Legionella. A caracterizagao fenotipica de Legionella com base em testes 
bioquimicos e somente uma identificagao presuntiva no nivel de especies de cepas isoladas. Contudo, a sorotipagem 
das cepas isoladas usando testes de imunofluorescencia com anticorpos diretos marcados (AIF) e uma abordagem 
pratica para diferenciar as bacterias supostamente identificadas como especies de Legionella. A identificagao 
definitiva dessas especies pode depender de estudos do acido nucleico e outros procedimentos quimiotaxonomicos 
de referenda. 49,147 


Espectro ch'nico e patologico da legionelose 

A doenga dos legionarios ocorre esporadicamente na forma de pneumonia adquirida na comunidade e em surtos 
epidemicos. 23 57,56 Alem da doenga dos legionarios, tambem ocorre uma forma mais branda conhecida como febre de 
Pontiac. 72 A doenga tambem pode afetar regioes anatomicas situadas fora da cavidade toracica. Desse modo, o 
termo legionelose - que inclui a doenga dos legionarios, a febre de Pontiac e o acometimento extrapulmonar 
causados pelas especies de Legionella - e usado neste capitulo com referenda a qualquer infecgao causada por 
bacterias da familia Legionellaceae. Cerca de 85% dos casos documentados de legionelose tem L. pneumophila 
como agente etiologico. Os sorogrupos 1 e 6 dessa bacteria constituem ate 75% de especies de Legionella 
associadas comprovadamente as doengas humanas. 12 Alem de L. pneumophila, muitas outras especies tambem 



foram isoladas de especimes clinicos humanos (Tabela 10.1). Um estudo intemacional com pacientes portadores de 
infecgoes confirmadas por cultura revelou que a maioria das outras especies comuns - exceto L. pneumophila - era 
de L. longbeachae e L. bozemanii . 1 4 L. micdadei 92,36 e L. dumoffii 56,85 tambem sao responsaveis por doengas 
esporadicas e epidemicas em algumas localidades. Varias especies e/ou sorogrupos podem ser encontrados nos 
sistemas hidricos (sejam ambientais ou de agua potavel) e o mesmo paciente pode ser infectado simultaneamente 
por mais de um sorogrupo ou especie. 101 

A legionelose e diagnosticada mais comumente na forma de pneumonia. Nos casos tipicos, os primeiros sinais e 
sintomas sao fadiga, dores musculares e cefaleia branda. Durante o primeiro dia, os pacientes frequentemente 
apresentam tosse seca de inicio subito e febre (/. e., 38,5° a 40°C, ou mais) com calafrios. Alguns pacientes tern dor 
abdominal e sintomas gastrintestinais (/'. e., nauseas, vdmitos e diarreia). A Tabela 10.2 apresenta um resumo das 
manifestagoes clinicas. Pesquisadores tern demonstrado repetidamente a impossibilidade de diferenciar as diversas 
causas de pneumonia com base na historia clinica, no exame fisico ou nos exames laboratoriais convencionais. 131 
Contudo, a introdugao do teste para antigeno urinario e dos ensaios de amplificagao do acido nucleico da Legionella 
ampliou nossa capacidade de diagnosticar defmitivamente os pacientes com legionelose. 

Nos estagios iniciais, as radiografias do torax geralmente demonstram infdtrados esparsos, que podem progredir 
para condensagao dos cinco lobos. 152,54,112 A Figura 10.1 ilustra uma radiografia do torax de um paciente com 
legionelose. Os infiltrados sao bilaterais em dois tergos dos casos e podem formar-se cavidades de abscessos, 
principalmente nos pacientes imunossuprimidos. As anormalidades laboratoriais comuns incluem diversas 
combinagoes de: leucocitose moderada com desvio a esquerda, proteinuria, hiponatremia, azotemia, nivel serico alto 
de aspartato-aminotransferase (AST) e velocidade de hemossedimentagao elevada. Como ja foi mencionado, a 
legionelose tambem pode causar uma doenga branda autolimitada de curta duragao, que e conhecida como febre de 
Pontiac. Essa doenga evidencia-se por hipertermia, mialgia, mal-estar e cefaleia, mas ha pouca ou nenhuma 
anormalidade respiratoria e nao ocorre pneumonia. ' 4 ' A Tabela 10.2 faz uma comparagao das manifestagoes 
clinicas da doenga dos legionarios e da febre de Pontiac. A forma pneumdnica e a doenga sem comprometimento 
pulmonar podem resultar da exposigao a mesma fonte ambiental. 71 

O espectro clinico da legionelose foi ampliado em comparagao com o que foi defmido originalmente. A doenga 
pode afetar praticamente qualquer orgao do corpo, com ou sem pneumonia. A seguir, descrevemos alguns exemplos 
de acometimento extrapulmonar. Pesquisadores descreveram casos de bacteriemia, mas ha pouca informagao quanto 
a sua frequencia. 43,98,130 Quase 50% dos pacientes com doenga dos legionarios apresentam disturbios do sistema 
nervoso central, inclusive cefaleia, letargia, confusao mental, estupor e outras manifestagoes neurologicas menos 
comuns (p. ex., ataxia, coma e convulsoes). 84 Existem relatos de uma erupgao maculosa nao pruriginosa dolorosa, 
que se limita as superficies pre-tibiais das pemas; contudo, as manifestagoes cutaneas nao sao comuns. 78 L. 
pneumophila do sorogrupo 1 foi isolada dos linfonodos, bago, rins e medula ossea e tambem foi documentada nos 
casos de miocardite aguda, 166 ’ 172 endocardite de proteses valvares, 109 pericardite 108 e infecgoes de fistulas de 
hemodialise. 89 Amow et al. 7 relataram o isolamento de L. pneumophila do sorogrupo 3 combinada com varias 
especies de bacterias anaerobias em um abscesso perirretal. O sorogrupo 4 dessa mesma especie foi demonstrado 
por imunofluorescencia direta nas lesoes da pielonefrite aguda de um paciente, que tinha desenvolvido pneumonia e 
pielonefrite associada a esta bacteria. 35 A legionelose cutanea causada por L. pneumophila do sorogrupo 8 foi 
descrita em uma mulher de 27 anos, que estava imunossuprimida em consequencia de um transplante alogenico de 
celulas-tronco. 122 Contudo, os relatos de manifestagoes extrapulmonares tern sido associados mais comumente a L. 
pneumophila que as outras especies. Por exemplo, L. micdadei foi o unico microrganismo isolado de um abscesso 
cutaneo da pema de uma mulher de 62 anos, que usava prednisona e ciclofosfamida para tratar glomerulonefrite 
rapidamente progressiva. 4 Essa bacteria tambem foi associada a massa cervical de uma menina de 9 anos. 124 Para os 
leitores interessados em estudar mais profiindamente o assunto, existem algumas revisoes excelentes sobre as 
manifestagoes das doengas causadas por outras especies de Legionella alem de L. pneumophila. 56 ’ 57 ’ 112-114 

A soroprevalencia alta do anticorpo contra Legionella em algumas populagoes sugere que a infecgao 
assintomatica ou subclinica possa ser comum. Essa hipotese e reforgada pela demonstragao de infecgoes inaparentes 
(defmidas por conversao sorologica), que ocorreram em um grupo de pacientes submetidos a transplantes renais. 

Tabela 10.2 Manifestagoes clinicas das duas formas de legionelose. 

Doenga dos legionarios Febre de Pontiac 



Mortalidade 
Peri'odo de incuba^ao 
Sinais e sintomas 


Pulmao 


Rins 


Figado 


15 a 30% 

2 a 10 dias 

Febre, calafrios, tosse, mialgia, cefaleia, dor toracica, 
expectoraqio e diarreia. Alguns pacientes tern 
confusao mental ou outras alteragoes do estado 
mental 

Pneumonia com derrame pleural. Em alguns casos, a 
doen^a pulmonar evolui para abscesso pulmonar 

Insuficiencia renal (proteinuria, azotemia e hematuria em 
alguns casos) 

Disfun^ao hepatica moderada 


0 % 

1 a 2 dias 

Semelhantes aos da influenza: febre, calafrios, mialgia. 
Alguns pacientes tern tosse, dor toracica e confusao 
mental 

Dor pleuritica; sem pneumonia ou abscesso pulmonar 

Nenhuma manifestaqio renal 

Nenhuma anormalidade da fun^ao hepatica 


Trato gastrintestinal Diarreia li'quida, dor abdominal, nauseas e vomitos Nenhuma anormalidade 

Sistema nervoso central Sonolencia, delirium, desorientagao, confusao mental e Nenhuma anormalidade do sistema nervoso central 

obnubila^ao. Existem casos raros de convulsao 
comprovada 



■ FIGURA 10.1 Radiografia do torax obtida de um paciente com legionelose. A radiografia foi interpretada como 
infiltrado do lobo superior direito (seta) e um pequeno derrame pleural a esquerda. 










Fatores predisponentes 

Tres fatores sao necessarios ou aumentam as chances de adquirir infecgao sintomatica: 

• Existencia de Legionella virulenta em uma fonte ambiental 

• Mecanismo eficiente de disseminagao das bacterias do ambiente para os seres humanos 

• Depressao dos mecanismos de defesa do hospedeiro, que sao efetivos contra essa bacteria. 

Os pacientes com doenga dos legionarios geralmente sao de meia-idade ou idosos (media de idade: cerca de 55 
anos); contudo, a doenga pode acometer individuos de qualquer faixa etaria, inclusive criangas. 

A legionelose deve ser incluida no diagnostico diferencial dos pacientes imunossuprimidos, que apresentam 
febre e infiltrados pulmonares. Essa doenga deve ser considerada nos pacientes cuja pneumonia nao responde as 
penicilinas, cefalosporinas ou aminoglicosidios; ou em qualquer paciente com pneumonia grave, especialmente 
quando nao ha outro diagnostico nitidamente evidente. Nos pacientes em hemodialise, nos receptores de 
transplantes de orgaos e em outros pacientes cirurgicos, a doenga dos legionarios tern sido uma causa importante de 
morbimortalidade. 12 ~' % 

Outras condigoes potencialmente predisponentes incluem diabetes melito, alcoolismo, doenga pulmonar 
obstrutiva cronica e doenga cardiovascular. Foi sugerido por alguns autores que o tabagismo poderia ser um fator 
predisponente ao surto da Filadelfia e alguns outros surtos subsequentes. Um pre-requisito e a exposigao a 
Legionella virulenta em contagens altas no ambiente. Desse modo, a legionelose tern ocorrido com mais frequencia 
entre as pessoas que viajam para uma localidade com hiperendemia em curso, que frequentemente passa 
despercebida. 12 As infecgoes tambem ocorrem em cruzeiros maritimos e, em geral, estao associadas ao uso de 
banheiras de agua quente ou piscinas de hidromassagem. 83 

Em vista dos pre-requisitos descritos, os locais onde se reunem individuos idosos ou debilitados sao mais 
problematicos. Evidentemente, os servigos de saude tambem sao areas predispostas, em parte devido a atuagao 
equivocada dos engenheiros (involuntaria), que instalam torres de refrigeragao contra o vento na diregao das 
entradas de ventilagao de ar fresco.' 4 

Patologia e patogenese 

Os aspectos patologicos da infecgao humana causada por varias outras especies de Legionella alem de L. 
pneumophila sao semelhantes as que se evidenciam nas infecgoes devidas a esta ultima especie. Em geral, a 
pneumonia lobular multifocal toma-se confluente e pode adquirir distribuigao lobar. Abscessos pequenos sao 
comuns e, em alguns casos mais raros, as radiografias podem demonstrar abscessos grandes. 

Ao exame histologico, neutrofilos, macrofagos e grandes quantidades de fibrila preenchem os alveolos e 
tambem pode ser observada vasculite septica dos pequenos vasos sanguineos. Fibrose pulmonar e redugao da fungao 
respiratoria sao sequelas possiveis a longo prazo. 27 Hematoxilina e eosina (H&E) nao coram bem especies de 
Legionella em preparagoes de laminas a partir de cortes de especimes fixados com formalina “blocados” em 
parafma, mas que podem ser detectadas quando estao presentes em grande quantidade. Um dos metodos de 
impregnagao pela prata - por exemplo, Dieterle, Steiner ou Warthin-Starry - cora bem esses microrganismos. 159 As 
tecnicas de impregnagao pela prata sao inespecificas e coram quase todos os microrganismos presentes, alem de 
Legionella. A coloragao de Gram tecidual de Brown-Hopps tambem cora essas bacterias, mas e essencial atentar 
cuidadosamente aos detalhes e aos controles apropriados. 

Sempre que for possivel, laminas devem ser preparadas a partir de impressoes a fresco com material de biopsia 
pulmonar, porque a demonstragao e a analise de todas as bacterias ficam mais faceis nos esfregagos que nos cortes 
histologicos. As especies de Legionella podem ser demonstradas com as tecnicas de Giemsa, Gram-Weigert e Gram, 
especialmente quando se acrescenta fucsina basica a 0,05% ao contracorante de safranina tradicional da coloragao 
pelo Gram (Prancha 10.1). Esses microrganismos sao patogenos intracelulares facultativos e podem ser encontrados 
dentro dos macrofagos e dos neutrofilos, ou no meio extracelular. 

Uma caracteristica singular de L. micdadei e mostrar acidorresistencia nos especimes clinicos. Contudo, essa 
propriedade e perdida depois do cultivo em agar. Em alguns casos, pode ser necessaria descoloragao modificada (/. 
e., um corante de Fite), como a que e usada para corar especies Nocardia. Ha um caso descrito, no qual a L. 
pneumophila foi isolada de um especime em que haviam sido demonstrados bacilos alcool-acidorresistentes. L ’ 


Entretanto, e diflcil assegurar que nao havia coinfecgao por L. micdadei, uma vez que essa especie e mais diflcil de 
isolar que L. pneumophila. 

Recentemente, houve avangos consideraveis no entendimento da patogenese da legionelose. 67 ’ 151 ’ 52 ’ 60 ’ 82 Essas 
bacterias sao patogenos intracelulares facultativos e replicam predominantemente dentro das celulas do sistema 
macrofago-monocitario, inclusive nos macrofagos alveolares basicamente alveolares. No ambiente natural, varias 
amebas de vida livre permitem o crescimento de Legionella. Em geral, esses microrganismos sao fagocitados pelos 
neutrofilos polimorfonucleares, mas nao parecem replicar-se nestas celulas. Dentro dos macrofagos, as especies de 
Legionella inibem a fusao do fagolisossomo e a acidificaqao dos fagossomos; elas continuam a multiplicar-se, ate 
que a celula hospedeira rompa e libere os microrganismos, que entao podem infectar outras celulas fagociticas. Os 
detalhes patogeneticos tern sido extensivamente estudados. A imunidade celular, mais que a imunidade humoral, 
parece desempenhar um papel central nas defesas do hospedeiro contra essas bacterias. 

Aspectos ecologicos e epidemiologicos da legionelose 

As especies de Legionella estao dispersas nos ambientes naturais e construidos pelo ser humano. A doenga dos 
legionarios e a febre de Pontiac podem ser contraidas depois da exposigao a uma variedade ampla de fontes 
ambientais, mas nao existem evidencias convincentes do estado de portador humano, ou de transmissao 
interpessoal. Desse modo, nao ha indicios de que os pacientes que tern ou tiveram doenga dos legionarios sejam 
“contagiosos”. Alem disso, depois que sao isoladas em laboratorio, as especies de Legionella nao acarretam a 
equipe do laboratorio quaisquer riscos adicionais, alem dos causados normalmente por bacterias isoladas 
rotineiramente no laboratorio de microbiologia clinica. A inalagao dos microrganismos suspensos em aerossol, 
provenientes de fontes ambientais, ou possivelmente a aspiragao das bacterias presentes na agua ou nas secregoes 
orofaringeas, e a via de disseminagao mais provavel. A revisao mais antiga de Broome ainda e relevante. 23 

Incidencia 

A legionelose foi documentada em paises de todo o mundo, mas a morbidade e a mortalidade associadas aos casos 
esporadicos e epidemicos desta doenga estao subnotificadas nas estatisticas de saude publica. A maioria dos paises 
nao dispde de um sistema de vigilancia voltado para o monitoramento da doenga. Alem disso, os medicos e os 
laboratories de microbiologia podem deixar passar a infecgao, em razao da falta de conscientizagao dos medicos 
e/ou da falha dos laboratories em usar os metodos diagnosticos apropriados. 

Em geral, estima-se que menos de 5 a 12% dos casos de pneumonia sejam causados por especies de Legionella, 
mas este indice tern aumentado com a introdugao das tecnicas diagnosticas mais efetivas. 39 Nos surtos da doenga 
dos legionarios (em contraste com a febre de Pontiac), os indices de infecgao da populagao exposta de alto risco 
geralmente sao baixos, mas existem relatos indicando que possam chegar a 30%. 6 Em uma revisao, as especies de 
Legionella (6,7% dos agentes etiologicos) ficaram colocadas em terceiro lugar entre os agentes etiologicos mais 
comuns (depois de Streptococcus pneumoniae [15,3%] e de Haemophilus influenzae [10,9%]) das pneumonias 
adquiridas na comunidade por 359 pacientes intemados em hospitais universitarios, comunitarios e da Veterans 
Affairs, que foram analisados em um estudo americano envolvendo varios centros. 56 Em outros paises, a frequencia 
dos casos esporadicos de pneumonias adquiridas na comunidade causadas por especies de Legionella variou de 2% 
no Reino Unido a 3 a 4% na Alemanha e 10% na Franga. 135 A incidencia da febre de Pontiac na populagao geral e 
desconhecida. Fora do contexto de um surto, os casos esporadicos da febre de Pontiac provavelmente passam 
despercebidos em sua maioria. De qualquer forma, a defmigao da febre de Pontiac e epidemiologica em parte; 
clinicamente, nao e possivel diferenciar entre os casos nao pneumonicos esporadicos da “doenga dos legionarios” e 
os de febre de Pontiac. Pacientes com doengas pneumonica e nao pneumonica (/'. e., febre de Pontiac) foram 
relatados com a mesma exposigao as bacterias ambientais, provavelmente refletindo diferengas nas defesas dos 
hospedeiros e/ou no numero de bacterias inaladas. 

Quando os estudos de incidencia sao avaliados, e importante reconhecer os vieses inerentes introduzidos pelos 
metodos escolhidos pelos pesquisadores, pela exequibilidade de diagnosticar algumas causas de pneumonia e, 
provavelmente, tambem pelos interesses particulares daqueles que coletam os dados. Em um estudo abrangente das 
pneumonias adquiridas no contexto ambulatorial, as especies de Legionella estavam em posigao muito inferior na 
lista dos agentes etiologicos. 1 Em todos os estudos, o agente etiologico mais comum tern sido descrito como 
“indefmido”. 


Legionellaceae no ambiente 

Conforme mencionamos, especies do genero Legionella estao presentes em diversos habitats naturais e construidos 
pelo ser humano. Varios estudos enfatizaram a ecologia das especies de Legionella nos habitats humanos, inclusive 
torres de refrigeragao que usam evaporagao da agua e sistema de agua potavel dos predios. Os habitats construidos 
pelo ser humano provavelmente funcionam como “amplificadores” ou disseminadores das especies de Legionella, 
que se originaram dos ambientes naturais. 

Habitats naturais. As especies de Legionella foram encontradas em reservatorios hidricos naturais de todo o 
planeta, inclusive nas aguas subterraneas. 129 Essas bacterias sao muito comuns em lagos, lagoas, riachos e fontes de 
aguas geladas e quentes. Legionella spp. foram isoladas de habitats aquaticos com temperaturas entre 5,7° e 63°C 64 
e nas aguas de fontes termais usadas para hidroterapia. 18 Aparentemente, as concentragoes mais altas de especies de 
Legionellla sao encontradas nas aguas mais quentes (30° a 45°C), que nas aguas com temperaturas mais baixas. 162 
Em Porto Rico, especies de Legionella foram isoladas da agua do mar e das epifitas das arvores. 121 

Embora o solo (p. ex., poeira levantada pelo vento em uma area de escavagao) tenha sido implicado 
epidemiologicamente (ainda que nao tenha sido estudado sob a perspectiva microbiologica) como fonte de 
Legionella durante um dos primeiros surtos da doenga dos legionarios, existem poucos relatos de tentativas de isolar 
especies desta bacteria do solo. L. pneumophila e L. bozemanii foram isoladas de amostras do solo umido, pouco 
depois do reconhecimento dessas bacterias. 111 Steele el al. 146 isolaram L. pneumophila, L. longbeachae do sorogrupo 
1 e L. micdadei de terra de vasos na Australia. L. longbeachae do sorogrupo 1 foi isolada de solo natural e de 
serragem de pinheiro. Estudos epidemiologicos e microbiologicos realizados no sul da Australia durante um surto 
de legionelose causada por L. longbeachae do sorogrupo 1 sugeriram que o solo (mas nao a agua) pudesse ser o 
habitat natural desta bacteria e que o solo pudesse ser a fonte desse patogeno humano. Nesse estudo, jardinagem no 
solo, em vez de exposigao a agua contaminada por L. longbeachae, parecia ser o fator de risco ambiental principal 
associado a legionelose. 14 ^ E necessario realizar muito mais estudos sobre a ecologia em habitats naturais aquaticos 
e terrestres. 

Habitats aquaticos construidos pelo ser humano (artificials). Existem relatos numerosos que associaram a 
presenga de L. pneumophila na agua quente potavel a ocorrencia da legionelose. As especies de Legionella parecem 
sobreviver aos procedimentos comuns de cloragao das estagoes de tratamento de aguas municipais e, por isso, como 
seria esperado, podem estar presentes na agua potavel fomecida para casas, predios de apartamentos, hoteis, 
hospitais e outras construgoes. 3,150 Em alguns casos, a agua quente potavel, especialmente quando nao ultrapassava a 
temperatura de 55°C, continha concentragoes altas de Legionella. Alem da temperatura da agua, a construgao dos 
sistemas de tubulagao tambem parece desempenhar um papel importante; por exemplo, a presenga das especies de 
Legionella pode ser favorecida pela existencia de alguns tipos de resinas nas gaxetas das tubulagoes; pela existencia 
de extremidades “cegas” ou fundos de saco, nos quais ha estase, obstrugao ou estagnagao do fluxo de agua; e pela 
presenga de biopeliculas ou camadas de limo na superficie das tubulagoes, que contem outras bacterias comensais, 
protozoarios e algas. 99,144 Alguns desses estudos foram realizados antes que se reconhecesse a importancia dos 
protozoarios ambientais e nao esta claro se algumas destas associagoes podem ser fortuitas, em vez de causais. 
Pesquisadores defmiram alguns dos fatores associados a replicagao mais acentuada das bacterias nas casas, 30 mas e 
praticamente impossivel esclarecer a questao do nivel residencial. E importante salientar que infecgoes 
aparentemente adquiridas no ambiente hospitalar podem, na verdade, ter sido contraidas nas casas dos pacientes. 138 

Na sociedade modema existem inumeros mecanismos pelos quais as bacterias presentes na agua podem ser 
dispersadas por aerossol e transmitidas as vias respiratorias desprotegidas. Em 1990, os CDC relataram um surto de 
doenga dos legionarios adquirida na comunidade, que envolveu 33 pacientes e estava associado a um umidificador 
do galpao de um mercado. 1 " ' O umidificador gerava continuamente um aerossol de agua da tomeira (provavelmente 
contendo L. pneumophila ) em goticulas inalaveis (2 a 5 pm) sobre os estandes com os produtos. O sistema usava 
transdutores ultrassonicos localizados no reservatorio de agua de torneira do umidificador para produzir o vapor. 

Outras fontes publicas de infecgao eram fontes omamentais. 79 As termas de hidromassagem tern sido implicadas 
comumente como fonte das bacterias dos pacientes com legionelose. 55,74 Surpreendentemente, um surto numeroso 
ocorrido em uma exposigao de flores da Holanda foi atribuido as termas de hidromassagem utilizadas nos 
estandes. 32 Uma cepa de L. pneumophila tambem foi isolada de um borrifador usado nos estandes, mas o genotipo 
desta cepa era diferente do que foi encontrado em duas termas de hidromassagem e nos pacientes infectados. Essas 


experiences enfatizam a importancia de culturas para bacterias e de analises moleculares de cepas ambientais e 
clinicas durante a investigagao de uma epidemia. 

Embora as especies de Legionella tenham sido isoladas de chuveiros e suas aguas em diversas ocasioes, existem 
poucas evidencias de que tomar banho de banheira ou chuveiro com essas aguas cause legionelose. 65 ’ 114 As 
evidencias confirmatorias fomecidas por Breiman et al. em seu estudo de um surto nosocomial de doenga dos 
legionarios de um hospital de South Dakota reforgaram a hipotese de que a agua de chuveiro aerossolizada possa 
servir como veiculo de disseminagao de L. pneumophila aos pacientes. 20 Talvez o exemplo mais bizarro de doenga 
dos legionarios associada a agua tenha sido uma infecgao neonatal adquirida durante o nascimento em uma banheira 
de hidromassagem domestica. 18 

Os fatores que promovem o crescimento de especies de Legionella nos sistemas de tubulagao nao estao bem- 
esclarecidos, apesar da ampla literatura acumulada. Essas bacterias sao microrganismos exigentes, que requerem 
meios enriquecidos para crescer no laboratorio e nao e provavel que a agua potavel supra todas as suas necessidades 
nutricionais para crescimento e geragao de energia. Rowbotham foi o primeiro pesquisador a demonstrar que 
especies de Legionella multiplicam-se em relagao direta com amebas de vida livre aquaticas e terrestres dos generos 
Acanthamoeba e Naegleria (ver Capitulo 22). 133 Outros autores confirmaram e ampliaram essas observagoes, nao 
apenas com esses dois generos citados, mas tambem com outras amebas, inclusive Hartmannella e o ciliado 
Tetrahvmena , 62,119,161 Desse modo, as amebas e os ciliados fagocitam especies de Legionella, assim como outras 
bacterias presentes na natureza, e estas podem entao sobreviver e multiplicar-se nos habitats nutricionalmente 
deficientes enquanto vivem como parasitas dentro dos protozoarios. Alem disso, alguns autores sugeriram que as 
amebas - que produzem cistos - poderiam conferir protegao adicional a Legionella dentro dos cistos, de forma a 
evitar os efeitos do cloro. 90,143 Cientistas aproveitaram-se dessa associagao para facilitar o isolamento de Legionella 
do ambiente e uma dessas especies ( L. lytica ) consiste em cepas que crescem apenas dentro das amebas. 

Legionelose dos viajantes 

Desde o primeiro surto da doenga dos legionarios em 1976, que ocorreu entre individuos que viajaram para a 
Filadelfia, pesquisadores relataram casos esporadicos e epidemicos desta doenga associada as viagens em muitos 
paises de todos os continentes. 32 A incidencia real da doenga associada as viagens nao esta defmida. As infecgoes 
provavelmente sao subnotificadas, nao apenas porque nao sao diagnosticadas adequadamente e nao ha 
conscientizagao quanto ao seu significado epidemiologico, mas tambem possivelmente em razao das preocupagoes 
quanto ao efeito da publicidade negativa no turismo. Infecgoes esporadicas e pequenos surtos ocorrem todos os anos 
e estao associados especialmente aos hoteis e aos seus sistemas de distribuigao de agua contaminada por Legionella. 
Como seria esperado, os surtos podem ser recorrentes e persistentes, ate que a causa do problema seja reconhecida e 
corrigida. Surtos de infecgao tambem foram observadas entre viajantes que estiveram a bordo em cruzeiros 
maritimos. 

Os casos esporadicos e os pequenos surtos de legionelose associada as viagens devem ser notificados aos orgaos 
de saude publica e devem levar as investigagoes da fonte e da magnitude do surto, de forma a evitar disseminagao 
adicional ao publico viajante. Conforme foi demonstrado primeiramente na epidemia da Filadelfia em 1976 e como 
tern sido confirmado repetidamente, o reconhecimento do problema pode ocorrer apenas com a reuniao de varios 
relatos individuais da doenga a um orgao central de referenda, inclusive um servigo de saude publica. 

A doenga aparentemente esporadica, que nao esta relacionada com viagens, tambem pode estar associada na 
verdade a um foco epidemico ainda desconhecido. 1 Bhopal sugeriu algumas abordagens que podem ser uteis as 
autoridades de saude publica para detectar problemas em suas areas de abrangencia. 14 

Uma reviravolta recente no sentido do tema da infecgao associada as viagens foi o reconhecimento de que os 
participantes de cruzeiros de ferias estavam em risco de contrair essa e tambem outras infecgoes. 26 Como tambem 
ocorre nos resorts terrestres, essas infecgoes foram atribuidas aos sistemas hidricos contaminados, inclusive termas 
de hidromassagem. 

Surtos nosocomiais de legionelose 

Entre as populagoes hospitalizadas, existem pacientes que podem estar imunossuprimidos e sao muito suscetiveis as 
infecgoes em geral. Esses pacientes estao sujeitos a adquirir legionelose, caso sejam expostos a cepas virulentas. 


A fonte habitual de Legionella para pacientes hospitalizados e a agua 14 " (principalmente dos sistemas de agua 
quente), especialmente em chuveiros ou banheiras. 53 Alem disso, os pacientes podem ser infectados pelas torres de 
refrigeragao, que fazem parte ou estao proximas do complexo do servigo de saude. 1 ’" Outras fontes confirmadas 
foram tubos nasogastricos (com microaspiragao das especies de Legionella presentes na agua contaminada), 
umidificadores, equipamentos de fisioterapia respiratoria (p. ex., mascaras e nebulizadores portateis lavados com 
agua de tomeira contaminada), banheiras de hidromassagem e outras menos comuns. O diagnostico imediato da 
legionelose e a vigilancia epidemiologica das infecgoes hospitalares sao necessarios nao apenas para o tratamento 
eficaz e imediato, como tambem para facilitar as medidas de controle institucionais a fim de se evitarem infecgoes 
subsequentes. Com a taxa de mortalidade alta associada a doenga dos legionarios (variagao: 30 a 50%), seria 
prudente que fossem adotadas medidas para evitar a disseminagao das especies de Legionella do ambiente hospitalar 
para os pacientes, que provavelmente sao mais suscetiveis a esta infecgao. 

A doenga dos legionarios nosocomial tambem foi relacionada especificamente com o uso da agua de tomeira 
para limpar nebulizadores usados para administrar farmacos e outros equipamentos de fisioterapia respiratoria. Em 
um estudo realizado por Mastro et a/., 107 o uso da agua de tomeira contaminada por L. pneumophila para lavar 
nebulizadores utilizados para medicagao era um fator significativo, que resultou em um surto nosocomial da doenga 
dos legionarios entre pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica. Em um pequeno surto de infecgoes, 
particularmente instrutivo, a doenga era mais comum nos pacientes que usavam corticosteroides e foram expostos 
aos nebulizadores ou aos umidificadores de ambientes alimentados com agua de tomeira. 8 

Alguns casos de doenga dos legionarios nosocomial foram relacionados com microaspiragao de agua 
contaminada por especies de Legionella nos pacientes com tubos nasogastricos. 16,44,106,105 Uma reviravolta diferente 
foi documentada no Stanford University Medical Center, quando pacientes cinirgicos banhados com agua de 
tomeira desenvolveram infecgoes de feridas causadas por Legionella. Sem duvida, as bacterias foram introduzidas 
diretamente nas feridas,""’ em vez de entrarem nas vias respiratorias e depois disseminarem, embora esta ultima 
sequencia de eventos tambem tenha sido demonstrada. 

Considerando todos esses fatos e a facilidade relativa com que se pode utilizar agua esteril em individuos com 
alto risco, e dificil justificar ou recomendar a continuagao do uso da agua de tomeira.'’ 

Diagnostico laboratorial 

Tradicionalmente, a base do diagnostico tern sido a cultura, que e absolutamente especifica e fomece cepas isoladas 
para estudo epidemiologico e tipagem molecular. A detecgao do antigeno urinario e uma tecnica coadjuvante util, 
principalmente nos pacientes que nao produzem quantidades adequadas de escarro para cultura. Essa tecnica e 
extremamente sensivel, mas os especimes de urina continuam positivos por muito tempo depois da regressao da 
doenga. A detecgao de acidos nucleicos ainda nao alcangou o estagio de disponibilidade ampla no mercado e 
praticidade, mas provavelmente sera um recurso diagnostico importante no fiituro. 116 No passado, o diagnostico 
sorologico dependia da soroconversao, que fomecia apenas informagao retrospectiva; esta tecnica era especialmente 
util para investigagoes de epidemias. Os avangos dos testes sorologicos hoje permitem a diferenciagao entre a 
imunoglobulina M (IgM) e a imunoglobulina G (IgG) especificas para Legionella e isso ajuda a confirmar o 
diagnostico da legionelose. Embora isso represente um avango, outros testes (p. ex., antigeno urinario de Legionella, 
reagao da cadeia de polimerase [PCR; do ingles, polymerase chain reaction ] e cultura) poderiam ser positivos na 
fase aguda da doenga, antes da conversao sorologica. Um estudo revisou as limitagoes de escolha de exames 
diagnosticos. 164 O uso dos recursos diagnosticos introduzidos mais recentemente, inclusive PCR e teste do antigeno 
urinario, ampliou expressivamente a capacidade do laboratorista de contribuir significativamente para o diagnostico 
da legionelose em particular e das pneumonias adquiridas na comunidade em geral. 10,104 

Selecao, coleta e transporte dos especimes clinicos 

O espectro clinico amplo e a morbimortalidade grave da doenga dos legionarios enfatizam a necessidade do 
diagnostico laboratorial rapido e preciso. Quando se suspeita clinicamente da doenga dos legionarios, especimes das 
vias respiratorias inferiores devem ser obtidos para cultura e/ou PCR para Legionella. Embora alguns ainda utilizem 
o teste de anticorpo fluorescente direto (AFD), esta tecnica e inferior a PCR, tanto em sensibilidade quanto em 
especificidade. Os especimes adequados incluem escarro expectorado, materiais recolhidos durante a broncoscopia 
(p. ex., escovagao, biopsia, lavagem ou lavagem bronquica), aspirados transtraqueais, biopsias de pulmao, biopsias 


de as pi rag ao por agulha fma do pulmao e liquido pleural. Na maioria dos casos, e suficiente testar os especimes 
quanto a presenga de especies de Legionella apenas se houver solicitagao especlfica. Entretanto, seria conveniente 
incluir as especies de Legionella no espectro de patogenos pesquisados na cultura de tecidos pulmonares dos 
especimes recolhidos durante a necropsia, quando a causa do obito e indeterminada. Essas culturas de rotina podem 
funcionar como um dos componentes do sistema de alerta, de que esses patogenos transmitidos pela agua podem ser 
um problema em determinada instituigao. 

O isolamento primario das especies de Legionella em meios solidos tern sido bem-sucedido com materiais de 
biopsia pulmonar (fechada ou aberta), liquido pleural, aspirados transtraqueais, amostras de LBA e escarro. Um 
meio seletivo razoavelmente eficaz esta disponivel para o isolamento primario de L. pneumophila a partir do escarro 
e dos materiais bronquicos contaminados. 40,42,167 

Os especimes devem ser recolhidos cuidadosamente para evitar aspersao de aerossois e devem ser transportados 
ao laboratorio a temperatura ambiente em recipientes estereis a prova de vazamento, de preferencia nas primeiras 
duas horas depois da coleta. Os especimes que precisem ser enviados a um laboratorio de referencia devem ser 
refrigerados ou acondicionados em gelo umido, caso se espere uma demora inferior a 2 dias. Os especimes que 
precisem ser armazenados por dias ou semanas devem ser mantidos a -70°C ou menos. Essas amostras podem ser 
enviadas em gelo seco. Os especimes que precisem ser enviados a um laboratorio de referencia devem ser 
embalados e enviados por correios de acordo com as regulamentagoes federais (ver Capitulo 1). Quando os 
especimes sao enviados apenas para exame patologico e sao fixados em formalina neutra tamponada antes do envio, 
eles nao precisam ser refrigerados ou congelados durante o transporte. Os especimes enviados para analise por PCR 
devem ser manuseados da mesma forma que para cultura. 

L. pneumophila tern sido isolada ocasionalmente de hemoculturas utilizando meios convencionais 
suplementados com L-cisteina e pirofosfato ferrico e, no passado distante, usando os meios aerobios e anaerobios 
radiometricos BACTEC® (Becton Dickinson Instrument Systems, Sparks, MD) sem suplementos especiais. 48 A 
subcultura as cegas dos frescos aerobios e anaerobios BACTEC® no meio BCYE parece ser necessaria ao 
isolamento de Legionella. Conforme foi mencionado antes, essas bacterias tambem podem ser encontradas em 
estruturas extrapulmonares, embora raramente. A utilidade pratica de buscar rotineiramente especies de Legionella 
nas hemoculturas ou nos especimes extrapulmonares e pequena. Contudo, a possibilidade de realizar culturas a 
partir de especies nao respiratorios deve ser mantida, caso venham a ser necessarias. 

Alem dos especimes citados antes, a urina (de preferencia, uma primeira amostra da manha) deve ser colhida 
para detectar o antigeno de Legionella, enquanto o soro deve ser enviado para exames sorologicos. Uma amostra de 
soro da fase aguda deve ser obtida imediatamente como complemento aos outros testes, que podem permitir um 
diagnostico mais rapido. Essa amostra de soro deve ser testada para anticorpos IgG e IgM especificos para 
Legionella. A presenga de IgM especifica, com ou sem IgG especifica para esta bacteria, reforga a hipotese de 
doenga aguda. Os anticorpos podem nao ser detectados nas fases muito iniciais da doenga, de forma que uma 
amostra da fase de convalescenga deve ser obtida se a causa da infecgao ainda nao foi determinada. Os exames 
sorologicos sao especialmente uteis para os pacientes que produzem pouquissimo escarro. Ih Infelizmente, a 
formagao de um titulo diagnostico de anticorpos pode ser demorada e ocorre em nao mais que 75 a 80% dos 
pacientes que, por fim, tern o diagnostico de doenga dos legionarios confirmado.' 11 Alem disso, existem pacientes 
que fazem soroconversao, mas permanecem assintomaticos; estes individuos provavelmente tiveram infecgao 
subclinica. 

Exame direto dos especimes clinicos 

Exame macroscopico. O exame macroscopico dos especimes pulmonares pode ajudar o patologista a escolher as 
melhores areas para cultura ou exame histologico. Os esfregagos diretos dos exsudatos ou das preparagoes de 
impressao com material de biopsia de pulmao a fresco devem ser preparados. Os cortes congelados das amostras de 
pulmao tambem sao uteis ao diagnostico. Os cortes congelados e as preparagoes de impressao devem ser colocados 
em metanol para fixagao, caso se deseje realizar coloragao pelo Gram, H&E, Giemsa, Diff-Quik® ou coloragao 
acidorresistente de Kinyoun modificada. A coloragao por Giemsa e util para demonstrar Legionella e outras 
bacterias nas preparagoes de impressao a fresco com biopsias de pulmao ou materiais de broncoscopia. A coloragao 
pelo Gram tambem deve ser realizada, porque ela fornece informagoes diferentes. 


Exame microscopico. Varios especimes (p. ex., aspirados transtraqueais, liquido pleural, aspirados do empiema 
toracico, aspirados de pulmao por agulha fma e preparagoes de impressao com biopsias de pulmao) podem ser 
corados pelo Gram. A fixagao com metanol e melhor que a fixagao por calor e a intensidade da coloragao pode ser 
aumentada ampliando-se o tempo de coloragao com safranina para 10 minutos ou mais. Como altemativa, a 
carbolfucsina a 0,05% acrescentada a safranina acentua a intensidade da coloragao pelo contracorante. O corante de 
Gram-Weigert, Diff-Quik* ou Giemsa pode revelar mais microrganismos, que podem ser encontrados na coloragao 
rotineira pelo Gram. Nos cortes histologicos embebidos em parafma e fixados em formalina, Legionella nao podem 
ser demonstradas facilmente nas preparagoes coradas com H&E, Gram, Brown-Brenn, Brown e Hopps, ou 
MacCallum-Goodpasture. A coloragao com metamina de prata de Gomori (GMS) e a coloragao com acido 
periodico de Schiff (PAS) nao sao uteis para demonstrar Legionella. Uma coloragao alcool-acida modificada, que 
tambem e usada para corar especies de Nocardia, ajuda a demonstrar L. micdadei. 117 Todas essas coloragoes podem 
ser realizadas em esfregagos por impressao ou cortes histologicos, mas sao mais satisfatorias com esfregagos fmos. 
Um metodo histoquimico muito sensivel para demonstrar todos os tipos de bacterias e a coloragao por impregnagao 
pela prata, que foi desenvolvida originalmente para espiroquetas. Inicialmente, utilizava-se um corante de Dieterle 
modificado, com o qual os microrganismos eram corados em preto a marrom-escuro. Outras tecnicas de 
impregnagao pela prata, inclusive as tecnicas de Steiner e Warthin-Starry, tambem fiincionam e coram esses 
microrganismos da mesma forma. Em geral, essas coloragoes com prata sao realizadas em cortes histologicos. 
Embora sejam sensiveis, os graos de prata depositados nesses corantes obscurecem a morfologia das bacterias e, 
evidentemente, a reagao ao Gram nao pode ser defmida. A morfologia da L. pneumophila esta ilustrada na Prancha 
10.1 A,B eD. 

PCR e outros metodos moleculares para Legionella 

Assim como muitos outros microrganismos exigentes, a PCR ou outros ensaios baseados na amplificagao de acidos 
nucleicos sao mais sensiveis que a cultura para detectar Legionella. Embora existam alguns ensaios disponiveis no 
mercado, muitos sao testes desenvolvidos no proprio laboratorio. 76,125 ’ 128 ’ 158,165 A Figura 10.2 demonstra as curvas de 
amplificagao de uma PCR especifica para L. pneumophila. Alem disso, esses ensaios tambem estao disponiveis nos 
laboratories de referencia de alta qualidade. 

Hayden et al. 16 estudaram especimes de LBA arquivados de pacientes que tiveram legionelose confirmada por 
cultura, em comparagao com PCR e AFD. A sensibilidade e a especificidade da PCR foram de 100% cada, enquanto 
os indices correspondentes para o AFD foram de 44 e 100%, respectivamente. Nosso grupo revisou 22.345 testes 
para Legionella realizados na Cleveland Clinic ao longo de um periodo de 4 anos. Isso incluia os resultados de uma 
PCR especifica para L. pneumophila, o teste do antigeno urinario para Legionella e cultura para Legionella. Houve 
20 pacientes com legionelose confirmada laboratorialmente durante esse periodo com base na positividade de ao 
menos dois desses exames. Dentre esses, 50% (10/23) eram positivos em todos os testes, 45% tinham cultura 
negativa e PCR e antigeno urinario para Legionella positivos; e 5% (1/20) eram positivos apenas para PCR e 
cultura. 2 Nesse contexto, a PCR foi o ensaio mais sensivel, seguido de perto pelo antigeno urinario para Legionella', 
um resultado decepcionante foi que as culturas detectaram apenas 55% dos pacientes infectados. Nesse intervalo, 
nenhuma outra especie de Legionella alem da L. pneumophila foi detectada. 

Teste de anticorpo fluorescente direto. Os ensaios de imunofluorescencia direta, desenvolvidos originalmente por 
Cherry et al. 29 dos CDC, tem sido usados para a detecgao rapida das especies de Legionella nos especimes clinicos 
das vias respiratorias. Em comparagao com a cultura e a PCR, o AFD tem sensibilidade baixa (25 a 70%). 173 A 
especificidade tem sido alta, mas quando ha prevalencia baixa de infecgao por Legionella, os resultados falso- 
positivos sao inaceitavelmente frequentes. O teste de AFD para L. pneumophila tambem e positivo em alguns 
individuos saudaveis. 22 Alem das reagoes imunes cruzadas possiveis, a contaminagao por bacterias do ambiente 
parece ter causado alguns resultados falso-positivos, mesmo que tenham sido tornados cuidados rigorosos durante a 
realizagao do teste. Por isso, nao se pode recomendar o uso da imunofluorescencia para confirmar o diagnostico 
diretamente nos especimes do paciente. 

Contudo, a imunofluorescencia e um metodo util para identificar bacterias isoladas. Varios fomecedores 
comercializam antissoros polivalentes conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC; do ingles, fluorescein 
isothiocyanate), bem como de soros de controles e outros reagentes para realizar o teste de AFD para Legionella , 46 
Vale lembrar que alguns conjugados monoclonais de AFD nao conseguiram detectar L. pneumophila nos 


reservatorios de agua fria e quente e em amostras de swab retiradas de chuveiros e de uma tomeira de agua 
quente; 160 por isso, esses testes de AFD nao podem ser recomendados para testar agua potavel ou outras amostras 
obtidas de sistemas hfdricos construidos pelo ser humano. As tecnicas de PCR sao mais confiaveis para realizar 
testes com amostras ambientais. 



Numero de clclos 

■ FIGURA 10.2 Curva de amplificagao em tempo real para uma PCR especifica para Legionella pneumophila que 
demonstra que os 14 sorotipos desta bacteria sao detectados, enquanto as outras especies de Legionella nao sao 
detectadas neste ensaio. 

Durante a realizagao do teste de AFD, o anticorpo especifico na forma de um antissoro polivalente ligado ao 
FITC (conjugado) e dirigido contra o(s) antigeno(s) a ser detectado geralmente e adquirido no comercio. As 
instrugoes do fabricante do kit devem ser seguidas. O antigeno (presente na superficie ou dentro da celula da 
Legionella ) e fixado em uma lamina e, em seguida, coberto com anticorpo ligado ao FITC, formando um complexo 
antigeno-anticorpo. Esse complexo nao e eliminado quando e lavado suavemente com um uma solugao-tampao. 
Quando o(s) antigeno(s) de uma especie de Legionella reage(m) com o anticorpo conjugado ao FITC, a exposigao a 
luz ultravioleta faz com que a molecula do FITC emita luz com comprimentos de onda mais longos na faixa verde- 
amarelo do espectro de cores e, ao exame com um microscopio de fluorescencia, as bacterias podem ser detectadas 
como bacilos verde-amarelos intensamente fluorescentes. 

Detecgao de antigeno da Legionella. Os procedimentos disponiveis para detectar antigenos da Legionella na urina 
- desenvolvidos por Kohler et al. do Indiana University Medical Center - incluem radioimunoensaio, ensaio de 
imunoabsorgao ligado a enzima e aglutinagao do latex. Os imunoensaios disponiveis no mercado para detectar 
antigenuria causada por L. pneumophila do sorogrupo 1 tem especificidade muito alta (perto de 100%). Hoje em 
dia, existem no mercado alguns ensaios de alta qualidade para detectar antigeno da Legionella na urina. Esses testes 
sao muito uteis, especialmente para os pacientes que nao produzem quantidades de escarro suficientes para cultura. 
Os testes devem ser realizados simultaneamente com PCR e/ou cultura para Legionella em todos os pacientes 
suspeitos de ter legionelose. As limitagoes principais desses ensaios e que se limitam a um unico sorogrupo, embora 
este seja o patogeno humano mais comum do genero. Outra limitagao possivel e a excregao prolongada do antigeno 
por alguns pacientes que, em alguns casos, pode chegar a 1 ano. Principalmente os pacientes imunossuprimidos que 
demoram a ter regressao da febre estao mais sujeitos a excretar antigeno por mais de 60 dias. 142 Por essa razao, a 
detecgao do antigeno urinario deve ser correlacionada diretamente com a historia clinica e outros resultados 
laboratoriais e radiograficos, antes que se possa atribuir a infecgao atual a Legionella , 94 Alguns autores tambem 
descreveram reagoes cruzadas ocasionais entre os sorogrupos de L. pneumophila , 93 




















Deteccao de Legionella nos especimes clinicos 
Isolamento das especies de Legionella das amostras clmicas 

A cultura bacteriologica de Legionella e um metodo usado em muitos laboratories para diagnosticar legionelose. 176 
Embora a cultura seja 1,5 a 3,0 vezes mais senslvel que o teste de AFD, ela e menos senslvel que as tecnicas 
baseadas em PCR e os testes para antlgeno urinario de Legionella. 

Em geral, a cultura de uma especie de Legionella tern importancia cllnica, porque estas bacterias nao sao 
isoladas rotineiramente da microbiota normal das vias respiratorias superiores. 

O meio solido nao seletivo recomendado para isolar Legionella e o agar BCYE, que contem L-cistema, 
pirofosfato ferrico, tamponador de ACES, acido a-cetoglutarico e carvao ativado. Esse meio esta disponlvel no 
mercado e e fomecido por varias empresas. Alem do agar BCYE, deve-se considerar o uso de um ou mais meios 
seletivos para evitar o crescimento exagerado da microbiota normal. Antibioticos tern sido acrescentados a base de 
BCYE, resultando em meios seletivos razoavelmente eficazes. Um meio seletivo util contem base de BCYE 
suplementada com cefamandol, polimixina B e anisomicina e e conhecido como BMPA. Outra opgao contem 
glicina, vancomicina, polimixina B e anisomicina; este meio e conhecido como meio de “Wadowsky-Yee 
modificado” ou simplesmente MWY. O cefamandol da primeira modificagao inibe as especies de Legionella que 
nao produzem betalactamase, enquanto o meio MWY nao e tao seletivo quanto o BMPA. Os meios seletivos 
baseados no agar BCYE estao amplamente disponiveis no mercado. Como os meios seletivos podem inibir algumas 
especies de Legionella, eles devem ser usados simultaneamente com o agar BCYE nao seletivo. 

Especimes de tecidos. Para inocular o especime no meio de BCYE ou BMPA, os tecidos pulmonares a fresco 
devem ser aplicados suavemente com uma certa pressao (/. e. “batidos de leve”) no primeiro quadrante e uma alga 
de inoculagao esteril e usada para transferir este inoculo para os outros quadrantes do meio de isolamento primario. 
Como altemativa, pode-se utilizar um triturador de tecidos esteril para homogeneizar fragmentos de 1 a 2 mm do 
especime picado em 0,5 a 1,0 m£ de caldo esteril (p. ex., caldo de soja tripticase ou um meio de tioglicolato 
enriquecido). Depois da homogeneizagao, o meio de isolamento e inoculado com cerca de 0,1 m t do 
homogeneizado e semeado em estrias para isolar o microrganismo. Alem disso, laminas coradas pelo Gram devem 
ser preparadas a partir do mesmo especime. 

Liquido pleural e aspirados transtraqueais. O liquido pleural e os aspirados transtraqueais sao inoculados 
diretamente nos meios seletivos e nao seletivos, assim como foi explicado para os homogeneizados de tecidos. As 
placas com BCYE e BMPA sao incubadas em uma incubadora com C0 2 de 5 a 10%, incubadas a 35°C e 
examinadas diariamente por 5 dias; as placas podem ser examinadas a cada 2 a 3 dias, ate completar 2 semanas. 
Outros meios para especimes das vias respiratorias inferiores (p. ex., agar-sangue de cameiro, agar-chocolate e agar 
MacConkey) tambem sao inoculados e incubados da forma habitual. O mesmo especime usado na cultura tambem 
deve ser processado para preparar esfregagos corados pelo Gram. 

Procedimento de descontaminagao por lavagem acida. Os meios seletivos disponiveis hoje em dia para o 
isolamento primario de Legionella nao sao totalmente seletivos e, desse modo, permitem o crescimento indesejavel 
de outras bacterias (p. ex., Bacillus spp. ou Pseudomonas spp.). Alem disso, o crescimento de Legionella no meio de 
BCYE pode ser inibido por outras bacterias presentes nos especimes clinicos, mesmo quando sao acrescentados 
antibioticos aos meios seletivos. De acordo com alguns autores, o tratamento dos especimes respiratorios 
contaminados (p. ex., escarro, lavados bronquicos, aspersao bronquica e aspirados traqueais) com uma solugao de 
lavagem acida antes da inoculagao nas placas de BCYE e BMPA facilita o isolamento de Legionella. 1 ' O protocolo 
descrito no Quadro 10.1 online pode ser usado para processar especies que contenham microbiota normal. O uso da 
descontaminagao por lavagem acida nao se tomou uma pratica corrente nos laboratories clinicos. Contudo, estudos 
demonstraram que isso aumenta a positividade do isolamento de Legionella dos especimes ambientais, em 
comparagao com a inoculagao direta nos meios seletivos ou nao seletivos com e sem inclusao dos metodos de 
concentragao. 9 O tratamento dos especimes com calor produziu apenas aumento discreto da positividade do 
isolamento de Legionella e nao foi recomendado rotineiramente. 71 

Hemoculturas. Em alguns casos, a coleta de sangue para cultura de Legionella pode ser util em certos contextos 
clinicos. Entre os procedimentos usados estao os metodos de cultura em caldo e a lise-centrifugagao. A subcultura 
ou a coloragao “aleatoria” com um corante sensivel (p. ex., laranja de acridina), ou as culturas em caldo devem ser 


realizadas, porque Legionella comumente nao ativa os indicadores de crescimento utilizados nos sistemas 
comerciais. Os pacientes com hemoculturas positivas tinham concentragoes significativamente mais altas de 
Legionella nos especimes das vias respiratorias que os pacientes com hemoculturas negativas. A utilidade das 
hemoculturas rotineiras para pacientes menos graves nao esta defmida. 

Identificacao das especies de Legionella 

Nos casos tipicos, as colonias de Legionella aparecem no meio de BCYE depois de 2 a 3 dias de incubagao nas 
areas que foram macigamente inoculadas. Quando ha apenas poucos microrganismos e as placas foram inoculadas 
ligeiramente, as colonias isoladas podem demorar varios dias a mais para que se formem. As colonias variam quanto 
ao tamanho, desde dimensoes puntiformes ate areas com 3 a 4 mm de diametro. Elas sao brilhantes, convexas, 
circulares, ligeiramente irregulares e tern margem continua (Prancha 10.1 C). Quando sao examinadas com um 
microscopio de dissecgao (7 a 15x), as colonias de Legionella parecem ter estruturas intemas cristalinas em seu 
interior, ou tern aspecto opalescente pontilhado semelhante as colonias de Fusobacterium nucleatum (ver Capitulo 
16 e Prancha 10.1 C e D). Algumas especies emitem fluorescencia branco-azulada quando sao examinadas sob luz 
ultravioleta com comprimento de onda longo (366 nm) (Prancha 10.1 E); outras emitem fluorescencia vermelha 
(Tabela 10.3). As colonias suspeitas de serem de Legionella devem ser subcultivadas em uma placa com agar- 
sangue de cameiro a 5% (convencional ou sem suplementos), ou no agar BCYE com e sem L-cisteina. Os 
microrganismos que crescem no agar-sangue de cameiro a 5%, no meio de BCYE sem L-cisteina, ou nos outros 
meios rotineiros (p. ex., agar MacConkey) provavelmente nao sao Legionella. Algumas cepas de Legionella spp. 
podem ser isoladas no agar-chocolate enriquecido. As cepas de bacilos gram-negativos que formam colonias com 
caracteristicas peculiares a Legionella e crescem no meio de BCYE ou BMPA depois da incubagao por 48 horas ou 
mais, mas nao crescem no meio de BCYE sem L-cisteina ou no agar-sangue de cameiro, devem ser caracterizadas. 
A maioria dessas cepas faz parte do sorogrupo 1 de L. pneumophila, mas existem variagoes geograficas entre as 
especies e os sorogrupos isolados. O teste laboratorial mais conveniente para confirmar uma Legionella suspeita 
isolada e o teste de AFD. As colonias podem ser testadas com os conjugados de anticorpos fluorescentes 
mencionados anteriormente, de forma a determinar o sorogrupo isolado. Algumas vezes, observa-se que os 
microrganismos sao semelhantes a Legionella, mas nao reagem aos reagentes sorologicos utilizados no teste de 
AFD. Infelizmente, os testes bioquimicos tern pouca utilidade (Tabela 10.3) e a caracterizagao dos acidos graxos da 
parede celular e util quando o laboratorio dispoe de recursos para realizar esta analise (Tabela 10.4). Entretanto, na 
maioria dos laboratories, a medida mais apropriada e enviar a cepa isolada para um laboratorio de referenda com o 
intuito de determinar se representa um sorogrupo contra o qual nao haviam reagentes disponiveis, ou mesmo uma 
especie ou um sorogrupo ate entao desconhecido. E importante ressaltar que existem especies que nao fazem parte 
do genero Legionella, mas dependem da presenga de L-cisteina, nao crescem no agar-sangue e podem formar 
colonias e ter morfologia microscopica semelhantes as da Legionella.' Os testes usados na caracterizagao 
definitiva das especies de Legionella em alguns laboratories de pesquisa ou de referenda incluem testes 
sorologicos, cromatografia liquido-gasosa dos acidos graxos da parede celular e analises geneticas do acido 
nucleico. O sequenciamento do DNA do gene mip tambem pode ser usado para identificar a especie de 
Legionella. 41 ’ 141 A Prancha 10.1 ilustra algumas caracteristicas das especies de Legionella. 

Tabela 10.3 Caracteristicas de algumas especies de Legionella patogenicas. 3 

Colorado 

castanha 

Addorresistenda no meio Hidrolise Liquefacao 


Espedes de 

Legionella 

modificada para 

tecidos 

contendo 

tirosina 

de 

hipurato 

de 

gelatina 

Producao de 

betalactamase 

Oxidase 

Motilidade 

Autofluorescenda 

L. anisa 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

BW 

L. birminghamensis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

± 

+ 

- 

L. bozemanii 

_ 

+ 

_ 

+ 

± 

± 

+ 

BW 


L. cincinnatiensis - 

L. dumoffii - 

L. feelei - 

L. gormanii - 

L. hackelii - 

Ljordanis - 

L. lansingensis - 

L. longbeachae - 

L. maceachernii - 

L. micdadei + 

L. oakridgensis - 

L. parisiensis - 

L. pneumophila - d 

subesp. 
pneumophila 

L. pneumophila - 

subesp. fraseri 

L. pneumophila - 

subesp. pascullei 

L. sainthelensi - 

L. tuconsensis - 

L. wadsworthii - 


+ - + 

+ b - + 

+(w) + + 

+ - + 

+ - + 

+ - + 

+ - + 

+ - + 

_c _ 

■ 

+ - + 

+ + e + 


+ ± + 

+ + + 

+ - + 

+ 

- - + 


+ - + 

+ + 

- + 

+ - + 

+ + + 

+ + + 

+ + 

± + + 

+ + 

+ + 

+(w) ± - 

+ + + 

+ +/± + 


+ +/± + 

+ +/± + 

+ + + 

+ - + 

+ - 


BW 


BW 


BW 


BW 


a Todas as especies sao gram-negativas, nao crescem no agar-sangue sem suplementos e requerem L-cisteina (presente no 
meio de BCYE) para seu isolamento primario; existe uma excegao a essa regra, que sao as cepas de L. oakridgensis 
adaptadas aos laboratories, que perderam sua dependencia de L-cisteina. Esses microrganismos sao catalase-positivos ou 
peroxidase-positivos. Nenhum reduz nitrato em nitrito, produz acido a partir da D-glicose, ou forma urease. 

'’Uma cepa e negativa. 

c Negativa no isolamento inicial; pode ser positiva depois da transference ao agar BCYE. 

'’Cepas raras foram isoladas de pacientes com bacilos alcool-acido modificados nos especimes clinicos. 
e Algumas cepas sao negativas. 

+ = positiva; - = negativa; +(w) = reagao positiva fraca; w = reagao fraca; BW = autofluorescencia branco-azulada. 

Adaptada da referencia 173. 


Tabela 10.4 Principais acidos graxos da parede celular de algumas especies de Legionella patogenicas. 3 


Especies 

Acidos graxos da parede celular'' 

L. anisa 

a-C,5:0 

L. birminghamensis 

a-Ci5:0,i-C 14 ti 

L. bozemanii 

a-Q5:0 

L. cincinnatiensis 

i-C]6:0, i-Ci 6 h 




L. dumoffii 

a-C,5:0 

L. feelei 

a-C n 5:0, n C,6:1 

L. gormanii 

a-C,5:0 

L. hackeliae 

a-C,5:0 

L. jordanis 

a-C,5:0 

L. lansingensis 

a-C7:0, a-C 15 h 

L. longbeachae 

i-Ci6:0 

L. maceachernii 

a-C,5:0 

L. micdadei 

a-C15:0 

L. oakridgensis 

i-C,6:0 

L. pneumophila 

i-C,6:0 

L. santhelensi 

i-C,6:0 

L. tucsonensis 

a-C5:0, n C 14 h 

L. wadsworthii 

a-C,5:0 


a Esta tabela relaciona os principals acidos graxos da parede celular- determinados pela cromatografia liquido-gasosa - das 
especies de Legionella patogenicas. Essas bacterias sao singulares em comparagao com as outras gram-negativas porque 
tern quantidades relativamente grandes de acidos graxos de cadeia ramificada na parede celular. O acido graxo mais 
abundante de L. pneumophila e algumas cepas de L. longbeachae e o i-C^iO. Contudo, as cepas dessa ultima especie 
podem ter i-C 1 6:0 ou (3,6:1 como acido graxo principal, ou estes dois acidos podem ser encontrados em quantidades 
praticamente iguais como acidos graxos mais abundantes. Por outro lado, a maioria dos acidos graxos de L. bozemanii, L. 
micdadei, L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis e algumas outras especies e urn acido graxo saturado de 15 carbonos com 
cadeia ramificada (a-C^O). 

b Os numeros localizados antes da virgula representam a quantidade de atomos de carbono existentes em cada acido graxo 
diferente; os numeros colocados depois da virgula indicam a quantidade de ligagoes duplas; a letra / refere-se a uma 
ramificagao de metila (~CH 3 ) no atomo de carbono iso (/. e., o que vem depois do ultimo atomo de carbono); a letra a indica 
uma ramificagao de metila no atomo de carbono anteiso (/. e., o segundo a partirdo ultimo carbono). 

Adaptada da referenda 173. 

Sensibilidade antimicrobiana e tratamento antibiotico 

A taxa de mortalidade dos pacientes com legionelose causada por L. pneumophila tem oscilado entre 0 e 30%, 
dependendo do contexto clinico e da populagao de pacientes. A eritromicina tem sido eficaz para reduzir a taxa de 
incidencia de mortalidade e, no passado, era o antibiotico preferido para tratar legionelose. A mortalidade atribuida 
a infecgao por Legionella correlacionava-se com a demora em iniciar o tratamento com eritromicina depois da 
intemagao hospitalar e com o intervalo total decorrido ate a introdugao do tratamento.' Outros farmacos que 
atingem concentragoes intracelulares altas, inclusive outros macrolidios, quinolonas, tetraciclinas e cetolidios, 
tambem sao opgocs. Embora os betalactamicos e os aminoglicosidios sejam eficazes in vitro, eles nao sao uteis na 
pratica clinica. Apesar de que nao foram realizados estudos randomicos quanto ao tratamento dos pacientes com 
legionelose, os macrolidios e as quinolonas mais novos sao escolhidos comumente como primeira opgao de 
tratamento. 

Como as especies de Legionella sao patogenos intracelulares facultativos, que replicam dentro dos monocitos e 
dos macrofagos, os antibioticos que se concentram no interior dessas celulas tem mais chances de sucesso 
terapeutico. Os antibioticos macrolidios mais novos (p. ex., azitromicina e claritromicina) e as fluoroquinolonas (p. 
ex., ciprofloxacino e perfloxacino) sao mais ativos in vitro e nos modelos experimentais que a eritromicina, embora 
ainda exista pouca experiencia clinica com estes farmacos. 1 " A rifampicina e comprovadamente muito ativa in 
vitro 155 e poderia ser administrada simultaneamente a eritromicina ou um outro macrolidio para tratar alguns 



pacientes em estado grave, ou que nao respondam ao tratamento apenas com macrolfdios; entretanto, a rifampicina 
nao deve ser usada isoladamente. Como altemativa, a doxiciclina combinada com rifampicina foi recomendada para 
tratar pacientes em condi goes moderadas ou graves. Sulfametoxazol-trimetoprima com ou sem rifampicina e outra 
opgao disponivel. As penicilinas (p. ex., penicilina, carbenicilina, oxacilina); as cefalosporinas de primeira (p. ex., 
cefalotina, cefazolina), segunda (p. ex., cefamandol, cefoxitina) e terceira geragoes; os aminoglicosidios (p. ex., 
gentamicina, tobramicina e amicacina); e a vancomicina nao sao eficazes no tratamento da legionelose. Os testes de 
sensibilidade antimicrobiana in vitro das especies de Legionella nao foram padronizados e nao se correlacionam 
com a resposta clinica ao tratamento antibiotico dos pacientes. Por isso, a realizagao dos testes de sensibilidade 
antimicrobiana in vitro para as cepas de Legionella isoladas no laboratorio diagnostico hospitalar nao e 
recomendada, porque os resultados nao sao facilmente interpretaveis pelo microbiologista ou medico. 

Testes sorologicos para Legionella 

O teste de AFD com soro e recomendado como exame complementar para diagnosticar legionelose, especialmente 
nos pacientes que nao conseguem ou nao podem fomecer especimes respiratorios adequados (p. ex., escarro) para 
cultura. A sensibilidade do teste de AFD varia de 75 a 80%, enquanto a especificidade e de 106%. 154 ’ 168,170 
Entretanto, os medicos precisam esperar por 2 a 6 semanas para que os pacientes desenvolvam aumentos de quatro 
vezes nos titulos dos anticorpos. Os reagentes dos testes sorodiagnosticos para Legionella devem detectar anticorpos 
das classes IgG, IgM e IgA. Em alguns casos, a elevagao do titulo de IgM pode ocorrer sem aumento detectavel do 
titulo de IgG ou IgA, ou ocorrer antes do aumento dos titulos de IgG nas fases iniciais da doenga. 17 "’ O anticorpo 
IgM pode persistir por ate 1 ano, de forma que sua presenga nao pode ser usada para diagnosticar infeegao recente. 

Conforme foi demonstrado por Wilkinson et a/., 168,170 o teste serico de AFD utilizando antigenos de Legionella 
pode ter reatividade cruzada com os soros dos pacientes que adquiriram outras infeegoes. Os soros dos pacientes 
que desenvolveram infeegoes associadas a um surto de Mycoplasma pneumoniae e dos pacientes com febre Q 
tinham reatividade cruzada com a L. longbeachae do sorogrupo 2 e com a L. jordanis. Alem disso, tambem foram 
observadas reagoes cruzadas entre os soros dos pacientes que tiveram tularemia ( Francisella tularensis) associada a 
um surto e o antigeno de L. jordanis. Reagoes cruzadas falso-positivas tambem foram demonstradas nos pacientes 
infectados por Bacteroides fragilis, Proteus vulgaris, especies de Rickettsia e especies de Citrobacter. 75 Algumas 
reagoes cruzadas podem ser eliminadas pela absorgao dos antissoros com E. coli, ainda que com alguma redugao do 
titulo anti -Legionella} 69 As reagoes cruzadas com as especies de Campylobacter podem ser evitadas pela absorgao 
do soro com esta bacteria. 19 

Para diagnosticar uma infeegao recente por Legionella, sao necessarias soroconversoes (aumento de quatro 
vezes no titulo de anticorpo) ate titulos reciprocos de 1:128 ou mais. Elevagoes isoladas dos titulos de AFD 
reciprocos na faixa de 256 ou mais podem ser sugestivas de infeegao por Legionella durante um surto. Contudo, nos 
casos esporadicos de pneumonia, um titulo de 1:256 ou mais nao indica necessariamente infeegao recente, porque 
estes titulos altos podem persistir nos individuos saudaveis sem evidencia clinica de legionelose. Por motivos 
praticos, nao e provavel que seja necessario acompanhamento sorologico para demonstrar soroconversao na maioria 
dos casos esporadicos. 

Estudos de microbiologia ambiental 

Deteccao molecular de Legionella em amostras ambientais 

Em vista da inadequagao dos metodos convencionais para isolar Legionella, nao e surpreendente que as tecnicas 
moleculares tenham sido amplamente utilizadas. Os metodos de amplificagao tern sido usados com sucesso para 
detector Legionella em varias amostras ambientais. Lund et a/. 102 utilizaram culturas e PCR quantitativas para 
detectar Legionella nas aguas de dejetos biologicos. As culturas demonstraram indice de positividade de 16% 
(21/130) para essas bacterias; em geral, 9% (12/130 das culturas) eram positivas para L. pneumophila. Por outro 
lado, 99% (433/437 das analises) foram positivas para algum tipo de Legionella', em geral, 46% (218/470 analises) 
detectaram L. pneumophila. Outros autores questionaram a utilidade dos metodos de amplificagao molecular 
porque, teoricamente, a deteegao dos acidos nucleicos de microrganismos mortos tambem seria possivel. 33 

Isolamento e/ou deteegao de Legionella nas amostras ambientais 


A presenga generalizada das especies de Legionella nos reservatorios de agua naturais e produzidos pelo homem, 
mesmo que nao existam pacientes com doenga clinica, tem sido demonstrada repetidamente e fala contra a 
realizagao das culturas microbiologicas rotineiras da agua. Por outro lado, acumularam-se evidencias significativas 
de que a agua potavel fosse uma fonte de microrganismos para muitos pacientes que desenvolveram infecgoes por L. 
pneumophila. Os sistemas de distribuigao de agua quente dos predios foram implicados comumente na 
disseminagao da legionelose; contudo, precisamos de mais estudos sobre a magnitude da contaminagao da agua 
potavel domiciliar e dos sistemas de agua quente e a frequencia da associagao a legionelose. 45 Por exemplo, os 
fatores que aumentam as chances de que as especies de Legionella colonizem os sistemas de abastecimento de agua 
domiciliar foram defmidos. Contudo, esses fatores nao pareciam aumentar a incidencia de legionelose adquirida na 
comunidade. Em vista da probabilidade alta de que grandes numeros de individuos saudaveis sejam expostos 
frequentemente a essas bacterias na natureza, nas casas, nos locais de trabalho e todos os tipos de predios publicos e 
privados, parece que algumas especies de Legionella presentes nas aguas naturais e municipais nao sao altamente 
virulentas, ou que a maioria da populagao nao e composta de hospedeiros suscetiveis, ou talvez as duas 
possibilidades sejam reais. Desse modo, a contagem microbiologica das especies de Legionella na agua potavel ou 
em outras aguas (p. ex., torres de refrigeragao) nao tem relevancia epidemiologica ou clinica para a doenga humana, 
a menos que sejam documentadas clinicamente infecgoes coexistentes. Infelizmente, nao existem marcadores de 
virulencia suficientemente confiaveis para diferenciar entre as cepas ambientais “patogenicas” e as que 
provavelmente nao sao patogenicas, nem existem testes apropriados capazes de prever quais hospedeiros humanos 
terao legionelose ou que serao resistentes quando forem expostos a Legionella em seu ambiente. Alem disso, o grau 
e a extensao da exposigao as bacterias nao podem ser aquilatados com precisao. Portanto, a vigilancia 
microbiologica das aguas ambientais e especialmente dificil de interpretar quando nao ha infecgoes associadas e e 
ainda mais dificil quando ha infecgoes confirmadas. Por outro lado, a vigilancia epidemiologica e clinica dos 
pacientes (p. ex., por enfermeiros especializados em controle das infecgoes hospitalares) e recomendavel como parte 
de um programa para evitar legionelose nosocomial. 

Durante os surtos de legionelose nosocomial, a hipercloragao da agua hospitalar ate um nivel entre 2 e 6 mg K de 
cloro residual livre e a elevagao da temperatura da agua quente acima de 70°C - ou uma combinagao de 
hipercloragao e desinfecgao termica - sao metodos comprovadamente eficazes para suprimir o crescimento de 
Legionella. 115 > 141 > 143 Para realizar a desinfecgao ou erradicagao termica, a agua quente e circulada por todo o sistema 
de abastecimento de agua do predio a uma temperatura entre 70° e 75°C. Todos os chuveiros e tomeiras devem ser 
irrigados com agua quente com o objetivo de destruir as Legionellae presentes nesses locais. Os protocolos de 
hipercloragao e erradicagao termica foram publicados em alguns artigos. 115 ' 141 ' 143 Infelizmente, existe o risco de 
queimadura provocada pela agua quente e devem ser adotadas precaugoes para reduzir essa possibilidade (p. ex., 
sinais de aviso ou aquecimento da agua por periodos relativamente curtos, durante os quais a maioria dos pacientes 
esteja dormindo). Isso e dificultado pelas regulamentagoes de alguns estados, que exigem que a temperatura da agua 
dos hospitais fique abaixo de 48,9°C para evitar queimadura dos pacientes. A cloragao continua (/. e., para alcangar 
niveis de cloro residual livre na faixa de 1,5 parte por milhao) pode ser excessivamente corrosiva e destrutiva para 
todos os sistemas de tubulagao e equipamentos; tambem existe o risco potencial de exposigao toxica ao 
trialometano. Quando a erradicagao termica e/ou a cloragao nao sao realizadas continuamente, o tratamento deve ser 
recorrente porque a recolonizagao da agua e altamente provavel e tende a recorrer depois da interrupgao do choque 
termico ou da cloragao. Outros metodos como esterilizagao por luz ultravioleta, ozonizagao, acrescimo de 
amebicidas e adigao de ions metalicos (p. ex., prata ou cobre) em niveis muito baixos tem sido investigados como 
altemativas para o tratamento do sistema de abastecimento hidrico. 

Se forem confirmadas infecgoes hospitalares causadas por Legionella, pode ser realizada uma investigagao 
microbiologica extremamente focada para ajudar a determinar a fonte mais provavel desta bacteria. As medidas de 
controle como erradicagao termica e/ou cloragao podem ser adotadas na tentativa de eliminar ou suprimir a bacteria 
e as culturas ambientais continuas podem ajudar a determinar a eficacia destas medidas. Nos hospitais com um surto 
ou um problema hiperendemico de Legionella, a vigilancia microbiologica periodica do ambiente, combinada com 
medidas de controle continuas ou repetitivas, devem ser consideradas, a menos que seja possivel demonstrar que 
nao mais ocorreram outros casos de legionelose. 

Os metodos citados no protocolo de Barbaree et al? sao recomendados para os profissionais que desejem isolar 
e identificar especies de Legionella na agua ambiental. Com esse protocolo, amostras de agua (1 a 2 f) sao 
recolhidas e concentradas utilizando filtros de policarbonato (diametro dos poros de 0,2 mm). As contagens viaveis 



sao realizadas com e sem tratamento anterior no meio de BCYE e em outro meio que contenha base de BCYE 
suplementada com glicina, polimixina B, vancomicina e anisomicina. 

Tipagem das cepas de Legionella 

Em razao da distribuigao generalizada da L. pneumophila do sorogrupo 1 no ambiente, a sorotipagem com reagentes 
de AFD ja descritos tern sido de pouca utilidade epidemiologica na investigagao da origem das diversas cepas. 
Alguns pesquisadores desenvolveram metodos para tipar ou subgrupar as cepas de L. pneumophila do sorogrupo 1. 
Entre as tecnicas avaliadas estao as analises dos subtipos que fazem parte do sorogrupo 1 de L. pneumophila 
utilizando paineis de anticorpos monclonais; 87,86 analise estrutural genetica de L. pneumophila com base em uma 
tecnica de eletroforese enzimatica multilocus ; 50 ' 139 e determinagao do conteudo plasmidial 120 das diferentes cepas 
isoladas de diversas fontes. Outras tecnicas incluem eletroforese das proteinas da membrana externa de L. 
pneumophila 148 e um metodo de tipagem baseado no uso de sondas de DNA biotiniladas clonadas para analisar 
polimorfismos de comprimento do fragmento de restrigao (RFLP; do ingles, restriction-fragment length 
polymorphisms)}' 1 Um dos metodos de tipagem mais promissores e a analise do perfd do DNA polimorfico 
amplificado aleatoriamente ( random amplified polymorphic DNA, ou RAPD em ingles) de L. pneumophila por meio 
da PCR; esse metodo parece ser mais rapido e menos dispendioso que a tipagem por RFLP. De acordo com um 
estudo, o perfil do RAPD de algumas cepas de Legionella foi mais discriminatory que a tipagem por RFLP. Foi 
possivel detectar diferengas entre cepas com tipos de RFLP iguais. 136 Uma investigagao de uma epidemia ou a 
analise de cepas aparentemente nao relacionadas pode ser fortalecida pela comparapao dos padroes moleculares das 
cepas isoladas dos pacientes e do ambiente. Embora o sequenciamento do acido nucleico diretamente dos especimes 
possa ser fmalmente exequivel nos estudos epidemiologicos, hoje em dia ainda e necessario ter cepas isoladas, 
enfatizando tambem a importancia da cultura no diagnostico dessas infecpoes. 

E importante lembrar que a demonstrapao de cepas “indistinguiveis” nos pacientes e em um foco ambiental 
significa que este ultimo seja a mais provavel fonte das infecpoes, mas nao comprova a associapao. Analises 
epidemiologicas cuidadosas e considerapao de todas as possibilidades sao essenciais. Infelizmente, algumas dessas 
fontes potenciais podem ainda nao ser aparentes para todos. O exemplo classico desse fenomeno foi o 
reconhecimento de que a agua potavel era a fonte das infecpoes detectadas em um hospital da Veterans Affairs, 
depois das hipoteses iniciais de que as torres de refrigerapao seriam a fonte mostraram-se infundadas. 

Em geral, a caracterizapao dos acidos nucleicos tern mais forpa discriminativa que a analise da estrutura 
antigenica utilizando anticorpos monoclonais. Curiosamente, os tipos antigenicos e as variantes genomicas nem 
sempre sao concordantes. ' O teste defmitivo de qualquer tecnica de tipagem e sua capacidade de discriminar cepas 
em grupos, que fapam sentido epidemiologico. Os padroes precisam demonstrar diferenpas suficientes para separar 
as cepas em grupos relacionados, mas nao tao numerosos que ocorra discriminapao excessiva (/. e., a demonstrapao 
de variapoes sem significado). Por um lado, cepas aparentemente semelhantes poderiam parecer diferentes se fosse 
utilizado outro recurso de tipagem. Por outro lado, pode ser necessario consenso para decidir quanto desse tipo de 
diferenpas realmente define as diferenpas de determinada tecnica no “mundo real”. Sempre que for possivel, o ideal 
e analisar as cepas com mais de uma tecnica. 

Na melhor das hipoteses, a tipagem antigenica ou molecular pode racionalizar um problema epidemico ou 
endemico. A analise de um grupo de cepas ambientais e clinicas isoladas de determinado local ao longo de alguns 
anos produziu tres grupos de cepas, conforme esta resumido na Tabela 10.5. Essas cepas foram caracterizadas por 
um painel de anticorpos monoclonais, ou seja, reagentes com poder discriminative relativamente pequeno. A analise 
dos polimorfismos do tamanho do fragmento amplificado foi usada com sucesso por um grupo de pesquisadores 
europeus. 69 Os tipos de polimorfismo da L. pneumophila do sorogrupo 1 foram definidos e validados por testes de 
proficiencia. 68 Outro grupo de pesquisadores utilizou ribotipagem automatizada baseada nas cepas de referenda e 
concluiu que esse procedimento era util para analises genomicas, mas nao tinha poder discriminatory suficiente 
para ser usado em analises para estudos epidemiologicos. A promessa mais atraente consiste no chamado 
sequenciamento de ultima geragao. Essa tecnologia, que pode ser usada para sequenciar rapida e eficientemente 
todo o genoma bacteriano, ou determinar simultaneamente a sequencia de varios genes taxonomicamente 
importantes, foi utilizada nas investigagoes de diversos surtos. Ainda e necessario definir a fungao exata que essa 
tecnologia desempenhara no futuro, mas esta bem claro que ela tera alguma utilidade nesta area. 153 

Tabela 10.5 Correlagao dos padroes de anticorpos monoclonais com as analises epidemiologicas. 


Padraodeanticorpos 



monodonais 

Cepas chnicas 

Cepas ambientais 

A 

Infecgoes epidemicas 

Torres de refrigera^ao 

B 

Infecgoes nosocomiais esporadicas 

Agua potavel hospitalar 

C 

Casos esporadicos na comunidade 

- 


Adaptada da referenda 85. 
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Introdugao 

A gonorreia foi reconhecida no minimo desde os tempos de Galeno (seculo 2 d.C.), que utilizou esse nome para 
descreve-la com base nas palavras gregas gonor (“semen ou semente”) e rhoia (“fluxo”), sugerindo que a doenga 
estivesse relacionada com o fluxo de semen. References a essa infecgao tambem sao encontradas no Antigo 
Testamento e nas historias escritas de varias culturas. Embora tenha sido reconhecida como infecgao sexualmente 
transmissivel no seculo VIII, a gonorreia nao foi diferenciada da sifilis antes de meados do seculo XIX. Em 1897, 
Neisseria gonorrhoeae - agente etiologico da doenga - foi observada pela primeira vez nos exsudatos purulentos do 
trato genital e da conjuntiva por Albert Neisser na University of Breslau, Alemanha. O isolamento subsequente 
desse microrganismo, sua inoculagao em voluntarios humanos e seu isolamento subsequente por Bumm em 1885 
comprovaram a relagao etiologica entre essa bacteria e a doenga (ver os postulados de Kock, no Capitulo 5). 

A meningite cerebrospinal epidemica foi reconhecida nos primeiros anos do seculo XIX, mas seu agente 
etiologico foi descrito apenas em 1884, quando Marchiofava e Celli observaram o microrganismo nos exsudatos 
meningeos. Em 1887, Weichselbaum isolou a bacteria hoje conhecida como Neisseria meningitidis em cultura pura 
e foi o primeiro a descrever suas caracteristicas e seu papel etiologico em seis pacientes com meningite aguda. 
Estudos adicionais realizados por Kiefer em 1896 e Albrecht em 1901 confirmaram a existencia do estado de 
portador do meningococos nos individuos saudaveis. Ao longo do periodo entre 1929 e 1943, surtos numerosos de 
doenga meningococica ocorridos no Chile e algumas cidades americanas atrairam a atengao dos cientistas para esse 
microrganismo. Com os surtos subsequentes entre recrutas militares dos EUA e de outros paises, comegou a surgir 
uma compreensao mais clara da epidemiologia, patogenese, quimioprofilaxia e perspectivas de desenvolvimento de 
uma vacina. Durante os ultimos anos da decada de 1930, pesquisadores demonstraram que as sulfonamidas 
erradicavam o estado de portador do meningococo e, deste modo, ofereciam um meio de evitar a disseminagao da 
doenga. Nos primeiros anos da decada de 1960, a resistencia as sulfonamidas comegou a desenvolver-se entre os 
meningococos, somada a ocorrencia de doenga epidemica em duas instalagoes militares da California. Esses surtos 
estimularam o desenvolvimento de vacinas polissacaridicas eficazes contra os meningococos dos sorogrupos A e C. 
Hoje em dia, a meningite epidemica causada por N. meningitidis do sorogrupo A ainda e um problema grave em 
regioes da Africa e a doenga meningococica ainda ocorre nas populagoes militares semifechadas. 4N: Nos EUA e na 
Europa, a incidencia da doenga meningococica do sorogrupo C tern aumentado na comunidade, nos colegios e nos 
campi universitarios, resultando em aumentos dramaticos da incidencia dessa doenga entre adolescentes e adultos 
jovens. Tecnicas moleculares permitiram aos pesquisadores examinar os possiveis fatores de virulencia do 
meningococo e entender a “epidemiologia molecular” dos sorogrupos, sorotipos e subsorotipos de N. meningitidis e 
sua virulencia clonal. 

N. gonorrhoeae e N. meningitidis ainda se comportam como patogenos versateis e extraordinarios, que impdem 
um desafio aos medicos e profissionais dos laboratories clinicos. Embora os metodos de isolamento e identificagao 
das especies de Neisseria das amostras clinicas nao tenham sido alterados significativamente, as tecnicas modemas 
baseadas em sondas e em amplificagao do acido nucleico modificaram acentuadamente as abordagens laboratoriais 
disponiveis ao diagnostico das doengas gonococicas. O desenvolvimento de resistencia aos antibioticos ainda e uma 
preocupagao significativa neste novo milenio, principalmente depois do aparecimento de resistencia as 



fluoroquinolonas entre os gonococos e meningococos e do surgimento de cepas de gonococos com sensibilidade 
reduzida a ceftriaxona. A detecgao, o tratamento e o controle da disseminagao da doenga meningococica em 
determinada comunidade dependem da cooperagao entre medicos, laboratories clinicos e epidemiologistas de forma 
a selecionar as intervengoes mais apropriadas. Em alguns casos, o isolamento de especies de Neisseria “nao 
patogenicas” reconhecidas mais recentemente em pacientes imunossuprimidos tambem deve ser considerado pelo 
microbiologista ao formular uma abordagem para detectar e identificar bacterias desta especie e outros 
microrganismos “semelhantes a Neisseria ” nos especimes clinicos. 

Taxonomia das farmlias Neisseriaceae e Moraxellaceae 

Os membros do genero Neisseria sao classificados na familia Neisseriaceae, na ordem Neisseriales e no subgrupo p 
do filo Proteobacteria. As P-Proteobacteria tambem incluem varias familias de bacterias gram-negativas nao 
fermentadoras (/. e., familias Alcaligenaceae, Burkholderiaceae, Comamonadaceae e Spirillaceae). A familia 
Neisseriaceae tambem inclui os generos Allvsiella, Aquaspirillum, Chromobacterium, Eikenella, Kingella, 
Simonsiella e Vitreoscilla. A Moraxella catarrhalis e classificada na familia Moraxellaceae, ordem 
Pseudomonadales e subgrupo y do filo Proteobacteria. O genero Moraxella inclui mais de 20 especies, dentre as 
quais a M. catarrhalis e a especie clinicamente mais significativa isolada dos especimes humanos. Essa bacteria tern 
morfologia de um diplococo gram-negativo semelhante a maioria das especies de Neisseria, mas os outros membros 
do genero Moraxella sao bacterias gram-negativas cocobacilares. As outras especies de Moraxella estao descritas no 
Capitulo 7. 

Caracteristicas gerais do genero Neisseria 

Os membros do genero Neisseria sao microrganismos gram-negativos com formato de cocos ou bacilos, que 
frequentemente ocorrem em pares ou cadeias curtas. As especies diplococicas tern superficies laterais adjacentes 
achatadas, conferindo-lhes um aspecto semelhante ao do grao de cafe. Todas as especies desse genero habitam nas 
superficies mucosas dos hospedeiros de sangue quente. Esses microrganismos sao imoveis e nao formam esporos e 
a maioria cresce preferencialmente em temperaturas entre 35° a 37°C. As bacterias desse genero sao capnofilicas e 
crescem bem em ambientes umidos. As especies de Neisseria produzem acidos a partir dos carboidratos por 
oxidagao e esta propriedade faz parte da identificagao referencial destas especies. A maioria das especies de 
Neisseria cresce na forma de diplococos gram-negativos, com excegao das tres subespecies de N. elongata e de N. 
weaveri - que sao bacilos roligos de tamanho medio a grande e, algumas vezes, formam pares ou cadeias curtas - e 
de N. bacilliformis, N. animaloris e N. zoodegmatis, que sao bacilos ou cocobacilos curtos. 26,293,309 Todas as especies 
do genero sao oxidase-positivas e (exceto a N. elongata subespecie elongata, a N. elongata subesp. nitroreducens e 
algumas cepas da N. bacilliformis) catalase-positivas.* 9 ’ 2 " 1 Os membros desse genero encontrados nos seres 
humanos sao: N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava (inclusive as subvariantes 
subflava, flava e perflava), N. mucosa, N. flavescens, N. cinerea, N. polysaccharea, N. bacilliformis e tres 
subespecies de N. elongata. Entre as especies de animais, N. canis e N. weaveri foram isoladas da microbiota das 
vias respiratorias normais dos caes. N. macacae, N. dentiae e N. iguanae foram isoladas das bocas dos macacos 
rhesus, bovinos e lagartos iguanidios, respectivamente. 26 ’ 56,309 N. denitrificans esta presente nas vias respiratorias 
superiores das cobaias e, em 2005, foi reclassificada no genero Bergeriella com o nome Bergeriella denitrificans , 710 
N. animaloris e a N. zoodegmatis foram descritas antes pelos CDC (Centers for Disease Control and Prevention) 
como fermentadores eugonicos (EF) 4a e 4b, respectivamente. 611 " Essas especies sao encontradas nas bocas dos caes 
e foram isoladas das feridas causadas por mordidas destes animais. N. wadsworthii e N. shayeganii sao especies 
novas isoladas das amostras arquivadas de referenda clinica. 7 " 2 O significado clfnico, as caracteristicas em cultura e 
os procedimentos usados para diferenciar esses microrganismos estao descritos mais adiante neste capitulo. 

A maioria das especies de Neisseria isoladas dos seres humanos faz parte da microbiota das vias respiratorias 
superiores e nao e considerada patogenica, embora algumas vezes esses microrganismos possam ser isolados de 
processos infecciosos, principalmente dos pacientes com doengas e imunossupressao coexistentes. N. gonorrhoeae 
sempre e considerada patogenica, independentemente de onde seja isolada. N. meningitidis tambem causa doenga 
significativa e grave em alguns casos, mas tambem pode colonizar a nasofaringe humana sem causar doenga. 
Embora a maioria das especies de Neisseria nao seja exigente em suas necessidades nutricionais de crescimento, as 
especies patogenicas - especialmente N. gonorrhoeae - sao nutricionalmente mais exigentes. N. gonorrhoeae nao 


cresce sem o aminoacido cisteina e uma fonte de energia utilizavel (z. e., glicose, piruvato ou lactato). Algumas 
cepas mostram necessidade de aminoacidos, pirimidinas e purinas porque tem vias biossinteticas alteradas ou 
deficientes. As especies de Neisseria sao aerobias, mas crescem em condi goes de anaerobiose quando existe um 
aceptor de eletrons altemativo (p. ex., nitritos) em concentragoes baixas. ’ Embora as especies de Neisseria 
saprofiticas possam utilizar aminoacidos para crescer, as neisserias patogenicas requerem glicose ou outra fonte de 
energia como substrato metabolico por meio do ciclo de Krebs (ver Capitulo 5). O crescimento das especies de 
Neisseria tambem e estimulado por C0 2 e umidade. O C0 2 atmosferico abrevia a fase de latencia porque e 
rapidamente assimilado na biossintese inicial dos acidos nucleicos e das proteinas. No laboratorio clinico, o uso de 
meios enriquecidos e a incubagao das culturas com C0 2 entre 5 e 7% preenche os requisitos para o isolamento 
dessas bacterias dos especimes clinicos. 

As especies de Neisseria patogenicas tem varios fatores e caracteristicas que contribuem para sua virulencia. As 
cepas de N. meningitidis isoladas das infecgoes graves geralmente tem capsulas polissacaridicas exteriores a 
membrana externa da superficie das celulas bacterianas; existem descritos 13 sorogrupos capsulares diferentes (ver 
descrigao subsequente). As capsulas tornam as bacterias resistentes a fagocitose, principalmente quando nao ha 
anticorpos opsonizantes. 35 Varios antigenos proteicos da membrana externa (OMP; do ingles, outer membrane 
proteins ) encontrados em N. gonorrhoeae e N. meningitidis tambem desempenham fungoes associadas a virulencia. 
Os gonococos e os meningococos tambem produzem uma protease para imunoglobulina A (IgA,) capaz de 
decompor as IgA, humoral e secretoria em fragmentos Fab e Fc, possivelmente neutralizando os efeitos da forma 
secretoria e anulando a resistencia das mucosas a infecgao. 468 As condigoes nutricionais e atmosfericas tambem 
contribuem para a virulencia dos gonococos e meningococos. A colonizagao e a infecgao subsequente das mucosas 
por essas bacterias dependem de ferro e essas duas bacterias dispdem de processos enzimaticos geneticamente 
regulados, que podem captar ferro da transferrina e da lactoferrina, obtendo ferro livre para o metabolismo 
bacteriano. As necessidades de aminoacidos ou outros oligoelementos especificos tambem podem limitar a 
capacidade de que as diversas cepas de gonococos e meningococos causem determinadas sindromes clinicas. Como 
as cepas de N. gonorrhoeae conseguem crescer em anaerobiose quando ha nitrito como aceptor de eletrons, esta 
propriedade pode contribuir para a virulencia dos gonococos porque lhes permite proliferar nos meios anaerobios (p. 
ex., endocervice, reto, trato genital e faringe) e poderia explicar o papel fundamental desta bacteria na doenga 
inflamatoria pelvica, na qual os gonococos podem ser isolados em culturas combinadas com bacterias anaerobias. 369 

Significado clinico das especies de Neisseria 
Neisseria gonorrhoeae 

Epidemiologia. N. gonorrhoeae e o agente etiologico da gonorreia, uma infecgao bacteriana muito importante na 
area de saude publica. Nos EUA, a incidencia dessa doenga aumentou repentinamente durante a decada de 1960 e 
nos primeiros anos da decada seguinte, quando houve um pico de incidencia - mais de 460 casos por 100.000 
habitantes - em 1975. 132 A “gonorreia epidemica” que ocorreu naquela epoca foi atribuida a varios fatores, inclusive 
uma populagao crescente de adultos jovens em risco, a importagao de cepas de gonococos menos sensiveis depois 
do retorno dos militares que serviram na guerra do Vietna, o uso crescente de outros metodos contraceptivos (z. e., 
pilula anticoncepcional e dispositivos intrauterinos) e os avangos na triagem, nos programas sociais e no rastreio dos 
contatos. A partir dos primeiros anos da decada de 1980 e ate a decada seguinte, a incidencia da gonorreia diminuiu 
progressivamente. Esse declinio foi atribuido em grande parte as mudangas dos comportamentos sexuais, 
principalmente entre os homens que tem relagoes sexuais com homens (HSH), em resposta a AIDS e aos avangos na 
detecgao de casos e rastreio dos contatos entre as mulheres. Os coeficientes de incidencia ao longo dos meados da 
decada de 1990 ate o novo milenio continuaram a diminuir: 128 casos por 100.000 notificados entre 1998 e 2006 e 
119 casos por 100.000 notificados em 2007. 135 Contudo, a gonorreia ainda e a secunda doenga notificavel mais 
comum nos EUA. 138 A incidencia dessa doenga ainda e alta entre os adolescentes sexualmente ativos (10 a 19 anos 
de idade) e os adultos jovens (20 a 24 anos) de todas as ragas, com pico de incidencia mais alta entre as mulheres de 
15 a 19 anos. 1 ’ 2 Indices desproporcionalmente altos de infecgoes causadas por gonococos e clamidias sao 
encontrados entre os afro-americanos que vivem em areas urbanas, principalmente mulheres da faixa etaria de 15 a 
19 anos. 485 Ao longo dos ultimos anos, a incidencia da gonorreia aumentou dramaticamente entre os HSH dos EUA 
e de outros paises. As razoes disso incluem as relagoes comportamentais relacionadas com a disponibilidade de 
tratamento antirretroviral altamente ativo (HAART; highly active antirretroviral therapy) e o controle da infecgao 


pelo HIV como uma doenga cronica. 606 Um estudo realizado em Seattle demonstrou que a incidencia das infecgoes 
gonococicas entre HSH mais que triplicou entre 1995 e 2003, enquanto a incidencia na populagao geral de Seattle 
teve pouquissima variagao. 355 Entre os heterossexuais, a infecgao gonococica e desproporcionalmente mais comum 
entre os afro-americanos e isto reflete outras dinamicas sociais, alem das condigoes socioeconomicas, inclusive 
estabilidade dos relacionamentos, adogao de comportamentos sexuais de alto risco, uso abusivo de alcool e drogas, 
expropriagao dos direitos sociais e aprisionamento. 3 Os fatores de risco sociais (/. e., residencia em areas urbanas, 
baixo nivel educacional, dificuldades de acesso aos servigos de saude, solteirismo, raga/etnia, homossexualidade 
masculina, prostituigao, historia de outras doengas sexualmente transmissiveis) e comportamentais (/. e., relagoes 
sexuais sem preservatives, parceiros multiplos, outros parceiros de alto risco, uso de drogas) foram identificados 
como alvos de intervengao para programas de suporte/intervengao e controle das DST. A transmissao da gonorreia e 
a manutengao da infecgao em determinada populagao estao relacionadas com um subgrupo social de “transmissores 
nucleares” ou de “alta frequencia”, que fiincionam como reservatorios da infecgao. Esses individuos tern relagoes 
sexuais frequentes sem preservatives com varios parceiros durante os periodos de incubagao subsequentes a 
aquisigao do microrganismo e antes do diagnostico e tratamento da infecgao; deste modo, estes individuos mantem 
um “reservatorio” de infecgao e a transmissao em determinada populagao." 111 ' Mundialmente, as taxas de 
incidencia mais altas de gonorreia e suas complicagoes sao encontradas nos paises economicamente 
desprivilegiados, inclusive nagoes da Africa e da America Latina. 

O risco de adquirir gonorreia e multifatorial e esta relacionado com a frequencia e os tipos de exposigao. Entre 
os homens heterossexuais, o risco de adquirir infecgoes uretrais de uma mulher infectada oscila em tomo de 20% 
para uma unica exposigao e ate 80% depois de quatro exposigoes. 313 Em razao de fatores anatomicos, o risco de 
infecgao do trato genital feminino depois de uma unica exposigao a um homem infectado e muito maior, ou seja, 
oscila na ordem de 50 a 70% por exposigao. 408 A transmissao da infecgao retal tambem e muito eficiente e estudos 
realizados entre HSH demonstraram que as infecgoes uretrais depois de relagao sexual anal com um parceiro 
infectado representavam ate 26% destas infecgoes diagnosticadas nessa populagao. 385 Entre as mulheres, o uso de 
metodos contraceptives hormonais esta associado ao aumento do risco de infecgao gonococica, enquanto os 
metodos de barreira (p. ex., preservatives e diafragmas usados com geleias ou espumas espermicidas como o 
nonoxinol-9) conferem efeito protetor contra infecgao. 418,419 

Infecgoes causadas por N. gonorrhoeae. Nos homens, N. gonorrhoeae causa uretrite aguda com disuria e 
secregao uretral (Figura 11.1). 435,454 O periodo de incubagao entre a aquisigao do microrganismo e o inicio dos 
sintomas varia de 1 a 14 dias ou mais, com intervalo medio de 2 a 7 dias. As infecgoes masculinas sao 
assintomaticas durante os estagios prodromicos da infecgao e, por outro lado, 95 a 99% dos homens com infecgao 
gonococica uretral apresentam secregao uretral em alguma fase. A secregao e purulenta em 75% dos casos, opaca 
em 20% e mucoide em cerca de 5% dos casos; a consistencia da secregao por ocasiao da apresentagao clinica e 
afetada pelo intervalo durante o qual a infecgao foi incubada e se o paciente urinou recentemente. Cerca de 2,5% 
dos homens atendidos nas clinicas de doengas sexualmente transmissiveis realmente nao tern sintomas e estima-se 
que a prevalencia da gonorreia urogenital assintomatica dos homens da populagao em geral possa chegar a 5%. Em 
muitos casos, esse padrao de doenga esta associado a infecgao por algumas sorovariantes gonococicas PorlA, as 
cepas arginina-hipoxantina-uracila (AHU) positivas e a alguns outros auxotipos de N. gonorrhoeae (ver a 
seguir). 102,370,373,464 Se nao for tratada, a maioria dos casos de gonorreia masculina regride espontaneamente, mas em 
menos de 10% dos pacientes a infecgao ascendente pode causar epididimite, epididimorquite, prostatite, abscesso 
periuretral e estenose uretral gonococicos. 641 Nos EUA, essas complicagoes sao encontradas raramente na pratica 
clinica. 



■ FIGURA 11.1 Homem com secregao uretral purulenta tipica de infecgao por Neisseria gonorrhoeae. 

Nas mulheres, a infecgao gonococica primaria acomete a endocervice e 70 a 90% das pacientes tambem tern 
infecgao uretral. Depois de um periodo de incubagao de 8 a 10 dias, as pacientes podem apresentar secregao 
cervicovaginal, sangramento intermenstrual ou anormal e dor abdominal ou pelvica; este ultimo sintoma sugere 
doenga do trato genital superior. A ocorrencia de disuria indica acometimento uretral significative. 1111 A infecgao 
gonococica do epitelio escamoso vaginal das mulheres pos-puberes nao e comum e, nas pacientes que fizeram 
histerectomia, a uretra e a estrutura afetada mais comumente pela infecgao primaria. Embora ffequentemente se 
afirme que a maioria das mulheres com infecgao gonococica genital e assintomatica, isto provavelmente nao e 
verdade. Essa afirmagao estava baseada na deteegao das mulheres infectadas durante triagem generalizada realizada 
em servigos como as clinicas de planejamento familiar e nao se referia as mulheres que procuravam seus medicos 
ou servigos de emergencia com diversos sintomas referidos ao trato genital (p. ex., secregao vaginal, dispareunia, 
menorragia) ou dor abdominal baixa. 435 Os sintomas da infecgao endocervical sem complicagoes comumente sao 
semelhantes aos causados por outras doengas como cistite ou infeegoes vaginais e a sintomatologia da endocervicite 
gonococica geralmente e obscurecida pela coinfecgao por Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e/ou 
Candida albicans. Embora o trato genital possa estar aparentemente normal, o exame cuidadoso da endocervice 
frequentemente detecta areas de mucosa cervical friavel, que sangra depois de passar um swab. u " Contudo, apenas 
10 a 20% das mulheres apresentam secregao endocervical mucopurulenta evidente. As infeegoes das glandulas de 
Bartholin e Skene podem ser detectadas em cerca de um tergo das mulheres com infecgao genital. Em alguns casos, 
a manipulagao cuidadosa dessas estruturas fomece material purulento para exame direto e cultura. A gonorreia 
endocervical tambem pode complicar a gestagao e e um cofator comprovado para abortamento espontaneo, 
corioamnionite, ruptura prematura das membranas e trabalho de parto premature. 4- Os bebes nascidos de 
mulheres com infecgao genital podem desenvolver conjuntivite gonococica (“oftalmia neonatal”) ou infecgao 
gonococica da faringe. 

A infecgao gonococica ascendente pode ocorrer em 10 a 20% das mulheres infectadas e pode causar doenga 
inflamatoria pelvica (DIP) aguda, que se evidencia como salpingite (infecgao das tubas uterinas), endometrite e 
abscesso tubo-ovariano; todas essas complicagoes podem causar fibrose das tubas uterinas, gestagoes ectopicas, 
esterilidade e dor pelvica cronica. 341,389,435 Os sinais e sintomas da DIP gonococica sao dor abdominal baixa 
bilateral; secregao e sangramento cervicais anormais; dor durante a mobilizagao; febre e leucocitose. Em geral, a 
DIP causada por N. gonorrhoeae ocorre na fase inicial da infecgao (nao na fase tardia), geralmente durante ou pouco 



depois do inicio da menstruagao. Febre, leucocitose e elevagoes da velocidade de hemossedimentagao e da proteina 
C reativa (PC-R) ocorrem em cerca de dois t erg os das pacientes, enquanto calafrios, nauseas e vomitos sao 
manifestagoes clinicas variaveis da DIP. As mulheres com salpingite tambem podem desenvolver peri-hepatite 
conhecida como sindrome de Fitz-Hugh-Curtis, que se caracteriza por disseminagao direta das bacterias da tuba 
uterina para o figado e o peritonio, resultando em dor no quadrante superior direito e detecgao de aderencias entre o 
figado e a parede abdominal anterior a laparoscopia. O desenvolvimento da DIP e influenciada por alguns fatores, 
inclusive diagnostico e tratamento de outras infecgoes genitais (p. ex., infecgao por C. trachomatis, vaginose 
bacteriana), historia pregressa de DIP, uso de anticoncepcionais orais ou dispositivos intrauterinos, aplicagao de 
duchas vaginais, peculiaridades das cepas infectantes e competencia imune da paciente. 477 ’ 478 A obstrugao das tubas 
uterinas com infertilidade secundaria ocorre em 10 a 20% das mulheres que tiveram um unico episodio de DIP 
gonococica aguda e em 50 a 80% das pacientes que apresentaram tres ou mais episodios. 693 Entre as mulheres com 
gestagoes ectopicas, ate 80% tern historia pregressa de DIP. 1 Nas gestantes, a infecgao gonococica esta associada 
ao aumento do risco de complicagoes como trabalho de parto prematuro, ruptura prematura das membranas fetais, 
abortamento espontaneo e mortalidade neonatal. As complicagoes associadas as infecgoes gonococicas nao sao 
comuns depois do primeiro trimestre. 

N. gonorrhoeae tambem pode causar infecgoes faringeas e anorretais. 596 A infecgao gonococica orofaringea 
afeta HSH e mulheres que adquirem infecgao por contato sexual orogenital com um parceiro infectado. A gonorreia 
faringea tambem pode ser diagnosticada ocasionalmente em homens heterossexuais, depois de cunilingua com uma 
mulher infectada. A prevalencia da infecgao gonococica orofaringea e especialmente alta entre os HSH, pacientes 
atendidos em clinicas de DST e pacientes HIV-positivos. 335,385,513 Os pacientes com infecgao gonococica orofaringea 
comumente tambem tern infecgao gonococica genital e/ou retal. 265,431 Especialmente entre os HSH, a orofaringe 
pode ser a fonte de transmissao aos contatos sexuais. 385 Mais de 90% das infecgoes gonococicas orofaringeas sao 
assintomaticas e diagnosticadas por cultura da bacteria a partir dos especimes da faringe. 54,501 Em alguns casos, as 
infecgoes gonococicas faringeas regridem sem tratamento antibiotico. As infecgoes anorretais afetam basicamente 
HSH, que mantem relagoes anais receptivas sem preservatives. Kent el al. examinaram 174 especimes retais de 
HSH que buscaram fazer teste para HIV e detectaram prevalencia de gonorreia retal de 2,9%. 354 Outro estudo 
realizado em Seattle demonstrou prevalencia de infecgao gonococica retal de 2,2% entre 500 HSH. 412 A infecgao 
gonococica retal esta associada comumente a infecgao pelo HIV. Em um estudo com 564 HSH, a prevalencia da 
gonorreia retal era de 7,1%. Nesse estudo, a prevalencia da gonorreia retal entre os HSH HIV-positivos era de 
15,2%, ou seja, 3,5 vezes maior que a prevalencia detectada entre os HSH HIV-negativos. 361 Entre os HSH, a 
infecgao gonococica retal pode ser o unico foco infeccioso. 288 As mulheres tambem podem adquirir infecgoes retais 
quando tern relagoes sexuais anais receptivas, mas a maioria das infecgoes femininas e atribuida a contaminagao 
perianal por secregoes cervicovaginais infectadas. Em geral, as infecgoes gonococicas retais sao assintomaticas, 
embora alguns individuos possam referir sintomas desde prurido suave ate proctite aguda com dor e prurido 
anorretais, secregao mucopurulenta, sangramento, tenesmo e constipagao intestinal dentro de 5 a 7 dias depois da 
infecgao. 365,541 A anoscopia do canal anal geralmente demonstra edema e eritema da mucosa retal e secregao 
purulenta associada as criptas anais. 700 Infecgao por Chlamydia, infecgoes por herpes-virus simples e outras doengas 
sexualmente transmissiveis estao incluidas no diagnostico diferencial da infecgao gonococica anorretal. 

Em uma porcentagem pequena (cerca de 0,5 a 3%) dos individuos infectados, os gonococos podem invadir a 
corrente sanguinea e causar infecgao gonococica disseminada (IGD). 167,450,596 Essa infecgao caracteriza-se por febre 
baixa (raramente acima de 39°C), lesoes cutaneas hemorragicas, tenossinovite, poliartralgia migratoria e artrite 
septica. As hemoculturas sao variavelmente positivas, de forma que devem ser colhidos no minimo tres conjuntos 
de frascos quando se suspeita do diagnostico de IGD. As mulheres parecem estar mais sujeitas a desenvolver IGD, 
principalmente durante a menstruagao e no segundo e terceiro trimestres da gestagao. As lesoes cutaneas sao 
extremamente dolorosas e, inicialmente, aparecem na forma de papulas que se transformam em pustulas necroticas 
sobre uma base eritematosa (Figura 11.2, Prancha 11.1 B). O paciente pode ter apenas cinco, ou ate 30 lesoes ao 
mesmo tempo, a maioria localizada nos membros (i. e., dedos dos pes e das maos). 168 4 "" As culturas das lesoes 
cutaneas e do liquido sinovial dos pacientes com IGD geralmente sao negativas, sugerindo que os processos imunes 
(p. ex., deposigao de complexos antigeno-anticorpo) contribuam para os sinais e sintomas e para a patogenese desta 
doenga. Em alguns casos, os pacientes podem apresentar erupgoes maculosas, papulosas ou petequiais extensivas e 
vasculite. 334,427 Em 30 a 40% dos casos, as bacterias localizam-se em uma ou mais articulagdes e causam artrite 
gonococica purulenta destrutiva. 5 11 O acometimento articular geralmente e assimetrico e, na maioria dos casos, afeta 



joelho, tomozelo, punho, dedos das maos ou articulagoes do tomozelo. 530 O liquido sinovial infectado 

O OCO CTA 

frequentemente contem 40.000 a 60.000 celulas/mm com mais de 80% de neutrofilos polimorfonucleares.“ ■ A 
coloragao pelo Gram e a cultura do liquido articular aspirado sao positivas em apenas 10 a 30% dos casos. Os 
metodos moleculares (i. e., reagao da cadeia de polimerase [PCR; do ingles, polymerase chain reaction ], 
amplificagao por deslocamento da fita [SDA; do ingles, strand displacement amplification ]) tambem tern sido 
utilizados com sucesso para detectar gonococos no liquido sinovial e nos especimes de swab retirados das lesoes 
cutaneas. 362,525 



■ FIGURA 11.2 Lesao cutanea da IGD no dedo indicadorda mao esquerda. As lesoes cutaneas associadas a IGD 
geralmente se localizam nas extremidades. 

As complicagoes da IGD sao lesao articular irreversivel, endocardite e meningite (raramente). A endocardite 
gonococica acomete 1 a 2% dos pacientes com infecgao disseminada e tern evolugao destrutiva rapida. 577 A valva 
aortica e afetada em 50% dos casos e a valva mitral em 30% dos pacientes; pesquisadores publicaram quatro casos 
de infecgao gonococica da valva tricuspide. 11 Thompson e Brantley relataram um caso de endocardite gonococica 
em um homem de 23 anos, que precisou colocar uma protese valvar porque desenvolveu insuficiencia aortica grave 
e prolapso da cuspide aortica. 6 " Em 1997, o primeiro caso de endocardite gonococica associada ao lupus 
eritematoso sistemico (LES) foi diagnosticado em uma mulher de 24 anos, que se apresentou com queixas 
inespecificas de tosse, dor toracica, febre e mal-estar, sem sinais ou sintomas de IGD. 6 ' A ecocardiografia 
transtoracica e transesofagica demonstrou uma vegetagao volumosa na valva pulmonar e as hemoculturas foram 
positivas para N. gonorrhoeae. Nielsen el al. usaram o teste de amplificagao mediada por transcrigao (TMA; do 
ingles, transcription-mediated amplification) da Gen-Probe APTIMA® nos tecidos valvares retirados cirurgicamente 
para diagnosticar defmitivamente endocardite gonococica em um homem de 45 anos. 434 Pericardite e derrames 
pericardicos tambem sao complicagoes da IGD e existem relatos de sindrome de angustia respiratoria do adulto, 
choque septico e falencia sistemica de multiplos orgaos associados a bacteriemia gonococica/ 36 Meningite 
gonococica e uma complicagao rara da IGD, que causa manifestagoes clinicas tipicas da meningite associada a 
outros microrganismos. 442 Outras manifestagoes clinicas associadas a IGD (p. ex., artrite, tenossinovite e lesoes 
cutaneas) tambem sao detectadas nesses pacientes. Os metodos moleculares sao uteis para diagnosticar meningite 
gonococica, porque as culturas do liquido cefalorraquidiano (LCR) podem ser negativas em razao da natureza 


exigente dessa bacteria. 104,106,442 As doengas clinicas semelhantes a IGD sao sindrome de Reiter, artrites piogenica e 
induzida por cristais, artrites sifilftica e tuberculosa, artrite reumatoide, doenga de Lyme e febre reumatica. 
Episodios repetidos de IGD foram diagnosticados em pacientes com determinadas deflciencias de complemento. 222 
A doenga disseminada pode ocorrer depois da infecgao genital ou extragenital. Estudos das cepas isoladas dos 
pacientes com IGD demonstraram que essas bacterias mais invasivas tinham caracteristicas incomuns, necessidades 
nutricionais singulares (p. ex., precisavam de arginina, hipoxantina e uracila para crescer [cepas AHU]), 
classificagao definida das sorovariantes PorlA e resistencia a atividade bactericida do soro humano normal. 2 18,464 
Com o declinio da prevalencia das cepas AHU/sorovariantes PorlA ao longo de alguns anos, a prevalencia de IGD 
associada a outros auxotipos/classes de sorovariantes tem aumentado. 628 

As infecgoes gonococicas oculares, que antes eram diagnosticadas principalmente nos recem-nascidos que 
adquiriam a bacteria durante sua passagem pelo canal de parto infectado (“oftalmia neonatal”), ocorrem nos adultos 
infectados por autoinoculagao das secregoes genitais. 22,242 Os profissionais dos laboratories que trabalbam com 
culturas tambem podem ser infectados acidentalmente, caso nao tenham o cuidado de proteger os olhos. 429 A 
infecgao conjuntival por N. gonorrhoeae geralmente e dolorosa e o paciente tem fotofobia, redugao acentuada da 
acuidade visual, edema palpebral, celulite periorbital e secregao conjuntival purulenta profusa. 523 Essa infecgao pode 
ser unilateral ou bilateral e pode ser complicada por ceratite epitelial ou estromal, ceratite ulcerativa, perfuragao da 
cornea, prolapso da iris e endoftalmite. 173 O tratamento antibiotico imediato e necessario nesses casos. A 
coexistencia de alguma doenga (p. ex., infecgao pelo HIV, LES, hepatite B com cirrose) pode estar associada as 
apresentagoes atipicas da infecgao gonococica (p. ex., endoftalmite, bacteriemia). 233,524,703 Abscessos gonococicos 
do couro cabeludo foram descritos nos recem-nascidos como complicagoes do monitoramento fetal intrauterino. 674 
Abscessos gonococicos periuretrais e cutaneos tambem foram descritos em pacientes HIV-positivos e HIV- 
negativos. 352,595 

No passado, as infecgoes gonococicas infantis consistiam apenas na oftalmia neonatal, que foi descrita antes. 
Quase todos os casos de gonorreia infantil durante o periodo neonatal sao resultantes da contaminagao ocular, 
embora tenham sido descritas infecgoes neonatais mais graves por gonococos. 226 A transmissao da gonorreia dos 
adultos para as criangas por objetos (p. ex., toalhas compartilhadas) foi sugerida como mecanismo de transmissao 
para as criangas maiores. Contudo, hoje se sabe que as infecgoes gonococicas - inclusive conjuntivite - e outras 
doengas sexualmente transmissiveis das criangas depois do periodo neonatal imediato (defmido entre o nascimento 
ate o primeiro mes de vida) sao indicios de abuso sexual. 58,292,423 Com uma abordagem multidisciplinar cautelosa, a 
historia de relagoes sexuais geralmente pode ser obtida das criangas maiores. Quando uma crianga com gonorreia e 
atendida, a investigagao dos dois cuidadores adultos e de outros irmaos comumente revela adultos infectados e 
outras criangas infectadas. As infecgoes gonococicas infantis sao semelhantes as dos adultos, embora com algumas 
diferengas notaveis. Nas meninas pre-puberes, N. gonorrhoeae causa vaginite com secregao vaginal, em vez de 
cervicite. O epitelio da vagina pre-pubere e constituido de celulas epiteliais colunares, que sao os tipos celulares 
infectados preferencialmente pela N. gonorrhoeae. Com o inicio da puberdade, essas celulas sao substituidas por 
epitelio escamoso estratificado, que nao e suscetivel a infecgao gonococica. A infecgao uretral das criangas do sexo 
masculino assemelha-se a detectada nos adultos. Assim como nos adultos, as infecgoes gonococicas faringea e retal 
geralmente sao assintomaticas nas criangas. 

Neisseria meningitidis 

Epidemiologia do meningococo | Sorogrupos, sorotipos e sorossubtipos. N. meningitidis e um patogeno 
primario, que causa diversos processos infecciosos, desde sepse subclinica com recuperagao rapida, ate doenga fatal 
fulminante incontrolavel. 35,707 Alguns pacientes podem apresentar poucos elementos desse espectro clinico, 
enquanto outros podem evoluir ao longo de todo o espectro com rapidez alarmante. Um fator de virulencia 
significativo de todas as cepas de N. meningitidis associadas a essa doenga e a capsula polissacaridica. Existem 
descritos treze sorogrupos de polissacaridios capsulares dos meningococos (A, B, C, D, H, I, K, L, X, Y, Z, W135 e 
29E), mas a maioria das infecgoes diagnosticadas em todo o mundo e causada por bacterias dos sorogrupos A, B, C, 
X, Y e W135. As cepas de N. meningitidis do sorogrupo B causam uma porcentagem expressiva dos casos de 
doenga endemica em algumas regioes do planeta, inclusive EUA. As cepas dos sorogrupos C e Y foram associadas 
a surtos da doenga nos EUA e outros paises. As cepas do sorogrupo A ocorrem principalmente no “cinturao de 
meningite” da Africa Subsaariana e sao responsaveis pelas maiores epidemias de infecgao meningococica, enquanto 


os sorogrupos C, X e W135 tambem sao responsaveis por alguns casos de doenga em algumas regioes da Africa (p. 
ex., Quenia, Togo e Niger), China, Argentina e peregrinos do Hajj . 217 ’ 536 ’ 544 ’ 615 ’ 616 ’ 632,698,699 ’ 722 Em razao da 
disponibilidade e do uso difiindido das vacinas polissacaridicas e conjugadas contra N. meningitidis dos sorogrupos 
A, C, Y e W-135, hoje o sorogrupo B e responsavel por ate 90% dos casos dessa doenga em alguns paises, 
principalmente na Europa (Boxe 1 1.1). 643 Alguns dados sugerem que o sorogrupo C possa estar associado a clones 
mais hipervirulentos e tende a causar doenga mais grave que os outros sorogrupos. 196,691 Essa virulencia exacerbada 
evidencia-se por mais efeitos residuais (p. ex., lesoes cutaneas com fibrose, amputagao de membros, insuficiencia 
renal) e taxa de mortalidade mais alta que a dos outros sorogrupos. 227,543,587 Na Franga, um clone do sorogrupo C 
(ST-11) alcangou indice de mortalidade de 22%, em comparagao com 15% com as outras cepas isoladas do 
sorogrupo C neste pais. Em 2007, esse clone causou cinco dos nove surtos pequenos da doenga, com virulencia 
exacerbada evidenciada por erupgoes hemorragicas extensivas nos pacientes infectados. 1 7 


Boxe 11.1 


Epidemiologia mundial de N. meningitidis e da doenga meningococica: revisao. 

Entre os paises da America Latina, existem pouco dados em razao da subnotificagao reconhecida, mas um estudo realizado em 2008 com quase 7.000 
cepas isoladas entre 2000 e 2005 de 19 paises da America Latina (especialmente Brasil e Chile) relatou que 69% dos meningococos isolados faziam 
parte do sorogrupo B, 26% do sorogrupo C e cerca de 2% cada para os sorogrupos Y e W-135. 255 0 Brasil teve epidemias de doenga do sorogrupo A 
entre as decadas de 1920 e 1940, com superposigao subsequente de epidemias de meningococos dos sorogrupos A e C durante os primeiros anos da 
decada de 1970. Entre o final da decada de 1990 e o ano 2002, a incidencia anual de doenga meningococica em Sao Paulo foi de 6 casos por 
100.000 e os sorogrupos envolvidos foram B (59%) e C (36%). 183 Durante o intervalo entre 2003 e 2005, a incidencia anual da doenga em Sao Paulo 
foi de 3,9 casos por 100.000, com quase dois tergos das cepas isoladas pertencendo ao sorogrupo C. No sul do Brasil, taxas de incidencia semelhantes 
foram detectadas ao longo dos ultimos anos da decada de 1990 e meados da decada de 2000; contudo, a distribuigao dos sorogrupos na regiao sul do 
Brasil induia um predominio do sorogrupo B (78,9%), junto com os sorogrupos C (14,1%) e W-135 (6,2%). 48 Hoje em dia, a prevalence das cepas 
isoladas do sorogrupo W-135 no sul do Brasil esta acima de 17% e todas as cepas pertenciam ao complexo ST-1 IT 91 No Chile, as taxas de incidencia 
da doenga meningococica tern permanecido estaveis (0,6 por 100.000) ha muitos anos, com as cepas pertencentes aos sorogrupos B (71%), C (12%) e 
Y (10%). A Argentina relatou redugoes das taxas de incidencia da doenga meningococica durante o periodo de 1993 a 2005, com predominio dos 
sorogrupos B e C. 152 Em 2008, a doenga causada pelo sorogrupo W-135 comegou a aparecer e este sorogrupo foi identificado em 28% dos casos. 217 
Cuba enfrentou um surto nacional de doenga meningococica do sorogrupo B durante os primeiros anos da decada de 1980, mas a incidencia da 
doenga continuou a declinar deste entao, ate 0,6 a 0,7 casos por 100.000 entre 1998 e 2000, seguido de redugao adicional para 0,3 caso por 100.000 
em 2003. 193 Na Colombia, nao existem dados disponiveis sobre a doenga, mas um estudo de 434 cepas isoladas nesse pais entre 1994 a 2006 
demonstraram que as cepas do sorogrupo B predominaram (78%), seguido dos sorogrupos C (10%), Y (9%) e W-135 (2%); as cepas do sorogrupo Y 
nao estavam representadas em 1994 e chegaram a 50% das cepas isoladas em 20 06. 324 

Em algumas regioes da Africa Subsaariana, que sao conhecidas como "cinturao da meningite", a doenga meningococica causada principalmente 
pelas cepas do sorogrupo A ocorre todos os anos com incidencia de ate 1.000 casos/100.000 habitantes. 536 - 632 Essa regiao estende-se do oeste do 
Senegal ate o leste da Etiopia. As epidemias de doenga meningococica ocorrem em ciclos de 5 a 12 anos, comegando durante as estagoes secas da 
regiao e terminando com o inicio da estagao chuvosa. Durante a estagao seca, as temperaturas caem abaixo de 10°C por uma noite ( overnight), 
resultando na aglomeragao das pessoas em locais fechados e facilitando a transmissao interpessoal das bacterias. Alem disso, os efeitos ressecadores 
dos ventos fortes do deserto do Saara na mucosa orofaringea aumentam ainda mais o risco de doenga meningococica invasiva. 457 A ultima epidemia 
significativa causada pela N. meningitidis do sorogrupo A ocorreu entre 1996 e 1997, causando mais de 250.000 casos clinicos e mais de 25.000 
mortes. Essa cepa do sorogrupo A fazia parte do complexo ST-5 e causou epidemias da doenga na Etiopia, Sudao, Quenia, Tanzania e Chade entre 
1988 e 1998. Em 1995, surgiu um clone novo do subgrupo A (ST-7) na Argelia, que depois se espalhou por todo o "cinturao da meningite", causando 
um surto de doenga meningococica no Sudao em 1999. 483 A disseminagao do cinturao da meningite para as regioes do sul da Africa foi prenunciada 
por surtos de doenga causada por ST-7 nos campos de refugiados de Ruanda, Burundi e Republica da Tanzania. Ate pouco antes de 2000, outros 
sorogrupos de meningococos nao eram agentes etiologicos comuns da doenga na Africa, embora com surtos raros atribuidos as cepas do sorogrupo C 
e pequenas epidemias causadas pelas cepas do sorogrupo X em Chade, Niger, Gana e Quenia. 120,202 A partir de 2002, as cepas do sorogrupo W-135 
apareceram na regiao que, originalmente, estava ligada as cepas que infectavam individuos que participaram da peregrinagao dos mugulmanos a 
Meca (Hajj), Arabia Saudita, no ano 2000. 517,1515,616 Esses individuos tinham sido imunizados com vacinas polissacaridicas dos sorogrupos A e C, o que 
abriu caminho para o surgimento do sorogrupo W-135, que faz parte do complexo ST-11. Aparentemente, essa cepa surgiu em razao de uma 
alteragao capsular do sorogrupo C para o sorogrupo W-135. Em 2002, ocorreram mais de 200 casos da doenga causada por essa cepa em Burkina Faso 
e cepas desse clone foram isoladas de individuos que se encontravam dentro e fora do cinturao da meningite. 32 A administragao de uma vacina 



trivalente para os sorogrupos A/C/W-135 acarretou dedinio subito da doenp causada por essas cepas e, em 2003, levou ao surgimento de uma cepa 
nova do sorogrupo A, gue faz parte do complexo ST-2859. 

No Oriente Medio, a maioria dos casos de doen^a meningococica tem sido associada a peregrina^ao Hajj a Meca, Arabia Saudita. Durante a 
peregrinaqio de 1987, houve um surto de doen^a meningococica causada pelo sorogrupo A e os viajantes gue retornaram aos EUA provenientes da 
Arabia Saudita apresentaram indices altos de estado de portador nasofarfngeo dos meningococos do grupo A. 462 Depois da peregrinaqio de 1987, a 
imunizaqio com vacinas polissacari'dicas meningococicas dos sorotipos A e C tornou-se obrigatoria, de forma gue os participantes da peregrinaqio 
pudessem entrar na Arabia Saudita. 120 Isso levou praticamente ao desaparecimento dessa cepa do sorogrupo A. A partir do ano 2000, as cepas do 
sorogrupo W-135 surgiram durante a peregrinaqio Hajj, causando mais de 400 casos de doen^a meningococica. 615 Quando os participantes do Hajj 
voltaram para seus paises de origem, casos causados pelo mesmo clone do sorogrupo W-135 foram notificados na Inglaterra, Franca, Israel, EUA e 
outros paises. 697,698 A cepa gue causou a doenp fazia parte do complexo ST-11 e tinha um sorotipo/sorossubtipo singular, gue era semelhante as 
cepas encontradas na Inglaterra nos anos anteriores, exceto gue as cepas da Inglaterra faziam parte do sorogrupo C, mas nao do sorogrupo W-135. 
Alguns especialistas sugeriram gue a imunizaqio obrigatoria dos participantes do Hajj com a vacina do sorogrupo C exerceu pressao negativa para gue 
o mesmo clone ST-11 passasse por uma alteragao capsular para o sorogrupo W-135, embora os marcadores do sorotipo e do sorossubtipo 
continuassem inalterados. 8,445 A introduqio subseguente da vacina meningococica tetravalente na Arabia Saudita como reguisito para visto dos 
participantes do Hajj erradicou os surtos de doenp meningococica nessa regiao. 697 

Na Europa, a doen^a meningococica esta associada as cepas dos sorogrupos B e C e as taxas de incidencia dedinaram de 1,67 caso por 100.000 
em 1999 para 1,01 por 100.000 em 2006. Assim como nos EUA, a incidencia mais alta dessa doen^a ocorre entre as criangas com menosde 1 anode 
vida e entre os adolescentes de 15 a 19 anos. No final da decada de 1990 e nos primeiros anos do seculo XXI, varios paises - inclusive Inglaterra, 
Irlanda, Espanha, Belgica, Portugal e Holanda - registraram aumentos da incidencia dessa doenp causada por uma cepa hipervirulenta do sorogrupo 
C, guefaz parte do complexo clonal ST-11. Entre 1999 e 2006, esses paises implementaram programas intensivos de imunizaqio para meningococos 
do sorogrupo C, gue foram altamente eficazes no controle da disseminaqio desta cepa responsavel por ate 40% dos casos apenas na Inglaterra. 426,643 
No mesmo periodo em gue ocorreu reduqio das infecgoes causadas pelo sorogrupo C, a porcentagem dos casos confirmados laboratorialmente 
causados pelas cepas do sorogrupo B aumentou para 87% em 2007 e 2008, guando nos anos anteriores oscilara entre 46 e 69%. Essas cepas do 
sorogrupo B fazem parte dos complexos clonais ST-40 e ST-44 e hoje em dia elas sao responsaveis pela maioria dos casos de doen^a meningococica 
registrados na Europa e na Inglaterra. Outro clone do sorogrupo B (ST-269), descrito primeiramente na Holanda durante a decada de 1970, emergiu 
como causa de doen^a invasiva na Inglaterra e na Escocia no final da decada de 1990; este mesmo clone do sorogrupo B tambem foi identificado em 
Quebec, Canada. 196,393 As cepas gue fazem parte do sorogrupo W-135 surgiram na Franca em 2000 e hoje representam o terceiro sorotipo 
meningococico mais comum nesse pais e tambem na Inglaterra. A afluencia das cepas W-135 a essas regioes naguela ocasiao refletiu o retorno dos 
peregrinos do Hajj aos seus paises de origem depois do surto de doen^a meningococica causada pelas cepas W-135 na Arabia Saudita/ Em razao da 
contribuigao das cepas W-135 para a ocorrencia da doen^a nas areas para as guais os peregrinos do Hajj retornavam, a Inglaterra publicou uma 
recomendaqio oficial de gue os peregrinos gue estiveram neste evento recebessem vacina polissacaridica meningococica tetravalente para os 
sorogrupos A, C, Y e W-135. As exigences de visto estabelecidas em 2002 tornaram compulsoria a imunizaqio com vacina tetravalente. 

Durante o seculo XX, a maioria dos casos de doen^a meningococica ocorridos na China era atribuida as cepas do sorogrupo A, com guatro 
epidemias registradas em 1959,1967,1977 e 1984. Durante essas epidemias, a incidencia da doen^a chegou a 500 casos por 100.000. 722 Todas essas 
epidemias foram causadas pelo clone ST-5, gue circulava na regiao havia mais de 60 anos, embora os sorotipos e os sorossubitipos deste complexo 
clonal (ST-5) variassem. Durante as epidemias, esse grupo clonal espalhou-se da China para Russia, Escandinavia, Nepal e Arabia Saudita. A realizaqio 
de uma campanha nacional de imunizaqio com as vacinas polissacari'dicas monovalente do sorogrupo A e bivalente dos sorogrupos A e C nos 
primeiros anos da decada de 1980 reduziu a incidencia da doen^a na regiao para 0,2 a 1,0 caso por 100.000 habitantes. 722 A ultima epidemia da China 
associada as cepas ST-5 comeqiu em 1993, com disseminagao subseguente para Moscou e Mongolia em 1996. 632 A partir do ano 2000, as cepas delV. 
meningitidis dos sorogrupos B e C causaram surtos esporadicos da doen^a na China e, em 2003, surgiu outra cepa hiperinvasiva do sorogrupo C, gue 
faz parte do complexo ST-4821. 574 As cepas do sorogrupo A ainda sao agentes etiologicos importantes na India e nas Filipinas. 471,707 A doen^a 
meningococica e muito rara no Japao (menos de 30 casos notificados por ano) e a maioria e causada por N. meningitidis do clone ST-32 do sorogrupo 
B. 314 A doen^a meningococica grave parece ser rara no extremo Oriente (/. e., Taiwan, Malasia, Tailandia), onde a incidencia fica abaixo de 0,2 por 
100.000 habitantes. 153,508,522 


As cepas do meningococo tambem podem ser caracterizadas com base em suas OMP, que sao expressas na 
superficie da celula e sao conhecidas como PorA e PorB. As proteinas PorB (antes referidas como OMP classes 2 e 
3) sao proteinas imunogenicas que determinam o sorotipo meningococico, enquanto as proteinas PorA (antes 
descritas como OMP classe 1) determinam o sorossubtipo. 253,448,657 A genotipagem da PorB pode ser realizada por 
sequenciamento do gene porB , enquanto a genotipagem da PorA esta baseada no sequenciamento de duas regioes 
variaveis (VR1 e VR2) do gene porA. A genotipagem do gene por A praticamente substituiu as tecnicas sorologicas 



para determinar o sorossubtipo da PorA, porque este gene pode estar expresso variavelmente e mutagoes pontuais 
isoladas podem ter um impacto significative na virulencia. As cepas de N. meningitidis podem ainda ser divididas 
em um dos 13 imunotipos baseados nos determinantes antigenicos lipo-oligossacaridios (LOS). 644 Embora esses 
metodos ajudem a determinar a proximidade das cepas em determinada regiao e em contextos clinicos especificos, 
nenhum deles e capaz de diferenciar e defrnir a proximidade genetica das cepas meningococicas no contexto 
epidemiologico global. A N. meningitidis pode sofrer variagao antigenica por transference horizontal de genes entre 
outros meningococos ou de especies de Neisseria saprofiticas; por recombinagao autologa dentro do seu proprio 
genoma; e por expressao genetica variavel em razao da presenga/ausencia de sequences de insergao, repetigoes 
nucleotideas em serie ( tandem ) e frameshifts 1 na transcrigao dos acidos nucleicos. 31 ’ 411 ’ 562 As transferences 
horizontais de genes podem acarretar alteragoes capsulares, por meio das quais uma cepa muda de um sorogrupo 
capsular para outro. As cepas que sofreram esse processo terao os mesmos sorossubtipos geneticos e imunotipos, 
mas expressarao sorogrupos capsulares diferentes. O sequenciamento do gene do antigeno dos sorogrupos 
meningococicos a partir da amplificagao do gene da sialiltransferase por PCR pode ser usado para confirmar os 
metodos sorologicos de tipagem e determinar o clone genetico de cepas sorologicamente “nao tipaveis”, que contem 
genes capsulares “desligados”. ’ ’ A permuta capsular permite a “evasao imunologica” dos mecanismos imunes 
ao sorogrupo original expresso por determinada cepa e, deste modo, permite que surtos de doenga meningococica 
sejam iniciados e mantidos por periodos significativamente longos.' 1 " 1 Em geral, a permuta capsular resulta no 
desenvolvimento de cepas que expressam o antigeno capsular do sorogrupo C. Em um estudo com 1.160 cepas 
invasivas recolhidas entre 2000 e 2005 nos EUA, as cepas do sorogrupo C eram resultado de 12,9% dos eventos de 
permuta, em comparagao com 1,5% das que resultaram no sorogrupo B e 0,9% das que resultaram no sorogrupo Y. 
Quando os tipos sequenciais (ST; do ingles, sequence types', ver adiante) dessas cepas do sorogrupo C foram 
determinados, 97,2% eram ST geralmente associados ao sorogrupo B, sugerindo que estas cepas tivessem passado 
por uma permuta capsular de “B” para “C”. 183,299 Pesquisadores documentaram permutas capsulares dos sorogrupos 
C para B e C para W-135 em Portugal e Nova Zelandia, respectivamente. 59 ’ 581 Em razao da frequence alta de 
variagao antigenica das OMP e do fenomeno de permuta capsular, cientistas desenvolveram outros metodos para 
defmir, identificar e acompanhar geneticamente as cepas patogenicas de N. meningitidis em todo o mundo. 238,610 
Tecnicas como a eletroforese isoenzimas multilocus (MLEE; do ingles, multilocus enzyme electrophoresis ) eram 
usadas para caracterizar as cepas, mas esses metodos foram praticamente substituidos pela tipagem da sequence 
multilocus dos genes constitucionais (MLST; do ingles, multilocus sequence typing). MLST e realizada a partir do 
sequenciamento de fragmentos de sete genes constitucionais e determina a linhagem genetica de cepas 
meningococicas, que circulam na comunidade. 239,428 Um complexo clonal e formado por um grupo de ST, que tern 
em comum com o “genotipo central” no minimo quatro dos sete loci. 651 Quando e utilizada em combinagao com a 
genotipagem dos genes porA e porB e a imunotipagem do LOS, a MLST auxilia os cientistas e epidemiologistas a 
identificar alguns grupos clonais geneticamente defmidos, que sao responsaveis por casos esporadicos e epidemicos 
da doenga meningococica endemica. 12 " Embora a MLST tenha substituido a MLEE como metodo principal de 
caracterizagao das cepas, os meningococos isolados e descritos na literatura epidemiologica comumente sao 
referidos por seu tipo enzimatico (ET; do ingles, enzyme type) e por seu ST. Outros metodos de genetica molecular 
(p. ex., analise das “impressoes digitais” de DNA, polimorfismos de comprimento do fragmento de restrigao, 
eletroforese em gel de campo pulsado, ribotipagem, analise por PCR baseada em elementos repetitivos, PCR 
amplificada randomicamente, sequenciamento do gene porA e analise por endonuclease do amplicon-PCR) tambem 
foram desenvolvidos para monitorar a epidemiologia das cepas de N. meningitidis patogenicas em nivel mundial, 
mas eles nao sao utilizados tao amplamente quanto a MLST. 

A analise clonal de N. meningitidis revelou algumas caracteristicas interessantes relacionadas com sua virulencia 
e patogenicidade. Os clones virulentos caracterizam-se por ter indices altos de transmissao e por causar taxas 
elevadas de acometimento da doenga depois de sua introdugao em uma populagao suscetivel. Os clones avirulentos 
sao encontrados nos portadores assintomaticos e raramente causam doenga, mesmo quando sao transmitidos a taxas 
comparaveis as dos clones virulentos. 300 A combinagao de clones virulentos com indices altos de transmissao, uma 
populagao suscetivel, determinados fatores do hospedeiro (p. ex., tabagismo, imunidade da mucosa, coinfecgoes 
virais, deficiencias congenitas/adquiridas do complemento) e fatores ambientais (aglomeragoes, contato direto, 
exposigao a fumaga dos cigarros) resulta em indices altos de portadores e frequentemente leva ao surgimento 
explosivo da doenga. 120 ' 243 ' 716 Por fim, os grupos clonais virulentos circulantes passam por diversificagao genetica 
por transformagao e varias pressoes ambientais seletivas; em seguida, estes clones podem desaparecer e/ou ressurgir 



algum tempo depois. 121 ' Os clones invasivos que fazem parte de um complexo ST podem expressar sorogrupos 
diferentes. Por exemplo, o tipo sequencial ST-11 que expressa o sorogrupo C e responsavel por surtos de doenga 
meningococica nos EUA, na Europa e no Canada, enquanto o mesmo complexo clonal ST-11 que expressa o 
antlgeno capsular do sorogrupo W-135 causou doenga na Africa e na Arabia Saudita. 8,9,483,45 Mayer el a/. 44 '' 
demonstraram que um surto causado por W-135 foi devido a expansao clonal de uma cepa, em vez do surgimento de 
uma cepa nova. Por outro lado, Shao el al.~ 74 descreveram um clone novo do sorogrupo C na provlncia de Anhui, 
China. 

Mundialmente, varios clones patogenicos de N. meningitidis representando diferentes sorogrupos, sorotipos, 
sorossubitipos e imunotipos sao responsaveis por endemias e epidemias da doenga. 185,193,299 A doenga 
meningococica endemica ocorre a taxas de 1 a 3 casos por 100.000 nos EUA e 10 a 25 casos por 100.000 nos palses 
em desenvolvimento. Nos EUA, a incidencia anual da doenga meningococica alcangou nlveis de pico na decada de 
1990 (incidencia de 1,7 por 100.000 habitantes), mas depois diminuiu (incidencia de 0,35 por 100.000) em 2007, em 
razao das redugoes de todos os tres sorogrupos mais comuns no pals (sorogrupos B, C e Y). 299 Os Indices de 
infecgao sao mais altos entre as criangas de 3 meses a 1 ano de vida e entre os adolescentes maiores e os adultos 
jovens. Entre as alteragoes significativas da epidemiologia da doenga meningococica durante a decada de 1990 
estavam o aumento da incidencia das infecgoes pelo sorogrupo C adquiridas na comunidade e o aumento da doenga 
entre os adolescentes e adultos jovens nas faixas etarias do colegial e universitaria. 124,300,425,543 Durante a decada de 
1990, ocorreram surtos de doenga meningococica nos campi universitarios, que estavam associados a frequencia em 
bares, ingestao alcoolica, tabagismo e moradia em dormitorios. 164,322,323 Numeros expressivos de casos dessa doenga 
tambem foram registrados entre os estudantes universitarios que nao eram do primeiro ano e entre os estudantes que 
viviam em moradias fora do campus. 296,298 Entre meados da decada de 1990 e o ano de 2002, foram registrados 76 
surtos de doenga meningococica nos EUA, que ocorreram em universidades, escolas primarias e secundarias, 
instituigoes asilares e comunidades. 246,327 Como ja foi mencionado, a maioria desses surtos era causada pelas cepas 
do sorogrupo C, mas N. meningitidis do sorogrupo Y, que faz parte do complexo ST-23, surgiu nos primeiros anos 
da decada de 1990 e, no final desta decada, representava mais de 25% dos casos de doenga meningococica; os 
grupos afetados mais comumente eram bebes, idosos e pacientes imunossuprimidos. No Oregon, ocorreram surtos 
de doenga meningococica em meados da decada de 1990, que foram atribuidos as cepas do sorogrupo B, que faziam 
parte do complexo clonal ST-32. 19 " Hoje em dia, as cepas dos sorogrupos C e Y sao responsaveis por cerca de 31 e 
35% dos casos, respectivamente, seguidas dos sorogrupos B (23%) e W-135 (11%). 301 No Canada, a incidencia atual 
de doenga meningococica e de 0,56 a 1,2 por 100.000 habitantes e os sorogrupos C e Y representam 25,1 e 21,9% 
das cepas isoladas, respectivamente. 300 Recentemente, as cepas do sorogrupo B pertencentes ao complexo ST-269 
surgiram no Canada e, hoje em dia, estas cepas representam mais de 43% das bacterias isoladas. 393 A epidemiologia 
de surtos da doenga meningococica em Nova Deli e arredores, na India, foi revisada. 471 O Boxe 11.1 apresenta uma 
descrigao resumida da epidemiologia global de N. meningitidis e da doenga meningococica. 

Portador de N. meningitidis. N. meningitidis pode ser abrigada em porcentagens variaveis na orofaringe e na 
nasofaringe de individuos assintomaticos e o indice de portadores esta relacionado com varios fatores, inclusive 
idade, classe socioeconomica e existencia da doenga propriamente dita na comunidade. 0,711 Em geral, os indices de 
portadores tendem a ficar abaixo de 3% entre as criangas com menos de 4 anos de idade, mas aumentam para 24 a 
38% na faixa etaria de 15 a 24 anos. 121,1 "" A duragao do estado de portador tambem pode variar individualmente e 
com o sorogrupo da cepa colonizadora, enquanto o estado de portador de meningococos na nasofaringe pode ser 
transitorio, intermitente ou persistente. 12 Durante os periodos nos quais a doenga circula na comunidade, os indices 
de portadores podem ser muito diferentes dos que sao observados quando a doenga clinica nao e notificada, mas um 
estudo demonstrou que a porcentagem de individuos portadores da cepa mais virulenta aumenta."" A prevalencia de 
portadores entre os contatos domiciliares dos pacientes com doenga meningococica geralmente e maior que na 
populagao em geral e ao menos 50% dos portadores domiciliares estao colonizados com a mesma cepa que o 
familiar que foi infectado. 109,579 Ao contrario do que se divulgou por muitos anos, o indice de portadores do 
meningococo nao parece ter variagao sazonal, embora a maioria dos casos de doenga meningococica dos paises 
desenvolvidos tende a ocorrer no invemo e inicio da primavera. Condigoes aglomeradas de moradia facilitam a 
dispersao respiratoria do meningococos e estas aglomeragoes afetam tanto a transmissao da bacteria quanto a 
ocorrencia da doenga clinica. Isso foi amplamente demonstrado pelos surtos de grandes proporgoes, que ocorriam 
nas bases militares ao longo de muitos anos, quando grandes numeros de adultos jovens suscetiveis viviam juntos 


em quarteis fechados por periodos longos. Alem disso, entre estudantes universitarios, o estado de portador de 
meningococos aumenta rapidamente durante as primeiras semanas do ano academico, em grande parte devido a 
residencia em quartos fechados e a social izagao nas salas de aula e nos locals de reuniao. 474 Alem disso, os 
indivlduos com infecgoes virais ou bacterianas das vias respiratorias tambem tendem a apresentar Indices mais altos 
de estado de portador do meningococo. 1604 Outros fatores associados aos indices mais altos de portadores de 
meningococos sao sexo masculino, tabagismo ou exposigao secundaria a fiimaga dos cigarros e nivel 
socioeconomico baixo. 127 As cepas dos portadores podem ser encapsuladas (tipaveis) ou nao encapsuladas (nao 
tipaveis). A colonizagao meningococica das vias respiratorias superiores desencadeia, dentro de 7 a 10 dias, uma 
resposta imune humoral com produgao de anticorpos bactericidas especificos para o sorogrupo e tambem 
amplamente reativos, que estao dirigidos contra varios outros antigenos da membrana externa. 37,711 Mesmo os 
individuos que sao colonizados por cepas nao tipaveis desenvolvem titulos altos de anticorpos contra as cepas 
tipaveis, provavelmente em razao da existencia de determinantes antigenicos compartilhados. Em um estudo com 38 
portadores de cepas nao tipaveis na nasofaringe, 2 a 52% dos homens desenvolveram anticorpos grupo-especificos, 
dependendo do sorogrupo examinado. 527 Essa reagao imune nao erradica o estado de portador, mas pode conferir 
protegao ao hospedeiro contra a doenga clinica. O melhor metodo baseado em cultura para detectar o estado de 
portador meningococico e a raspagem de um swab na parede posterior da orofaringe, seguida de inoculagao e 
incubagao imediatas em meio seletivo (p. ex., meio de Thayer-Martin [MTM] modificado). 535 

Infecgoes causadas por N. meningitidis. Em alguns individuos, a cepa de meningococo, que se estabeleceu nas 
vias respiratorias superiores, avanga e invade a corrente sanguinea, iniciando a doenga sistemica. Niveis baixos de 
anticorpos bactericidas no soro sao um dos principais fatores do hospedeiro associados ao risco elevado de infecgao 
e, aparentemente, a doenga invasiva causada por N. meningitidis ocorre nos individuos que ja estavam infectados 
por uma cepa, contra a qual eles nao tinham anticorpos bactericidas contra o sorogrupo meningococico 
especifico. Em um estudo realizado entre militares, Edwards el al. ’ demonstraram que 86% dos 31 pacientes 
tinham culturas de nasofaringe negativas ao longo das 2 semanas anteriores ao seu adoecimento e que quatro 
pacientes tambem tinham culturas negativas no dia anterior ao que a doenga comegou. 216 Entretanto, outro relato de 
casos documentou um intervalo de sete semanas entre a aquisigao nasofaringea da bacteria e o inicio da 
meningite. 475 A coexistencia de infecgoes das vias respiratorias superiores causadas por virus ou micoplasmas 
tambem pode facilitar a invasao sistemica do meningococo, porque surtos esporadicos e epidemicos de doenga 
meningococica foram associados aos surtos de infecgoes respiratorias causadas por estes dois grupos de 
microrganismos. 46 Nivel socioeconomico baixo e status de minoria sao fatores associados ao aumento do risco de 
adquirir doenga meningococica e o risco desta doenga tambem e maior entre os portadores com deficiencias dos 
componentes terminais do complemento (p. ex., C5, C6, C7, C8 e C9) ou do sistema de properdina. 244,538 Outras 
condigoes coexistentes como insuficiencia hepatica, LES, mieloma multiplo, infecgao pelo HIV e asplenia tambem 
predispoem a doenga meningococica grave. 35,223 Fatores de risco comportamentais mais recentes associados a 
aquisigao do meningococo e da doenga meningococica emergente foram enfatizados durante os surtos da doenga na 
populagao universitaria, inclusive tabagismo (ativo e passivo), beijos, residencia em dormitorio das universidades, 
frequencia a estabelecimentos que vendem bebidas alcoolicas (bares e boates) e uso compartilhado de 
copos/garrafas de bebidas alcoolicas. 164,249,322,323,424 

A patogenese da doenga meningococica nao esta bem-esclarecida e, embora existam muitos estudos sobre a 
epidemiologia descritiva desse microrganismo e as doengas que ele causa, pouquissimo sabemos sobre a dinamica 
de como se produz a doenga. 508,605,648 Os seres humanos sao os unicos hospedeiros naturais de N. meningitidis e esta 
bacteria dissemina-se pelas goticulas respiratorias. Os meningococos colonizam a mucosa das vias respiratorias 
superiores e, em seguida, podem invadir a corrente sanguinea. A fixagao inicial na mucosa nasofaringea e mediada 
aparentemente por adesinas da superflcie celular, que tern o dominio I das cadeias de integrina-a, ou proteina 
cofator da membrana (CD46). ,44 Varias adesinas de superflcie celular sao encontradas nos meningococos, inclusive 
proteinas de pilus (PilC, PilQ), OMP (Opa, Opc, PorA, PorB) e LOS. 451 As variagoes antigenicas nos niveis das 
adesinas e dos pili regulam a evasao aos fatores inespecificos do hospedeiro durante a adesao inicial na mucosa 
epitelial. Os fatores ambientais como tabagismo e as infecgoes virais simultaneas das vias respiratorias superiores 
aumentam o risco de colonizagao em consequencia de alteragoes da mucosa ou supressao da imunidade local. 600 
Inicialmente, a capsula polissacaridica bloqueia outras adesinas alem das que sao proprias dos pili, mas em seguida 
as OMP ligam-se ao receptor C46 e as proteinas Opa ligam-se aos receptores proteoglicanos de sulfato de heparina 


presentes, respectivamente, nas celulas endoteliais e fagociticas. Isso estimula a liberagao de citocinas por essas 
celulas, com endocitose subsequente dos microrganismos pelas celulas epiteliais. 210,605,648 Em seguida, as proteinas 
PorB sao inseridas dentro da membrana do fagossomo, impedindo sua fusao nos lisossomos. 453 Desse modo, os 
meningococos conseguem evitar os mecanismos imunes humorais e sobrevivem nos leucocitos mononucleares. A 
sobrevivencia intracelular do meningococo e determinada por alguns fatores, inclusive a enzima IgAj protease, que 
decompoe as proteinas de membrana associadas ao lisossomo, impedindo a maturagao do fagossomo e estimulando 
a hiper-regulagao da expressao capsular. Alem disso, a replicagao intracelular e intensificada pela capacidade que 
esse microrganismo tern de adquirir ferro por meio de sistemas especializados de transporte deste ion (p. ex., 
receptor de ligagao da hemoglobina [HmbR], proteina de ligagao da transferrina [TbpAB], proteina de ligagao da 
lactoferrina [LbpAB]). 511 O principal fator de virulencia meningococica associada a infecgao da corrente sanguinea 
e a capsula polissacaridica. A resistencia a bacteriolise e fagocitose mediadas pelo complemento e determinada pela 
expressao da capsula e do LOS localizados na membrana externa. 343 Alem disso, algumas OMP da classe 1 de N. 
meningitidis conseguem hipo-regular a expressao de varios receptores do complemento dos neutrofilos e, deste 
modo, inibem a fagocitose da bacteria. ' ’ A invasao sanguinea dos meningococos tambem se correlaciona com a 
liberagao sistemica de varias citocinas inflamatorias (p. ex., interleucina-1, interleucina-6, fator a de necrose 
tumoral), que contribuem para a patogenese da meningococcemia e do choque septico meningococico. 665 Algumas 
dessas citocinas podem aumentar a permeabilidade da barreira hematencefalica e permitir a entrada dos 
meningococos no LCR. Alem disso, a invasao das celulas endoteliais por meningococos, com edema resultante e 
estimulagao da apoptose, tambem pode liberar bacterias no LCR e outros espagos fechados. 

Atualmente, N. meningitidis e a segunda causa principal de meningite adquirida na comunidade nos EUA, em 
grande parte devido a disponibilidade e ao uso generalizado das vacinas conjugadas altamente eficazes contra H. 
influenzae e S. pneumoniae. 115 ' 215 Em todo o mundo, N. meningitidis e o agente etiologico mais comum de 
meningite e sepse no adulto jovem. 283,605 As manifestagoes clinicas da doenga podem ser muito diversificadas e 
incluem meningoencefalite, meningite com ou sem meningococcemia, meningococcemia sem meningite e 
bacteriemia sem complicagoes septicas. 35,115 Em geral, os sintomas iniciais sao inespecificos e o paciente pode 
desenvolver doenga grave dentro de 6 a 8 horas, razao pela qual o diagnostico das sindromes meningococicas pelos 
medicos e fundamental ao tratamento eficaz dos pacientes. O inicio da meningite meningococica aguda e subito 
com febre e calafrios, mialgias e artralgia. 115 Os sinais classicos de meningite, inclusive confusao mental, cefaleia, 
febre e rigidez de nuca, podem ser detectados apenas em cerca de 27 a 50% dos pacientes que, por fim, sao 
diagnosticados com meningite meningococica. 35,301 Nauseas e vomitos tambem podem fazer parte do quadro clinico 
inicial, principalmente nas criangas. A meningococcemia e a disseminagao generalizada da bacteria sao 
prenunciadas pelo aparecimento rapido de uma erupgao cutanea, que acomete cerca de 50 a 60% dos pacientes. Essa 
erupgao comega como exantema maculopapuloso rosado e depois se transforma em petequias. Inicialmente, essas 
petequias formam-se nas mucosas (p. ex., conjuntivas, palato duro) e depois se espalham para o tronco e os 
membros inferiores. As lesoes do tronco podem coalescer na regiao proxima a cintura, que e uma regiao do corpo 
submetida a pressao. As lesoes cutaneas indicam complicagoes hemorragicas e coagulopatias, que sao causadas pela 
bacteria. Doenga fulminante de progressao rapida pode levar a formagao de outras maculas e papulas, que se 
transformam em areas de purpura ou equimoses com hemorragia e necrose da pele. Cerca de 10% dos pacientes 
com meningococcemia desenvolvem purpura fulminante, que resulta em areas extensivas de destruigao tecidual 
secundaria a coagulopatia; o monitoramento rigoroso dos parametros da coagulagao e a reposigao dos fatores 
consumidos (p. ex., plasma fresco congelado, transfusoes de plaquetas) pode ser benefica a esses pacientes. 4 A 
progressao dessas lesoes pode causar gangrena periferica dos dedos que, em alguns casos, precisam ser amputados. 
Disfungao neurologica difusa (em vez de sinais e sintomas focais) e acometimento cardiaco ocorrem mais 
comumente com a meningite meningococica que com outros tipos de meningite bacteriana. As anormalidades 
cardiacas, especialmente miocardite e disfungao miocardica, ocorrem em mais de 50% dos pacientes que 
desenvolvem infecgoes meningococicas. Clinicamente, essas anormalidades cardiacas evidenciam-se como 
insuficiencia cardiaca congestiva, edema pulmonar e elevagao da pressao venosa central. 35 Derrame pericardico 
purulento com e sem tamponamento cardiaco sao complicagoes da doenga meningococica encontradas tanto nos 
adultos quanto nas criangas e, em geral, ocorrem durante a convalescenga. 57,190,290,295,318,720 Em um relato de caso, a 
sepse causada por meningococo do sorogrupo B causou infarto agudo do miocardio em um homem de 42 anos com 
arterias coronarias normais. 245 



Em muitos casos, o choque meningococico fulminante predomina no quadro clinico da meningite 
meningococica e da sepse meningococica aguda.’ O paciente nao responde aos estimulos, tem reflexos tendinosos 
superficiais e profundos abolidos e apresenta depressao do nivel de consciencia. Nesses casos, a ocorrencia de 
choque, leucometria baixa, erupgao cutanea e alteragoes do estado mental por ocasiao da apresentagao cllnica esta 
associada a um prognostico clinico desfavoravel. A mortalidade atribulda ao choque septico meningococico tambem 
esta associada ao nivel serico baixo de potassio e ao excesso de bases negativas (acidose), que refletem os disturbios 
metabolicos sistemicos. Contagens baixas de plaquetas e niveis sericos reduzidos de PC-R - que tambem estao 
associados a duragao das petequias e da purpura - sao fatores preditivos de coagulagao intravascular disseminada 
(CID) iminente. 380 Nos casos fatais, as necropsias revelam miocardite terminal e/ou lesoes de CID com 
microtrombos e tromboses em muitos orgaos. A necrose ossea avascular causada pela trombose dos vasos 
sanguineos intraosseos (secundaria a CID) tambem foi documentada nos casos de doenga meningococica grave das 
criangas e dos adultos. 107,571 A apresentagao classica de necrose hemorragica aguda das glandulas suprarrenais 
reflete a base anatomica fundamental da sindrome de Waterhouse-Friderichsen. 6,58 Apesar da disponibilidade de 
farmacos excelentes, a meningite com sepse causada por N. meningitidis ainda pode acarretar mortalidade de ate 
30%. Entre os sobreviventes da infecgao, ate cerca 23,9% podem desenvolver algum grau de surdez 
neurossensorial. 383 

N. meningitidis tambem pode causar infecgao sanguinea (meningococcemia) sem meningite. 35 Essa apresentagao 
clinica ocorre em 5 a 20% dos pacientes com doenga meningococica. Em geral, os pacientes com bacteriemia 
meningococica tem febre, cefaleia, mal-estar, hipotensao e leucocitose periferica. Tambem pode haver sinais e 
sintomas de uma infecgao das vias respiratorias, mas os sinais e sintomas meningeos nao ocorrem. Alguns pacientes 
podem ter lesoes cutaneas, inclusive purpura. 314,358 Os meningococos sao isolados das hemoculturas, mas o paciente 
pode estar clinicamente bem nessa ocasiao e os medicos nao recomendam qualquer tratamento, ou apenas um ciclo 
breve de antibiotico. Na meningococcemia cronica, o paciente geralmente tem sintomas como febre baixa, exantema 
ou purpura e, ocasionalmente, artrite. Clinicamente, essa ultima apresentagao e muito semelhante a sindrome 
gonococica de artrite-dermatite. 542 Estudos demonstraram que esse tipo de doenga meningococica, com ou sem 
meningite, recidiva em alguns pacientes com deficiencias hereditarias coexistentes de C3, properdina, C5, C8 e 
outros componentes terminais do complemento. 244 Os pacientes portadores de disturbios associados aos estados de 
hipocomplementenemia (p. ex., LES) estao mais sujeitos a doenga meningococica grave; meningococcemia cronica 
tambem foi demonstrada nos pacientes HIV-positivos. 7,41,240 

N. meningitidis tambem pode causar outras infecgoes, das quais algumas resultam da disseminagao 
hematogenica. A disseminagao sanguinea da bacteria pode levar a implantagao em outros orgaos intemos e causar 
complicagdes como artrite septica, osteomielite, celulite, endoftalmite e peritonite bacteriana espontanea. 264,396,430 A 
artrite septica pode ocorrer com meningite ou meningococcemia, mas a artrite septica primaria com isolamento da 
bacteria do liquido articular pode ocorrer sem indicios de meningite ou meningococcemia. 34,79,446,449,680 Em geral, a 
artrite acomete joelhos e tornozelos, mas qualquer articulagao pode ser afetada. Alguns sinais e sintomas articulares 
tambem podem ser mediados por mecanismos imunes e o mesmo paciente pode ter artrites septica e imune. 70 
Osteomielite e uma manifestagao rara da infecgao meningococica e existem apenas oito casos publicados na 
literatura medica. 10 Nesses casos, a invasao ossea foi detectada primeiramente por exames radiograficos e, na 
maioria dos casos, afetava ossos longos (p. ex., femur, urncro e tibia). Nos casos de osteomielite meningococica, as 
hemoculturas geralmente sao positivas. Celulite dos tecidos moles tambem e uma apresentagao clinica rara da 
disseminagao meningococica hematogenica e pode ser observada em hospedeiros normais sob outros aspectos, ou 
nos pacientes com disturbios coexistentes como diabetes, obesidade, hipertensao pulmonar, insuficiencia cardiaca 
congestiva e disfungao circulatoria dos membros inferiores. 289,353,518 Em geral, essa complicagao afeta a regiao 
periorbital, mas tambem pode ocorrer no pescogo e nos membros. As areas afetadas tomam-se eritematosas, 
edemaciadas, quentes e hipersensiveis e as hemoculturas geralmente sao positivas. A idade dos pacientes com essa 
apresentagao clinica variava de 4 a 83 anos. 145,518 Endoftalmite endogena tambem e uma complicagao rara da 
meningite meningococica e da meningococcemia. 5114 ’ 1 ' Inicialmente, os pacientes referem turvagao ou perda da 
acuidade visual e podem ou nao ter sinais sistemicos de sepse quando apresentam disturbios visuais. Em geral, as 
culturas de amostras do vitreo sao positivas, assim como as hemoculturas e/ou as culturas do LCR; nestes casos, ha 
indicagao para tratamentos sistemico e intravitreo com cefalosporinas de terceira geragao. As complicagoes podem 
ser uveite anterior e descolamento da retina. 5,151 Em alguns casos, N. meningitidis pode ser isolada de areas distantes 
do corpo, sem outras evidencias clinicas de meningite, meningococcemia ou outros focos de infecgao 



meningococica. A endocardite meningococica e rara e existem apenas 12 casos publicados desde 1960. Em geral, os 
pacientes sao idosos, tem doengas coexistentes (p. ex., diabetes, deficiencias do complemento) e sao portadores de 
proteses ou doenga valvar, embora exista um caso descrito de endocardite em um jovem de 13 anos sem 
anormalidades cardiacas. 19,38 62 Por fim, A. meningitidis e um dos membros da longa lista de microrganismos 
isolados dos pacientes com peritonite e bacteriemia como complicagoes da dialise peritoneal ambulatorial 
continua. 102 

A conjuntivite meningococica aguda tambem foi descrita como uma apresentagao clinica bem-defmida. Essa 
infecgao pode originar-se de um foco infeccioso primario ou exogeno, ou de uma infecgao endogena 
secundaria. 30,225,297 A infecgao primaria pode ser invasiva ou nao invasiva. Nos casos de infecgao primaria invasiva, 
a infecgao conjuntival ocorre primeiramente e e seguida da doenga sistemica. Com a doenga nao invasiva primaria, 
o paciente tem apenas infecgao conjuntival. A infecgao endogena secundaria e uma complicagao subsequente da 
doenga meningococica sistemica. 28,515 A maioria dos casos de conjuntivite meningococica faz parte da infecgao 
sistemica por A. meningitidis e a doenga meningococica sistemica associada a infecgao conjuntival ocorre em 10 a 
18% dos pacientes. 55,221 A conjuntivite primaria causada por A. meningitidis foi descrita em recem-nascidos, 
criangas maiores e adultos. 248,494 Em dois tergos dos casos, a infecgao limita-se a um olho. Em uma revisao de 84 
casos de conjuntivite meningococica primaria, 17,8% dos pacientes desenvolveram doenga meningococica sistemica 
(/. e., meningite ou meningococcemia); entre estes pacientes, a mortalidade foi de 13,3%. 55 As infecgoes sistemicas 
foram mais comuns entre os pacientes tratados com antibioticos topicos, em vez de sistemicos; na verdade, o risco 
de desenvolver doenga sistemica era quase 20 vezes maior nos pacientes tratados com antibioticos topicos versus 
sistemicos. As complicagoes da infecgao, que se limitavam as estruturas oculares, incluiam ulceras de cornea, 
hipopio, ceratite, hemorragia subconjuntival e irite. 713 Em um relato de tres casos de conjuntivite meningococica 
primaria na Inglaterra, um irmao mais jovem do caso primario desenvolveu meningite meningococica, levando os 
autores desse estudo a sugerir que a profilaxia dos contatos proximos dos pacientes com conjuntivite meningococica 
primaria seja recomendavel. 599 Saperstein el al. tambem descreveram um caso de endoftalmite meningococica 
exogena, no qual a bacteria entrou no olho por uma membrana de filtragem defeituosa depois de uma cirurgia de 
catarata, em vez de ocorrer disseminagao hematogenica. 558 Nos casos publicados de endoftalmite meningococica, 
essa infecgao localizada comumente nao esta associada aos sinais e sintomas de meningite. 356,717 

A pneumonia meningococica nao e comum, mas basicamente se evidencia como uma pneumonia adquirida na 
comunidade, que e clinicamente indistinguivel das outras pneumonias bacterianas agudas. 35,270,701 A patogenese da 
pneumonia pode envolver disseminagao hematogenica ou aspiragao seguida de invasao direta do parenquima 
pulmonar. Essa infecgao acomete principalmente pacientes de meia-idade ou idosos com doengas preexistentes, 
inclusive infecgoes virais das vias respiratorias, doenga pulmonar obstrutiva cronica, doenga coronariana, diabetes, 
infecgao pelo HIV e LES. 526,680,701 Em geral, os pacientes apresentam sinais e sintomas classicos como febre, 
dispneia, tosse e anormalidades radiograficas compativeis. 01 Em um estudo com 68 recrutas militares que tiveram 
pneumonia meningococica comprovada por cultura dos aspirados transtraqueais, as manifestagoes clinicas mais 
comuns eram febre, estertores e infiltrados lobares. 379 Esses pacientes tinham doenga moderadamente grave, mas 
nao houve mortes. Em uma revisao de 58 casos de pneumonia meningococica adquirida na comunidade ao longo 
dos ultimos 25 anos, as hemoculturas foram positivas em 79,3%, mas estes pacientes nao tiveram sintomas e 
sequelas associadas a meningococcemia. 71 " As culturas de escarro foram positivas em 15 (83,3%) dos 18 casos nos 
quais foram obtidas amostras de escarro e 5 destes 58 pacientes morreram em consequencia da infecgao. O 
diagnostico da pneumonia meningococica e dificultado pela presenga desta bacteria na nasofaringe, resultando na 
contaminagao dos especimes de escarro expectorados. Alem de pneumonia, pesquisadores publicaram casos de 
supraglotite bacteriemica fulminante associada as infecgoes meningococicas dos sorogrupos B, C e y. 382,476,532,568,586 
Essas infecgoes caracterizavam-se por odinofagia, disfagia, edema dos tecidos supragloticos e celulite cervical. 
Cinco dos seis pacientes descritos com essa doenga precisaram de intubagao ou traqueostomia de emergencia, 
indicando que a supraglotite meningococica e uma infecgao fulminante potencialmente fatal. 

Em alguns casos, A. meningitidis pode ser isolada da uretra masculina, do trato genital feminino e do canal anal. 
Nessas areas, a bacteria pode causar infecgoes clinicamente indistinguiveis das infecgoes gonococicas, inclusive 
uretrite, cervicite, salpingite e proctite purulentas agudas. 147,348,417,495,540 As praticas sexuais orogenitais, anogenitais 
e oroanais parecem ser responsaveis pela presenga do meningococo nessas areas. 655 A conjuntivite neonatal primaria 
causada por A. meningitidis foi descrita em um recem-nascido, cuja mae tinha infecgao gonococica endocervical. 248 



Os meningococos isolados da cultura conjuntival do bebe, de uma cultura de endocervice da mae e a cepa isolada da 
orofaringe do pai do bebe eram identicos com base na analise por eletroforese de campo pulsado. 

Profilaxia e vacinas para meningococos. O risco de doenga meningococica secundaria entre os contatos 
familiares proximos de um caso primario de meningite ou meningococcemia e 500 a 800 vezes maior que o da 
populagao em geral. Os contatos proximos incluem moradores da mesma casa, contatos da crianga na creche e 
qualquer individuo exposto diretamente as secregoes orofaringeas do paciente por beijos, reanimagao boca a boca 
ou colocagao e manutengao do tubo endotraqueal. Os contatos diretos tambem podem incluir individuos que 
frequentemente dormem e/ou comem na mesma moradia do caso primario. As pessoas que tem contato direto com 
populagoes fechadas, inclusive dormitorios de universidades, tendas militares e instituigoes voltadas para cuidados 
prolongados, tambem sao candidatas a quimioprofilaxia meningococica. A pratica padronizada e administrar 
quimioprofilaxia antibiotica a esses contatos, tao logo seja possivel depois da exposigao. Em condigoes ideais, a 
profilaxia antimicrobiana deve ser administrada nas primeiras 24 horas depois da identificagao do caso primario. Os 
casos secundarios de doenga meningococica entre os contatos proximos do caso primario geralmente ocorrem nos 
primeiros 10 dias depois da exposigao. A profilaxia administrada 2 semanas ou mais depois da exposigao nao e 
eficaz para evitar casos secundarios. Durante as decadas de 1940 e 1950, as sulfonamidas eram eficazes para 
erradicar o estado de portador meningococico e evitar a doenga. Contudo, durante a decada de 1960, as cepas de N. 
meningitidis desenvolveram resistencia as sulfonamidas. Doses altas de penicilina eliminam transitoriamente os 
meningococos da nasofaringe, mas eles rapidamente se restabelecem depois que o tratamento e interrompido. Hoje 
em dia, a rifampicina oral (adultos: 600 mg a cada 12 horas, por 2 dias; criangas com menos de 1 mes de vida: 5 
mg/kg por 2 dias; criangas com mais de 1 mes de vida: 10 mg/kg por 2 dias) e administrada para erradicar o estado 
de portador, embora este antibiotico possa nao conseguir erradicar o meningococo em 10 a 20% dos portadores. 
Alguns estudos tambem demonstraram o desenvolvimento rapido de resistencia do meningococo a rifampicina, 
mesmo enquanto o farmaco era administrado. A ceftriaxona administrada em dose unica intramuscular (criangas: 
125 mg; adultos: 250 mg) tambem erradica o estado de portador meningococico por cerca de 2 semanas. 578 Alguns 
estudos tambem demonstraram que a azitromicina erradica o estado de portador meningococico dos adultos, mas 
hoje em dia nao e um dos antibioticos recomendados para a quimioprofilaxia. 268 O ciprofloxacino (adultos: 500 mg 
em dose unica) e o ofloxacino (400 mg em dose unica) tambem alcangaram eficacia de 95% na eliminagao do 
estado de portador nasofaringeo de meningococos por um periodo entre 2 e 5 semanas. 260 ’ 266 ’ 521 Em 2008, 
pesquisadores relataram tres casos de doenga meningococica causada por cepas do sorogrupo B resistentes ao 
ciprofloxacino entre os residentes de Dakota do Norte e Minnesota durante os anos de 2007 e 20 08. 136,708 O primeiro 
caso estava relacionado epidemiologicamente com outro caso que ocorrera na mesma regiao em 2006, com excegao 
de que a cepa em questao nao tinha a mutagao do gene gvrA, que confere resistencia as fluoroquinolonas. Por isso, o 
ciprofloxacino nao deve ser usado como quimioprofilaxia meningococica em regioes dos EUA, nas quais foram 
isoladas e identificadas cepas resistentes; outros antibioticos devem ser utilizados com esta finalidade. Um estudo 
tambem descreveu um caso de meningite causada por uma cepa do sorogrupo A resistente ao ciprofloxacino em um 
viajante proveniente da Italia, que adquiriu a infecgao em Nova Deli, India. 388 

Como a virulencia de N. meningitidis esta diretamente relacionada com os polissacaridios capsulares grupo- 
especificos da bacteria, tem sido possivel desenvolver vacinas que conferem protegao contra a doenga 
meningococica. Existem disponiveis vacinas polissacaridicas monovalentes dos grupos A e C e a vacina 
tetravalente, que inclui materiais polissacaridicos capsulares dos grupos A, C, Y e W135. Essa ultima vacina 
polissacaridica tetravalente e conhecida como MPSV4 (Menomune-A, C, Y, W-135®, vacina polissacaridica 
meningococica com 4 sorogrupos, Sanofi Pasteur, Inc., Swiftwater, PA). 273,398 Os polissacaridios da MPSV4 sao 
antigenos independentes dos linfocitos T, ou seja, estimulam os linfocitos B maduros, nao as celulas T. Por isso, os 
polissacaridios dos grupos A e C e a MPSV4 nao conferem memoria imunologica e, consequentemente, a resposta 
imune nao e duradoura e nao produzem resposta anamnestica com a exposigao subsequente ao mesmo antigeno 
polissacaridico. As vacinas polissacaridicas monovalentes e a MPSV4 desencadeiam respostas imunes nas criangas 
maiores e nos adultos, mas sao pouco imunogenicas nas criangas com menos de 2 a 3 anos. Embora o polissacaridio 
do grupo A induza uma resposta imune modesta nas criangas de apenas 3 anos, o polissacaridio do sorogrupo C e 
pouco imunogenico, principalmente nas criangas com menos de 2 anos de vida. 274 ’ 27 ' 1 Os polissacaridios dos 
sorogrupos Y e W-135 sao imunogenicos nas criangas com mais de 2 anos de idade e nos adultos. 284 Alem da 
variabilidade da resposta imune, a duragao da imunidade produzida por essas vacinas polissacaridicas naturais e 


curta e os titulos dos anticorpos diminuem rapidamente depois da imunizagao. J Entre os lactentes com menos de 
12 meses de idade vacinados com polissacaridio do grupo A, a resposta humoral detectavel foi mantida por apenas 
12 meses e, entre as criangas imunizadas com idades entre 12 e 17 meses, os titulos eram detectaveis por 2 anos. 349 
Em um estudo realizado em 1998 em Montana, apenas 18% das criangas de 1 ano, 32% das criangas de 2 anos e 50 
a 60% das criangas de 4 a 5 anos formaram titulos de anticorpos bactericidas em resposta a vacina polissacaridica do 
sorogrupo C. 44 ' Alem disso, as vacinas polissacaridicas naturais dos sorogrupos A e C podem induzir hiper- 
reatividade imunologica (tolerancia) nas criangas e nos adultos, quando duas doses sao administradas nos primeiros 
6 meses de vida. 86,278,425 A MPSV4, que tern sido amplamente utilizada nos programas de vacinagao, e 
especialmente segura e bem tolerada e as reagoes adversas sao relativamente raras. 

Em janeiro de 2005, a vacina de conjugado polissacaridico meningococico tetravalente (MCV4) foi aprovada 
para uso nos EUA (Menactra®, Sanofi Pasteur, Inc.) e, em janeiro de 2010, outra vacina MCY4 tambem foi liberada 
(Menveo®, Novartis). 176,514 Essas duas vacinas consistem nos polissacaridios capsulares meningococicos dos 
sorogrupos A, C, Y e W-135 conjugados ao toxoide difterico. A conjugagao dessa proteina carreadora permite que o 
antigeno produza uma resposta imune dependente (em vez de independente) dos linfocitos T. Por essa razao, a 
resposta imune inicial ao antigeno e mais substancial e, com a reexposigao antigenica, ha uma reagao de “memoria 
imunologica” anamnestica. Em janeiro de 2005, o Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP) liberou a 
MCY4 para ser usada na faixa etaria de 11 a 55 anos e, em maio deste mesmo ano, recomendou a imunizagao 
rotineira com uma dose da vacina para criangas de 11 a 12 anos e para as que entram no segundo grau (i. e., 15 
anos), se nao tiverem sido vacinadas antes. 131 As recomendagoes do ACIP foram revistas novamente em junho de 
2007 para incluir a vacinagao rotineira a todas as pessoas de 11 a 18 anos com dose unica da MCV4, enquanto as 
criangas de 11 a 12 anos devem ser vacinadas conforme recomendado anteriormente. 134 Junto com a American 
Medical Association (AMA), a American Academy of Family Physicians e a Society for Adolescent Medicine, o 
ACIP ressaltou que a epoca ideal para a vacinagao dos adolescentes seria durante a visita rotineira de saude 
recomendada para as criangas de 11 a 12 anos. A vacinagao tambem foi recomendada para a faixa etaria de 19 a 55 
anos, inclusive calouros que moram em dormitorios, microbiologistas que trabalham em laboratories clinicos, 
recrutas militares, viaj antes que se dirigem a ou que vivem nos paises com doenga meningococica endemica e 
individuos com asplenia anatomica/fiincional ou deficiencias dos componentes terminais do complemento. Os 
calouros universitarios devem ser vacinados com MCV4 antes de entrar na universidade, caso nao tenham sido 
vacinados anteriormente. 131 A possibilidade de focar as vacinagoes nos campi universitarios levou algumas escolas a 
recomendar que todos os calouros admitidos sejam vacinados. Os CDC publicaram outra atualizagao em setembro 
de 2009, recomendando que individuos previamente vacinados com MSPV4 ou MCV4, que estejam sob risco de 
desenvolver a doenga, devem ser revacinados com MCV4. 37 Se a crianga for vacinada com a idade de 7 anos ou 
mais, a revacinagao deve ocorrer 5 anos depois, mas se a vacinagao realizada foi na faixa de 2 a 6 anos, a segunda 
dose devera ser aplicada depois de 3 anos. ACIP publicou outra atualizagao em 2010 apos revisar os dados sobre 
imunogenicidade vacinal nos grupos de alto risco, a persistencia do anticorpo bactericida depois da imunizagao, a 
eficacia da vacina e a relagao de custo-beneficio das varias estrategias de vacinagao. O orgao recomendou a 
vacinagao rotineira dos adolescentes com 11 a 12 anos, alem de uma dose de reforgo com a idade de 16 anos. 141 
Alem disso, recomenda tambem uma serie primaria de duas doses da MCV4 administradas com intervalos de 2 
meses aos individuos na faixa etaria de 2 a 55 anos, que tenham deficiencias dos componentes do complemento ou 
asplenia anatomica/funcional e aos adolescentes HIV-positivos. 

Com a disponibilidade de vacinas conjugadas eficazes para os sorogrupos meningococicos A, C, Y e W-135 e da 
vacina conjugada contra H. influenzae tipo b, N. meningitidis do sorogrupo B tomou-se a causa principal de 
meningite bacteriana em todo o mundo. A capsula polissacaridica dos meningococos do sorogrupo B e composta de 
um polimero linear de acido a2-8-Y-acetilneuraminico (acido sialico). 622 Essa estrutura quimica e suas propriedades 
antigenicas singulares tomam esse antigeno pouco imunogenico aos seres humanos. Essa inexistencia de reatividade 
humoral tern sido atribuida as semelhangas entre o polissacaridio do grupo B e a forma polissialisada das moleculas 
de adesao das celulas neurais encontradas nos tecidos cerebrais fetais. 24 As vacinas polissacaridicas preparadas a 
partir das cepas do sorogrupo B sao pouco imunogenicas nas criangas e nos adultos. Os esforgos para desenvolver 
vacinas contra o grupo B tern sido focados nos antigenos das OMP da bacteria. A imunidade as OMP do grupo B e 
tipo-especifica, nao grupo-especifica, de forma que qualquer vacina em potencial precisaria incluir as OMP de 
varios sorotipos e sorossubtipos do grupo B envolvidos na patogenese do meningococo. Outra abordagem 
investigada e a modificagao da estrutura do polissacaridio substituindo-se os grupos Y-acetila das moleculas do 



acido sialico por grupos A'-propionila e, em seguida, conjugando-se esta molecula com o toxoide tetanico. 336 Um 
estudo clinico recente avaliou a seguranga e a imunogenicidade dessa vacina em potencial e demonstrou que 
imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG) especificas para o polissacaridio capsular B V-propionilado foram produzidas e 
que nao foram detectados anticorpos reativos ao acido sialico.' Entretanto, os anticorpos nao pareciam ter 
funcionalidade (p. ex., atividade de opsonizagao) nos ensaios bactericidas. Uma abordagem semelhante usada em 
outros estudos e a slntese de peptldios que simulam os epltopos hiperimunogenicos singulares ao polissacaridio do 
meningococo do sorogrupo B. A remogao dos grupos /V-acetila das moleculas do acido sialico dos polissacaridios 
capsulares resultou em moleculas que ainda continham os epitopos imunodominantes do polissacaridio do 
sorogrupo B e os anticorpos dirigidos contra este material nao tinham reatividade cruzada com as glicoproteinas das 
linhagens celulares em cultura. 278,456 Com todas essas abordagens, ainda existe preocupagao de que as semelhangas 
entre a molecula natural do sorogrupo B e as moleculas de acido neuraminico do sistema nervoso central (SNC) 
possam gerar autoimunidade ou interferir com o desenvolvimento neural do feto. 247 

Grande parte das pesquisas sobre uma vacina para o sorogrupo B concentrou-se no uso de preparagoes de 
vesiculas da membrana externa (OMV; do ingles, outer membrane vesicle). As OMV sao preparadas a partir das 
“bolhas” da membrana externa do meningococo, que sao liberadas durante seu crescimento. As OMV sao extraidas 
com detergentes para liberar o LOS e a endotoxina. As formulagoes de OMV preparadas a partir das cepas de 
meningococos circulantes naturais tern sido usadas para controlar epidemias durante surtos localizados envolvendo 
clones especificos de meningococos do sorogrupo B. 257,310,311,351 Em geral, essas OMV produziram respostas 
humorais rapidas, principalmente quando a vacina e as cepas patogenicas eram antigenicamente semelhantes. A 
reagao imune as preparagoes de OMV meningococicas e voltada predominantemente contra o antigeno PorA da 
membrana externa da parede celular, que e reconhecidamente muito variado. De forma a ampliar a protegao 
conferida pelas vacinas de OMV, mais de uma cepa do sorogrupo B pode ser incluida ou OMV preparadas a partir 
de cepas mutantes, que expressam mais de um antigeno PorA, podem ser usadas na preparagao destas 
vacinas. 114,156,555 A caracterizagao desses antigenos pelo Netherlands Vaccine Institute resultou nas formulagoes de 
OMV recombinantes de varias preparagoes de PorA e na produgao das vacinas meningococicas octavalente (“Hexa- 
Men”) e nonavalente (“Nona-Men”) para meningococos do sorogrupo B. 155,310,661 Alguns estudos estimaram que 
essas vacinas poderiam produzir anticorpos anti-PorA dirigidos contra mais de 70% das cepas meningococicas 
circulantes do sorogrupo B. Entretanto, o inconveniente principal associado ao uso dos antigenos PorA de N. 
meningitidis e a hipervariabilidade desse antigeno ao longo do tempo. As OMV tambem foram preparadas a partir 
de N. lactamica para serem utilizadas potencialmente nas vacinas contra meningococos do sorogrupo B. 276,277 As 
cepas de N. lactamica nao tern proteina PorA, mas apresentam alguns antigenos comuns a N. meningitidis. A 
seguranga e a imunogenicidade de uma vacina de OMV de N. lactamica foi avaliada em uma experiencia clinica 
duplo-cega controlada por placebo da fase l. 278 A vacina de OMV foi imunogenica e produziu elevagoes dos titulos 
de IgG contra as cepas vacinais de N. lactamica. Tambem houve reatividade cruzada modesta entre a vacina e seis 
cepas diferentes de N. meningitidis do sorogrupo B. Essa IgG reagiu com OMV meningococicas, produziu 
anticorpos bactericidas no soro e estimulou a atividade de opsonizagao-fagocitose. Manipulagoes geneticas em N. 
meningitidis tern sido investigadas a partir de insergoes dos genes de moleculas potencialmente candidatas a vacina. 
Os genes inseridos sao hiperexpressos na cepa meningococica e as vacinas de OMV sao preparadas a partir de cepas 
meningococicas modificadas e que expressem o(s) antigeno(os) selecionado(s). Koeberling et al. inseriram o gene 
da lipoproteina conhecida como proteina de ligagao do cofator H dentro de uma cepa de meningococo e as 
preparagoes de OMV contendo a proteina expressa produziram reagao imune funcional nos animais, enquanto o 
antigeno recombinante purificado nao conseguiu este efeito. 3 7 Varios antigenos meningococicos do sorogrupo B 
foram avaliados como vacinas potenciais e, em geral, a maioria deles produziu resultados desanimadores. Na 
maioria dos casos, os antigenos nao foram altamente imunogenicos e os anticorpos produzidos nao atuam bem nos 
ensaios bactericidas. A avaliagao da eficacia de uma vacina e dificultada pela inexistencia de um modelo animal da 
doenga meningococica humana. Embora a determinagao dos correlates in vitro da protegao humoral (p. ex., ensaio 
de atividade bactericida do soro) seja usada como substitute da imunidade protetora, alguns mecanismos protetores 
especificos estao envolvidos na reagao imune a infecgao meningococica e no desenvolvimento da doenga 
meningococica evidente. 


Outras especies de Neisseria 


Neisseria lactamica e um microrganismo especialmente preocupante porque consegue crescer em meios seletivos 
para gonococos e meningococos e precisa ser diferenciada desses ultimos. N. lactamica e encontrada mais 
comumente na orofaringe de crianpas que na de adultos. 49 ’ 116 Essa bacteria pode ser isolada das culturas de 
orofaringe das crianpas durante a investigapao de suposto abuso sexual e N. lactamica deve ser diferenciada de N. 
gonorrhoeae pelo laboratorio clinico. N. lactamica tern sido isolada raramente de meningite e sepse de adultos e 
crianpas; o caso de um paciente adulto, estava associada a uma fratura da placa cribriforme. 186,390 Essa bacteria foi 
associada a otite media recidivante com septicemia de uma crianpa de 7 anos, durante seu tratamento 
imunossupressor para leucemia linfocitica aguda. 493,565 N. lactamica tambem foi isolada do trato genital feminino de 
uma paciente com secrepao vaginal persistente. 631 Casos publicados recentemente descreveram N. lactamica como 
causa de doenpa pulmonar cavitaria de um receptor de transplante de orgao; septicemia e artrite de um paciente com 
mieloma em tratamento imunossupressor; e pneumonia bacteriemica de um paciente com cirrose. 231,688,719 Nesse 
ultimo caso, a cepa isolada tinha sensibilidade reduzida a penicilina (concentrapao inibitoria minima [CIM] de 0,75 
pg/mf) e ao ciprofloxacino (CIM > 0,5 pg/mf). N. lactamica pode funcionar como um imunogeno natural contra N. 
meningitidis, porque contem antigenos com reatividade cruzada com as cepas meningococicas. Os titulos de 
anticorpos bactericidas antimeningococicos aumentam rapidamente nos lactentes, apesar dos indices baixos de 
portadores meningococicos nessa mesma populapao. 1 ' Isso fomeceu apoio indireto a hipotese de que os portadores 
infantis de N. lactamica possam depois ter alguma protepao contra doenpa meningococica. N. lactamica pode ser 
util para induzir anticorpos protetores contra a infecpao meningococica por meio de vacinas de celulas mortas 
intactas, vacina de OMV ou vacinas de OMV purificadas. 64 

Neisseria subflava (biovar. flava, subflava e perflava), N. mucosa, N. sicca, N. polysaccharea e N. flavescens 
tern sido relatadas mais comumente como causas raras de endocardite de valvas naturais e ar tificiais. 21,29 ’ 302 ’ 407 ' 415 ' 582 
Nos casos de endocardite das valvas naturais, comumente ha anormalidades cardiacas estruturais causadas por 
infecpoes (p. ex., febre reumatica) ou procedimentos cinirgicos pregressos. Em alguns relatos, o uso de drogas 
intravenosas (IV) era um fator de risco significativo para endocardite, porque as secrepoes orais podem ser usadas 
para dissolver as drogas ou limpar a pele antes da injepao. A endocardite de valvas naturais causada por N. mucosa 
foi descrita em uma mulher saudavel de 20 anos. Os sintomas tiveram inicio 1 mes apos perfurapao da lingua para 
colocapao de piercing. 642 Alem de endocardite, essas bacterias normalmente saprofiticas foram isoladas de outras 
infecpoes significativas. N. subflava foi isolada do llquido articular de uma crianpa com artrite septica e, em outros 
pacientes, tambem causou bacteriemia, meningite, discite e osteomielite vertebral. 14 ’ 42 ’ 52 ’ 342,486 ’ 685 Na University of 
Illinois, uma cepa de N. subflava biovar. perflava foi isolada repetidamente das uroculturas de um menino de 10 
anos com anormalidades estruturais congenitas na bexiga. 331 A peritonite causada por N. subflava biovar. perflava 
tambem foi descrita como complicapao da dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD; do ingles, continuous 
ambulatory peritoneal dialysis ). 678 A N. mucosa foi isolada como agente etiologico raro de meningite, abscessos 
pulmonares, infecpoes oculares, artrite/bursite septica, celulite crepitante, bacteriemia associada a dialise e peritonite 
associada a dialise peritoneal ambulatorial continua. n3 ’ 267 ' 320 ’ 410 ' 575 ’ 576 ’ 607 N. sicca foi isolada como causa rara de 
pneumonia, bronquiectasia, meningite de pacientes imunossuprimidos, infecpao de shunt liquorico, sinusite, 
osteomielite, artrite septica, abscesso da glandula de Bartholin, endocardite e peritonite de pacientes mantidos em 
dialise peritoneal cronica. 66 ’ 220 ’ 263 ’ 285 ’ 315,461,479 ’ 559 ’ 659 N. subflava biovar. perflava e N. sicca tambem foram isoladas 
das hemoculturas de pacientes com doenpa terminal causada pelo HIV. 465 Neisseria polysaccharea e encontrada nas 
vias respiratorias superiores de 0,5% das pessoas, mas nao foi descrita como parte de algum processo 
patologico. 88 - 533 Essa especie de Neisseria saprofitica pode acarretar dilemas terapeuticos, porque algumas cepas 
isoladas podem ser resistentes a penicilina em razao da existencia de proteinas de ligapao a penicilina alteradas. 254 
Nesses casos, as cepas isoladas precisam ser identificadas no nivel da especie e devem ser realizados testes de 
sensibilidade antimicrobiana. Alem disso, a recombinapao intergenica entre os genes penA dessas especies de 
Neisseria comensais e N. gonorrhoeae pode ser responsavel pelo aparecimento dos genes penA mosaicos nesta 
ultima bacteria, que codificam a proteina 2 de ligapao a penicilina (PBP 2) alterada. As cepas de gonococos com 
PBP 2 alterada sao menos sensiveis as cefalosporinas administradas por via intramuscular (IM) e oral (VO) para 
tratar infecpoes gonococicas (ver adiante). 

Neisseria cinerea e uma especie saprofitica das vias respiratorias superiores especialmente interessante, em 
razao de sua semelhanpa em cultura com N. gonorrhoeae, alem de seu isolamento ocasional de especimes genitais e 
sua associapao a sindromes semelhantes as que sao causadas pelos gonococos, inclusive conjuntivite e proctite 
purulentas. ’ ’ ’ ’ N. cinerea tambem foi isolada como causa de pneumonia nosocomial de um paciente com 



AIDS e de doenga pulmonar cavitaria de outro paciente transplantado renal. 92,346 A bacteriemia causada por N. 
cinerea foi documentada em uma crianga com pneumonia e otite media; em um homem alcoolico com doenga intra¬ 
abdominal; em um paciente em hemodialise; e em um jovem de 17 anos, que sofreu traumatismo facial significativo 
depois de uma briga de rua. 339,363,591 Nesse ultimo caso, a bacteria tambem foi isolada do LCR. N. cinerea foi 
descrita como agente etiologico de endocardite da valva tricuspide de um usuario de drogas IV e de peritonite 
associada a CAPD. 63,613 

Os membros baciliformes do genero Neisseria incluem as tres subespecies de N. elongata (subespecies 
elongata, glycolytica e nitroreducens ), N. weaveri e N. bacilliformis . 26 - 27 ’ 89 ’ 281 ’ 293 - 309 Ate a decada de 1990, N. 
elongata incluia apenas duas subespecies - N. elongata subesp. elongata e N. elongata subesp. glycolytica. Esses 
microrganismos sao encontrados normalmente nas vias respiratorias superiores dos seres humanos. Nenhuma dessas 
subespecies foi implicada em infecgoes humanas ate 1995, quando N. elongata subesp. glycolytica foi isolada de 
especimes de feridas de tres pacientes e de hemoculturas de um homem de 57 anos com endocardite bacteriana 
subaguda e insuficiencia aortica. 27 Hombrouck-Alet et al. utilizaram o sequenciamento do rRNA 16S para 
diagnosticar bacteriemia por N. elongata subesp. glycolytica em um paciente neutropenico com carcinoma 
espinocelular. 3 ' 2 Em 1996, Nawaz et al. descreveram um caso de endocardite causada por N. elongata subesp. 
elongata, que foi complicada pela ruptura de um aneurisma micotico da arteria braquial direita; mais tarde, este 
microrganismo foi identificado como causa de endocardite em uma mulher de 65 anos com diabetes tipo II. 36,473 No 
passado, N. elongata subesp. nitroreducens era conhecida como grupo M-6 dos CDC. 281 Estudos demonstraram que 
essa bacteria “semelhante a Moraxella ” estava relacionada com as especies de Neisseria e especialmente com N. 
elongata, com base nos estudos geneticos, analise da composigao dos acidos graxos celulares e propriedades 
fenotipicas. N. elongata subesp. nitroreducens e encontrada normalmente na orofaringe dos seres humanos e foi 
descrita como microrganismo oportunista de bacteriemia, endocardites de valvas naturais e artificiais e osteomielite 
depois de uma cirurgia oral. 208 ’ 230,307,316 ’ 317 ’ 452 ’ 704 Essa bacteria tambem foi isolada da urina e dos tecidos 
apendiculares. 281 Neisseria weaveri - um bacteria baciliforme antes conhecida como grupo M-5 dos CDC - faz 
parte da microbiota das vias respiratorias superiores dos caes e dos gatos e pode ser isolada de feridas e 
hemoculturas humanas associadas a mordidas de animais. 26,111,309 Em 2002, N. weaveri foi isolada do lavado 
bronquico e do escarro de um homem de 60 anos com bronquiectasia e da infecgao de uma ferida de uma menina de 
7 anos mordida por um tigre. 108,507 Em 2010, N. weaveri foi identificada como causa de peritonite associada a dialise 
peritoneal. 376 N. bacilliformis foi descrita primeiramente em 2006. 293 Essa especie foi isolada de uma ferida 
submandibular de um paciente submetido a mandibulectomia, de escarro de dois pacientes com linfoma cerebral e 
cancer de pulmao, respectivamente, e de um abscesso pulmonar de um paciente com linfoma. Mais tarde, N. 
bacilliformis foi isolada de hemoculturas de um homem de 47 anos com endocardite da valva aortica bicuspide. 444 

N. animaloris e N. zoodegmatis sao designagoes novas das especies antes classificadas como grupo EF-4a e EF- 
4b dos CDC, respectivamente. 66 " Esses microrganismos sao encontrados nas cavidades orais dos caes e dos gatos e 
raramente sao isolados de feridas causadas por mordidas destes animais. N. canis, N. iguanae e N. denteia sao cepas 
de animais e sao isoladas da cavidade oral e das vias respiratorias superiores de gatos, cobaias, iguanas e bovinos, 
respectivamente. 56,589 N. canis foi isolada de feridas humanas causadas por mordidas de gatos. 287,552 N. wadsworthii 
e N. shayeganii sao especies novas isoladas de especimes clinicos arquivados. 7 " 2 Esses microrganismos estao 
relacionados mais diretamente com N. bacilliformis, N. canis e N. denteia. 

Importancia clinica de Moraxella catarrhalis 

Ao longo das ultimas duas decadas, M. catarrhalis tern atraido as atengoes como patogeno humano emergente. 347 
Durante muitos anos, acreditou-se que M. catarrhalis fizesse parte da microbiota das vias respiratorias superiores 
dos seres humanos, mas estudos realizados por Vaneechouette et al. e por Knapp e Hook demonstraram que esta 
bacteria e encontrada nas vias respiratorias superiores de apenas 1,5% a 5,4% dos adultos saudaveis e que e mais 
comum nas vias respiratorias das criangas saudaveis (50,8%) e dos adultos idosos (26,5%). 370,670 Um estudo 
dinamarques tambem demonstrou que M. catarrhalis nao era um membro significativo da microbiota nasofaringea 
dos adultos e raramente estava presente nas criangas com menos de 1 mes de vida. 219 Contudo, 36% das criangas 
com idades entre 1 e 48 meses tinham M. catarrhalis como parte da microbiota de suas vias respiratorias e, nesta 
mesma faixa etaria, a prevalencia desta bacteria nas criangas com infecgoes respiratorias era de 68%. Um estudo 
sobre colonizagao nasofaringea por M. catarrhalis durante os primeiros 2 anos de vida demonstrou que 66% das 


120 criangas selecionadas sequencialmente para cultura tomaram-se colonizadas durante o primeiro ano e que 
77,5% estavam colonizadas ate o final do segundo ano de vida. 252 Um estudo realizado com recem-nascidos e 
lactentes de Gambia, Africa ocidental, demonstrou prevalencia de 70% do estado de portador de M. catarrhalis. 
Esse indice era de cerca de 57% durante a primeira semana de vida e aumentava progressivamente ate mais de 80% 
com a idade de 21 semanas. 384 Entre os adultos saudaveis, o indice de colonizagao por M. catarrhalis e de 
aproximadamente 4% e isso correlaciona-se com os indices de infecgao mais baixos nos adultos que nas criangas. 
Quando e isolada dos adultos com doenga respiratoria, essa bacteria e encontrada mais comumente nos especimes 
representatives das secregoes das vias respiratorias inferiores, que nos de contaminagao orofaringea. Os indices 
elevados de colonizagao do trato respiratorio dos adultos estao associados a bronquite cronica, bronquiectasia e 
doenga pulmonar obstrutiva cronica. 469 Entre os adultos com doenga cronica das vias respiratorias, que foram 
acompanhados por um periodo de 27 meses, Klingman et al. demonstraram que 42,9% estavam colonizados por M. 
catarrhalis e que cada paciente estava colonizado por uma a quatro cepas diferentes, cada uma persistindo em tomo 
de 2 a 3 meses. 367 O isolamento mais frequente dessa bacteria das vias respiratorias de criangas e pacientes idosos 
com doenga respiratoria cronica reforga seu papel em algumas infeegoes infantis e nas infeegoes das vias 
respiratorias inferiores dos pacientes idosos. 

As infeegoes das vias respiratorias e das estruturas anatomicas adjacentes representam a maioria das 
apresentagoes clinicas, que tern M. catarrhalis como agente etiologico. Essas infeegoes incluem otite media, 
sinusite, bronquite e pneumonia. 347,469,672 Embora a otite media causada por esse microrganismo possa ocorrer em 
qualquer faixa etaria, a maioria dos estudos tern enfatizado o papel desse microrganismo nas infeegoes pediatricas. 
M. catarrhalis causa aproximadamente de 15 a 20% das otites medias, tendo como base culturas e testes 
moleculares realizados com especimes de liquido da orelha media obtidos cuidadosamente. 360,547 Em um estudo 
realizado por Van Hare et al., M. catarrhalis foi o unico patogeno bacteriano isolado do liquido da orelha media de 
40 das 355 criangas (11%) com otite media aguda e foi isolada simultaneamente com Haemophilus influenzae ou 
Streptococcus pneumoniae em 21 destes pacientes (6%). Nas criangas predispostas a otite media com derrame 
(presenga de liquido na orelha media, sem sinais clinicos de otite media aguda), M. catarrhalis foi detectada por 
cultura e tecnicas moleculares em ate 6% dos especimes obtidos por aspiragao do derrame da orelha media. 303,304 Os 
estudos sobre culturas sequenciais de criangas predispostas a otite, ao longo dos primeiros 2 anos de vida, tambem 
demonstraram que essas criangas tern indices consistentemente mais altos de colonizagao por M. catarrhalis que as 
demais criangas. Os resultados da bacteriologia de otite media aguda estao refletidos nos estudos sobre sinusite 
aguda nas mesmas faixas etarias. Nos aspirados do seio maxilar colhidos cuidadosamente de criangas com sinusite 
aguda, M. catarrhalis pode ser isolada em culturas puras ou mistas de 2 a 16% dos pacientes. 94 A sinusite aguda em 
adultos tambem foi associada a essa bacteria, mas com frequencia diferente da que e observada nas criangas. Apesar 
de seu envolvimento na otite media e na sinusite pediatrica, M. catarrhalis nao e uma causa comum de infeegoes 
das vias respiratorias inferiores adquiridas na comunidade nessa faixa etaria. 611 Nas criangas com pneumonia, M. 
catarrhalis pode comportar-se como patogeno primario, ou como patogeno secundario superposto a uma infecgao 
viral preexistente (p. ex., virus sincicial respiratorio). A pneumonia causada por M. catarrhalis foi descrita em 
criangas imunossuprimidas e nos pacientes com doenga pulmonar cronica subjacente. 381 Em casos raros, M. 
catarrhalis pode causar traqueite e doenga das vias respiratorias inferiores fulminantes nas criangas aparentemente 
saudaveis. 580 

Nos adultos, as infeegoes das vias respiratorias inferiores causadas por M. catarrhalis ocorrem 
predominantemente nos pacientes idosos e nos imunossuprimidos, especialmente individuos com doenga pulmonar 
obstrutiva cronica (DPOC), bronquiectasia, insuficiencia cardiaca congestiva e predisposigao a aspiragao. 447,469 
Anormalidades imunes relacionadas com doengas coexistentes (p. ex., diabetes, alcoolismo, infecgao pelo HIV, pos- 
transplante) tambem sao fatores contribuintes importantes. 13,432,570 As exacerbagoes da DPOC causadas pela M. 
catarrhalis estao associadas a dispneia, aumento da produgao de escarro purulento, sintomas constitucionais e febre. 
O papel dessa bacteria nessas exacerbagoes e reforgado por sua presenga nas culturas de materiais obtidos das vias 
respiratorias distais (/. e., broncoscopia, aspiragao traqueal) e pela demonstragao da aquisigao de cepas novas da M. 
catarrhalis coincidindo com a exacerbagao aguda dos sintomas respiratorios. 460,573,590 Esses pacientes tambem 
desenvolvem resposta humoral contra a cepa de M. catarrhalis recem-adquirida nas vias respiratorias inferiores e 
apresentam elevagoes dos marcadores de inflamagao das vias respiratorias, que estao associadas a aquisigao da nova 
cepa. 5 " Nos pacientes pediatricos, a bacteriemia causada por M. catarrhalis pode ser secundaria a otite media, 
sinusite ou pneumonia e geralmente ocorre nos bebes com doenga falciforme, leucopenia e infecgao pelo HIV. 3,611,635 



Em uma revisao de 17 casos de criangas com bacteriemia por M. catarrhalis, a maioria tinha menos de 2 anos de 
vida, 82,3% nao tinham doengas coexistentes e 76,5% tinham infecgoes coexistentes das vias respiratorias 
inferiores.' Nas criangas, a bacteriemia causada por M. catarrhalis tambem pode ser resultado da presenga de 
celulites periorbital e pre-septal - uma apresentagao por muito tempo associada a sepse causada por H. influenzae 
tipo b. 635 Em pacientes adultos, a bacteriemia causada pela M. catarrhalis geralmente e uma complicagao da 
infecgao das vias respiratorias dos pacientes imunossuprimidos em razao de leucemias linfoblastica e mieloide 
agudas, linfoma, AIDS, hipogamaglobulinemia, doenga falciforme e doengas neurologicas congenitas. 78,325,447,609,635 
Em 2010, pesquisadores descreveram um caso de bacteriemia por M. catarrhalis associada a infecgao de um enxerto 
vascular artificial de um homem de 53 anos com diagnostico de dissecgao aortica e hipertensao. 556 Em uma revisao 
de 53 casos de bacteriemia causada por M. catarrhalis, 30,2% dos pacientes tinham neutropenia e/ou neoplasia 
maligna e 24,5% tinham doenga respiratoria coexistente. 325 Entretanto, 28,3% dos casos ocorreram em pacientes 
imunocompetentes. Nos adultos, a bacteriemia pode resultar de um foco primario (p. ex., sinusite ou pneumonia), 
mas nos pacientes imunossuprimidos a porta de entrada pode nao estar evidente. 635 A pneumonia nosocomial 
causada por M. catarrhalis pode ocorrer nas unidades respiratorias e nas unidades de tratamento intensivo pediatrico 
dos hospitais. 531 

M. catarrhalis tern sido associada a varios outros tipos de infecgoes, inclusive endocardite, meningite, infecgoes 
oculares, infecgoes urogenitais, infecgoes de feridas, artrite septica e peritonite associada a dialise ambulatorial 
continua. Os casos de endocardite causada por M. catarrhalis sao raros e, ate o ano 2000, havia apenas cinco casos 
publicados. A endocardite foi documentada em pacientes com e sem doenga valvar preexistente e ocorreu como 
complicagao de procedimentos invasivos (p. ex., angioplastia por balao). 557,603 Casos raros de meningite e 
ventriculite causadas por M. catarrhalis ocorreram espontaneamente em pacientes previamente saudaveis, depois de 
procedimentos cirurgicos da cabega e do pescogo, ou em consequencia da infecgao de shunts ventriculoperitoneais 
ou drenos ventriculares extemos. 337,472,546 Viagappan et al. relataram um caso incomum de abscesso cerebral 
causado por M. catarrhalis em um homem de 36 anos, depois de uma lesao orbitaria com perfuragao provocada por 
um taco de bilhar, bem como um caso de meningite neonatal descrita em um bebe de 26 dias, 2 semanas depois de 
uma intervengao cirurgica abdominal. 171,679 As infecgoes conjuntivais causadas por M. catarrhalis foram 
documentadas durante o periodo neonatal e nas faixas etarias pediatricas mais avangadas e tambem existem relatos 
de endoftalmite secundaria a operagao de catarata ou flltragem para glaucoma e celulite periorbital com 
sepse. 67,225,640 A oftalmia neonatal causada por M. catarrhalis e atribuida a aquisigao da bacteria do trato genital 
matemo colonizado durante o nascimento, ou das secregoes respiratorias dos cuidadores das criangas. O isolamento 
dessa bacteria do trato genital masculino ou feminino e raro, mas M. catarrhalis foi descrita como causa de uretrite 
semelhante a gonorreia depois de relagoes sexuais orogenitais em alguns casos. 2 Tambem existem relatos de artrite 
septica de articulagoes naturais ou proteses articulares causadas por M. catarrhalis em pacientes com artrite 
reumatoide em tratamento com agentes imunossupressores, inclusive corticosteroides orais e injetaveis, metotrexato 
e infliximabe. 397,492 Por fim, existem relatos de peritonite causada por M. catarrhalis em pacientes que faziam 
dialise peritoneal ambulatorial continua. 163,677 

Isolamento das especies de Neisseria 
Neisseria gonorrhoeae 

Esfregagos diretos corados por Gram. Nas clinicas de doengas sexualmente transmissiveis, o diagnostico da 
uretrite gonococica dos homens adultos e confirmado comumente por observagao de diplococos gram-negativos 
dentro ou bem perto dos leucocitos polimorfonucleares (PMN) em um esfregago preparado a partir da secregao 
uretral (ver Prancha 11.1 A). Quando e realizada corretamente, a coloragao pelo Gram tern sensibilidade de 90 a 
95% e especificidade de 95 a 100% no diagnostico de gonorreia genital dos homens sintomaticos. 366 Nas mulheres, 
a coloragao pelo Gram dos especimes endocervicais obtidos com exame visual direto da cervice (z. e., com um 
especulo colocado) tambem pode ser muito util ao diagnostico (ver segao sobre coleta dos especimes). Os 
esfregagos desses especimes corados pelo Gram tern sensibilidade de 50 a 70%, dependendo da adequagao da 
amostra e da populagao de pacientes. Um esfregago endocervical demonstrando diplococos intracelulares gram- 
negativos, principalmente de uma mulher com outros sinais e sintomas de infecgao gonococica, e altamente 
sugestivo. Nas mulheres assintomaticas, contudo, o valor preditivo do esfregago corado pelo Gram e muito menor. 
Nos pacientes com proctite sintomatica, os esfregagos colhidos por exame visual direto com um anoscopio podem 


estabelecer o diagnostico em 70 a 80% destes pacientes, em comparagao com a coleta as cegas, quando os 
esfregagos corados pelo Gram tern sensibilidade de apenas 40 a 60%. 7,10 Em razao da presenga de outros cocobacilos 
gram-negativos e de bacilos com coloragao bipolar nos especimes retais e endocervicais contaminados por 
secregoes vaginais, e importante ter o cuidado de nao interpretar erroneamente os esfregagos obtidos destas areas. 
Os esfregagos corados pelo Gram nao tern utilidade para diagnosticar infecgao gonococica da faringe. Os esfregagos 
corados pelo Gram nao devem ser usados para diagnosticar gonorreia, mas podem ser utilizados como exame 
complementar aos testes mais especificos. 

Os esfregagos diretos para coloragao por Gram devem ser preparados da uretra e da endocervice e devem ser 
colhidos com swabs separados. Para a preparagao do esfregago, o swab e escorregado suavemente na superficie de 
uma lamina de vidro apenas em uma diregao. Essa tecnica reduz a distorgao e a destruigao dos PMN e preserva o 
aspecto tipico dos microrganismos (Prancha 11.1 A). Os esfregagos preparados com especimes enviados em meios 
de transporte podem ser mais dificeis de interpretar, em razao da distorgao dos PMN ou das substancias que causam 
interferencia (p. ex., carvao). Os esfregagos realizados a partir de especimes normalmente estereis ou minimamente 
contaminados (p. ex., liquido articular, lesoes cutaneas) tambem devem ser preparados. 

Coleta e transporte dos especimes. Assim como outros microrganismos patogenicos, o isolamento bem-sucedido 
depende da coleta de especimes apropriados, o que e particularmente importante quando se trata de isolar N. 
gonorrhoeae. Como essa bacteria pode causar infecgoes em varias partes do corpo, a coleta dos especimes 
apropriados para cultura e diagnostico depende do sexo e das praticas sexuais do paciente, bem como do tipo de 
manifestagao clinica. Em todos os casos, devem ser colhidos especies das estruturas genitais (uretra masculina, 
endocervice feminina). Se o paciente referir historia de contatos sexuais orogenitais ou anogenitais, a coleta de 
especimes da orofaringe ou do canal anal tambem e conveniente. Nos casos suspeitos de DGI, devem ser obtidas 
amostras para hemocultura e especimes das areas genitais e extragenitais. O Boxe 11.2 resume as areas apropriadas 
para coleta de amostras para cultura. 

Os especimes devem ser colhidos com swabs de dacron ou raiom. O alginato de calcio usado para preparar 
alguns lotes de swabs pode ser toxico para os gonococos. 191 Os swabs de algodao tambem podem ser usados, mas 
algumas marcas de algodao contem acidos graxos, que podem ter agao inibitoria nos gonococos. Por essa razao, os 
swabs de alginato de calcio e algodao devem ser usados apenas quando os especimes forem inoculados diretamente 
nos meios de cultura ou transportados em meios de transporte nutritivos. Algumas formulas dos meios de transporte 
contem carvao para inativar materiais toxicos presentes no material do swab, ou no proprio especime. Os 
instrumentos usados para facilitar a coleta apropriada das amostras (p. ex., especulos vaginais) devem ser 
lubrificados com agua ou soro fisiologico momo, porque varios lubrificantes a base de agua ou oleo tambem podem 
inibir o crescimento dos microrganismos. O Boxe 11.3 descreve os procedimentos de coleta para isolar N. 
gonorrhoeae das diversas estruturas anatdmicas. 

O papel do laboratorio de microbiologia clinica no diagnostico das infecgoes gonococicas das criangas e crucial 
e consiste no manuseio adequado dos especimes colhidos cuidadosamente e na identificagao precisa dos 
microrganismos isolados. 58,291,292,423 Cultura e o metodo recomendado para detectar N. gonorrhoeae nos especimes 
recolhidos por swabs urogenitais, faringeos ou retais. Os demais testes (p. ex., tecnicas de detecgao direta baseada 
em sondas moleculares, testes de amplificagao de acidos nucleicos) nao tern sido recomendados para testar vitimas 
ou supostos agressores implicados em atos de violencia sexual. 126,128 No caso das mulheres pre-puberes, os 
especimes devem ser obtidos da vagina, orofaringe e reto e inoculados nos meios descritos adiante. Os especimes 
cervicais nao sao recomendados para meninas pre-puberes. Os especimes vaginais sao colhidos aplicando-se um 
swab na parede vaginal por 10 a 15 segundos, de forma a absorver quaisquer secregoes existentes, ou - se o lumen 
estiver intacto - o especime deve ser colhido pelo orificio vaginal. Para os meninos com secregao uretral, uma 
amostra da secregao do meato e um substituto adequado para os especimes recolhidos por um swab intrauretral. Os 
especimes para diagnosticar infecgoes gonococicas do reto, da uretra ou da orofaringe das criangas sao colhidos da 
mesma forma que nos adultos. Em razao das implicagoes legais do diagnostico de infecgao por N. gonorrhoeae nas 
criangas, devem ser realizados apenas os metodos de cultura padronizados. 14 " A coloragao pelo Gram nao e 
adequada para avaliar gonorreia nas criangas pre-puberes e nao deve ser usada para diagnosticar ou excluir esta 
doenga. Os especimes colhidos da vagina, uretra, faringe ou reto devem ser inoculados em meios seletivos para 
isolar N. gonorrhoeae, conforme esta descrito adiante. 



Boxe 11.2 


Areas do corpo para cultura de Neisseria gonorrhoeae. 


Paciente 

Area(s) primaria(s) 

Area(s) secundaria(s) 

Mulher 

Endocervice 

Reto, uretra, faringe 

Homem heterossexual 

Uretra 

Faringe 

Homem homossexual/bissexual 

Uretra, reto, faringe 


Mulher, infecgao disseminada 

Sangue, endocervice, reto 

Faringe, lesoes cutaneas," liquido articular 6 

Homem, infec^ao disseminada 

"Se houver. 

^Cultura se houver artrite. 

Sangue, uretra 

Faringe, reto, lesoes cutaneas," liquido articular 6 


Boxe11.3 


Procedimentos de coleta dos especimes para diagnosticar infeccoes gonococicas. 

Especime Procedimento de coleta 

Uretra masculina A secre^ao purulenta pode ser obtida apertando a base do penis na dire^ao anterior e recolhendo-se o 

material com urn swab. Os especimes dos homens assintomaticos sao obtidos introduzindo-se por 2 a 4 cm na 
uretra urn swab esteril de alginato de calcio. 0 swab deve ser girado suavemente a medida gue e retirado. Com 
outras finalidades exceto cultura, deve-se utilizar swab fornecido ou especificado pelo fabricante. 

Endocervice Depois da colocagao do especulo, deve-se utilizar uma esponja, urn swab ou uma compressa de gaze para 

remover gualguer muco ou secre^ao cervical. Em seguida, deve-se introduzir urn swab por 1 a 2 cm adentro do 
canal cervical, que entao deve ser girado sobre a parede do canal endocervical uma ou duas vezes com urn 
movimento suave de urn lado para outro. E importante esperar algum tempo para que os microrganismos 
sejam adsorvidos pela superficie do swab e colher qualquer secre^ao cervical que possa estar presente. 0 swab 
deve ser retirado sem tocar em qualquer superficie vaginal e colocado no meio de transporte apropriado. Os 
especimes para outras finalidades exceto cultura devem ser obtidos conforme as instrugoes do fabricante do 
teste, contidas na bula do produto. 

Reto Urn swab deve ser introduzido por 4 a 5 cm adentro do canal anal e girado suavemente de urn lado para outro 

para colher amostras das criptas anais. E importante esperar alguns segundos para que os microrganismos 
sejam adsorvidos ao swab, que entao deve ser girado suavemente enquanto e retirado. Se for observada 
contaminai;ao fecal marina do swab, deve-se colher outra amostra com urn swab novo. 

Orofaringe Com a ajuda de urn abaixador de lingua, o swab deve ser raspado firmemente nas regioes tonsilares e na 

faringe posterior. 

Sangue Depois da pun^ao venosa, o sangue deve ser inoculado nos meios de hemocultura apropriados (caldo de soja 

tripticase, caldo de Columbia) contendo SPS. Se forem usados tubos Vacutainer com SPS para colher sangue, 
a amostra deve ser transferida do tubo para o meio de cultura tao logo isto seja possivel, porque a exposi^ao 
as concentrates altas de SPS pode inibir os gonococos. 




Liquido articular 

0 liquido articular deve ser aspirado com agulha e seringa e inoculado em um frasco de hemocultura para 

aerobios. 

Lesoes cutaneas 

Os especimes de biopsia da epiderme obtidos por incisao sao colocados em um recipiente esteril com pequena 

quantidade de caldo ou solugao salina esteril e transportados cuidadosamente para o laboratorio. 

Conjuntivas 

A secregio conjuntival deve ser obtida da superficie interna da palpebra inferior com um swab nasofaringeo 

pequeno. Em seguida, deve-se preparar a coloragao por Gram, conforme esta descrito no texto. 


Embora os indices mais altos de isolamento dos gonococos sejam alcangados quando os especimes sao 
semeados diretamente no meio de crescimento depois da coleta, esta tecnica nem sempre e possivel ou praticavel, 
principalmente nas clinicas movimentadas ou nos setores de emergencia dos hospitais. 414 

Sistemas nao nutritivos para transporte do swab. Os meios de transporte semissolidos tamponados de Stuart ou 
Amie sao usados para transportar especimes colhidos por swab para N. gonorrhoeae. Alguns sistemas de transporte 
de swabs utilizam esponjas embebidas com meio de transporte, enquanto outros usam um meio semissolido com ou 
sem carvao ativado. Os meios de transporte semissolidos sao mais apropriados para os dispositivos que utilizam 
esponjas embebidas com o meio. O material da esponja de alguns sistemas de transporte de swabs pode conter 
substancias (p. ex., enxofre ou compostos de amonio quatemario) capazes de inibir ou causar danos aos 
microrganismos exigentes, inclusive gonococos. Alguns desses sistemas - por exemplo, Copan Diagnostics M40 
Transystem® - superaram consistentemente os outros sistemas de transporte de swabs (p. ex., Medical Wire® e 
Starplex Scientific®) nos estudos que avaliaram a sobrevida dos gonococos ao longo do tempo. 212,282 Estudos 
realizados com esses dispositivos mais novos de coleta com swab (Copan Tran systems", Copan Diagnostics, Inc., 
Corona, CA; hoje comercializado como BBL Culture Swab" Plus, BD Diagnostics) sugeriram que o meio de 
transporte semissolido de Amie, com ou sem carvao, possa preservar a viabilidade dos gonococos por ate 48 horas, 
embora a viabilidade de algumas cepas isoladas diminua consideravelmente depois de 24 horas. Estudos 
demonstraram que o sistema novo Copan Eswab® com meio de transporte liquido de Amie (Copan Diagnostics, 
Inc., Corona, CA) tern desempenho equivalente ou superior ao dos outros sistemas de transporte de swabs (p. ex., 
CultureSwab MaxV® [Becton-Dickinson], Remel BactiSwab' [Remel]) na preservagao da viabilidade de N. 
gonorrhoeae durante o transporte. Esses Eswabs® de nailon aveludado asseguram a recuperagao aceitavel de N. 
gonorrhoeae depois de 24 horas de armazenamento a temperatura ambiente e atendem plenamente aos criterios de 
aceitagao descritos no metodo de eluigao quantitativa para validagao do CLSI (Clinical Laboratory Standards 
Institute) M40-A. 158,673 Outro estudo tambem demonstrou que o sistema de transporte Eswab® aumenta o indice de 
detecgao de N. gonorrhoeae e de C. trachomatis pelos ensaios de amplificagao de acidos nucleicos. 148 Embora 
alguns estudos tenham demonstrado que os gonococos podem sobreviver a refrigeragao em alguns sistemas de 
transportes de swabs por ate 48 horas, outros estudos evidenciaram que a refrigeragao por mais de 6 horas pode 
causar redugoes significativas dos microrganismos viaveis, independentemente do sistema de transporte 
utililizado. ’ ’ De forma a evitar perda de viabilidade dos microrganismos, os especimes em swabs enviados em 
meios de transporte nao devem ser refrigerados e devem ser inoculados no meio de crescimento dentro de 6 horas 
depois da coleta. 

Sistemas de transporte com meio de cultura. O transporte dos especimes em meios de cultura tern algumas 
vantagens e existem no mercado varios sistemas disponiveis para essa fmalidade. Isso inclui as placas JEMBEC® 
(camara de ambiente biologico de James E. Martin) contendo varias formulagoes de meios seletivos (Remel; BD 
Diagnostics Systems, Sparks, MD), o sistema Gono-Pak® (BD Diagnostics Systems) e o sistema InTray GC® 
(BioMed Diagnostics, Inc., White City, OR). 24,69,191,441 Os sistemas JEMBEC® e Gono-Pak® estao disponiveis com o 
meio seletivo de MTM ou de Martin-Leis (ML) da BD Diagnostics Systems e do Remel Laboratories. Enquanto os 
sistemas Gono-Pak® e JEMBEC® requerem armazenamento sob refrigeragao antes do uso, o sistema selado InTray® 
permite o armazenamento do meio a temperatura ambiente por ate 1 ano. Com esses sistemas, os meios sao 
inoculados com o especime e colocados em um saco plastico impermeavel com um granulo de acido citrico- 
bicarbonato. O contato do granulo com umidade (por evaporagao do meio [JEMBEC®] ou pela trituragao de uma 
ampola com agua perto do granulo [Gono-Pak®]) produz um ambiente enriquecido com C0 2 dentro do saco. A 
incubagao por no minimo 18 a 24 horas a 35°C antes do transporte a um laboratorio de referenda permite a 



proliferagao inicial dos microrganismos e reduz a perda de viabilidade, que pode ocorrer com os sistemas de 
transporte de swabs. 

Meios de cultura seletivos | Inoculagao e incubagao. Existem varios meios seletivos enriquecidos para cultura de 
N. gonorrhoeae, inclusive meio de MTM, meio de ML, meio GC-Lect® (BD Diagnostics Systems) e meio New 
York City (NYC). Os meios de MTM, ML e GC-Lect sao meios de agar-chocolate suplementados com fatores de 
crescimento para microrganismos exigentes, enquanto o NYC e um meio a base de agar de amido de milho e 
peptona clara contendo dialisado de levedura, plasma equino citratado e eritrocitos equinos lisados. 23 Esses meios 
contem agentes antimicrobianos, que inibem outros microrganismos e permitem o isolamento seletivo de N. 
gonorrhoeae, N. meningitidis e N. lactamica (Tabela 11.1). A vancomicina e a colistina - antibioticos presentes em 
todas as quatro formulagoes - inibem as bacterias gram-positivas e gram-negativas (inclusive especies de Neisseria 
saprofiticas), respectivamente. O agar GC-Lect® (BD Diagnostic System) tambem contem lincomicina. A 
trimetoprima e acrescentada para inibir a dispersao das especies de Proteus presentes nos especimes retais e, 
ocasionalmente, nas amostras cervicovaginais. Nistatina, anfotericina B ou anisomicina tambem e acrescentada para 
inibir fiingos e leveduras. Esses meios permitem o isolamento seletivo da N. gonorrhoeae das areas corporais que 
abrigam microbiota bacteriana endogena profiisa. O meio NYC tambem favorece o crescimento dos micoplasmas e 
ureaplasmas genitais. Esses meios estao disponiveis no mercado em placas de Petri ou placas de JEMBEC®. As 
formulas desses meios estao disponiveis nas referencias gerais de meios de cultura. 

Os meios seletivos disponiveis no mercado variam quanto a sua capacidade de sustentar o crescimento das 
especies de Neisseria patogenicas e inibir o crescimento das especies de Neisseria nao patogenicas e de outros 
contaminantes. A incapacidade demonstrada por esses varios meios seletivos de sustentar o crescimento dos 
gonococos tambem pode ser atribuida a sensibilidade de algumas cepas de N. gonorrhoeae a vancomicina. Essas 
cepas representam porcentagens variaveis das que sao isoladas, dependendo da regiao geografica. Por isso, e 
recomendavel inocular os especimes genitais masculinos e femininos nos meios seletivos (p. ex., MTM) e nao 
seletivos (p. ex., agar-chocolate). A inoculagao nos meios nao seletivos permite a recuperagao de outros patogenos 
potenciais do trato genital, inclusive especies de Haemophilus ou Pasteurella bettvae (Capitulo 9). 

Os meios para isolamento de Neisseria devem estar a temperatura ambiente antes da inoculagao e nao devem 
estar excessivamente umidos ou secos. Quando ha umidade excessiva na tampa das placas, coloque as placas de 
cabega para baixo e deixe-as ligeiramente entreabertas em uma incubadora aerada a 35°C por 20 a 30 minutos. O 
“empilhador de placas” (BD Diagnostic Systems) tende a selar quando ha umidade excessiva e o crescimento dos 
microrganismos e retardado. Os especimes colhidos nos swabs devem ser firmemente rolados com um padrao em 
“Z” sobre os meios seletivos e riscados transversalmente com uma alga de bacteriologia. Se tambem forem 
inoculados meios nao seletivos, estas placas devem ser riscadas para isolamento. As placas sao incubadas em uma 
incubadora com CO 2 ou uma jarra de extingao a vela sob temperatura entre 35° e 37°C. O nivel de CO 2 da 
incubadora deve variar de 3 a 7%; na verdade, as concentragoes mais altas podem inibir 0 crescimento de algumas 
cepas. As j arras de extingao a vela alcangam nivel de CO 2 de 3 a 4%. A atmosfera deve ser umida e, com essas 
j arras, a umidade que evapora do meio durante a incubagao geralmente e suficiente para 0 crescimento dos 
microrganismos. As incubadoras com CO 2 que nao estao equipadas com umidificadores podem ser mantidas umidas 
colocando-se um recipiente com agua na prateleira inferior. Se forem usadas jarras de extingao a vela, as velas 
devem ser de cera branca ou cera de abelha; as velas aromaticas ou coloridas liberam produtos volateis durante a 
combustao e a extingao pode inibir 0 crescimento dos microrganismos. As placas devem ser examinadas dentro de 
24, 48 e 72 horas antes que seja liberado 0 relatorio final de “nenhum crescimento”. As colonias suspeitas sao 
subcultivadas em agar-chocolate, incubadas e isoladas como inoculo para os procedimentos de identificagao. 


Tabela 11.1 Antimicrobianos dos meios seletivos para Neisseria. 




Formulagao do meio (|ig/ml) 


Antimicrobiano 

MTM 

ML 

NYC 

GC-LECT 

Vancomicina 

3 

4 

2 

2 

Lincomicina 

- 

- 

- 

1 




Colistina 


7,5 


7,5 


5,5 


7,5 


Nistatina 
Anisomicina 
Anfotericina B 
Trimetoprima 


12,5 


20 


1,2 

5 


1,5 

5 


Neisseria meningitidis 

Coleta e transporte dos especimes. Entre os especimes uteis para diagnosticar doenga meningococica estao LCR, 
sangue, aspirados e especimes de biopsia e swabs nasofaringeos e orofaringeos. 491 Em alguns casos, os 
meningococos podem ser procurados no escarro e nos aspirados traqueais. O Boxe 11.3 descreve os procedimentos 
de coleta e processamento dos especimes que podem isolar N. meningitidis. As cepas de N. meningitidis recuperadas 
do trato genital, reto e orofaringe podem ser isoladas utilizando os procedimentos de coleta e inoculagao descritos 
para N. gonorrhoeae no Boxe 11.2. As condigoes de incubagao dos meios inoculados com especies sao as mesmas 
descritas para N. gonorrhoeae nas segoes anteriores. Os meningococos crescem bem em todos os meios seletivos 
para especies de Neisseria patogenicas e nao existem cepas descritas de N. meningitidis sensiveis a vancomicina. Ao 
contrario da crenga amplamente difiindida, a maioria das cepas de N. gonorrhoeae cresce no agar-sangue de ovelha 
disponivel no mercado, embora nao tao bem quanto no agar-chocolate. O isolamento de gonococos e meningococos 
nas hemoculturas pode ser afetado negativamente pelo anticoagulante polianetol sulfonato de sodio (SPS; do ingles, 
sodium polvanethol sulfonate'), que esta presente nos meios de hemocultura. 224 Esse efeito pode ser neutralizado 
pelo acrescimo de gelatina esteril (concentragao final de 1%) ao meio, ou pelo processamento da amostra de sangue 
por centrifugagao e lise (i. e.. Isolator®). 502 "''' 19 Os liquidos articulares dos pacientes com quadro suspeito de artrite 
meningococica devem ser inoculados em frascos de hemocultura para aerobios e, se for obtido um volume 
suficiente, uma parte da amostra deve ser centrifiigada e examinada a coloragao por Gram. 491 

Seguranga do laboratorio. Por meio de postagens por e-mail em alguns grupos de discussao de laboratories de 
microbiologia clinica, Sejvar el al. conseguiram dados acerca dos laudos de infeegoes meningococicas adquiridas 
nos laboratories entre 1985 e 2001 e identificaram 16 casos (9 causados pelo sorogrupo B e 7 pelo sorogrupo C de 
N. meningitidis): 11 Com base nesses dados, o autor calculou um indice de infeegao de 13 casos por 100.000 
microbiologistas, em comparagao com um indice de infeegao de 0,3 caso por 100.000 na populagao em geral. Isso 
representa um risco mais de 40 vezes maior de aquisigao da doenga entre a equipe do laboratorio de microbiologia 
clinica. N. meningitidis e classificada como um microrganismo do nivel de biosseguranga 2, ou seja, e necessario 
usar uma cabina de seguranga biologica para manipular os especimes que acarretem riscos significativos de formar 
aerossois (p. ex., trituragao, centrifugagao, agitagao mecanica). 653 Essas manipulagoes incluem a preparagao de 
suspensoes macigas de microrganismos para inoculagao nos sistemas de identificagao e para a reagao de 
soroaglutinagao por aglutinagao em lamina dos meningococos isol ados. 2 Os relatos de infeegoes meningococicas 
adquiridas no laboratorio sugerem que a manipulagao das culturas, mais que dos especimes, aumente o risco de 
infeegao dos tecnologos e tecnicos do laboratorio de microbiologia . 44,359 ’ 583 o uso de uma cabina de seguranga 
biologica durante a manipulagao das culturas com esses propositos poderia conferir protegao ao laboratorista contra 
microrganismos suspensos em aerossol. Medidas alternativas de protegao (p. ex., oculos de seguranga, protetores 
contra borrifos, mascaras) podem conferir protegao adicional. Educagao e adesao as precaugoes de seguranga 
laboratorial estabelecidas devem reduzir o risco de infeegoes meningococicas da equipe dos laboratories de 
microbiologia clinica. Tambem e necessario elaborar normas laboratoriais para situagoes que possam exigir a 
administragao de profilaxia aos funcionarios expostos aos meningococos. Hoje em dia, os administradores dos 
laboratories oferecem a vacina meningococica tetravalente aos membros das equipes dos laboratorios de 
microbiologia; com essa medida poder-se-ia reduzir, mas nao eliminar o risco potencial de infeegoes 
meningococicas adquiridas no laboratorio. 127,131,141 

Esfregaqos diretos corados pelo Gram e testes diretos para antigenos. O diagnostico presuntivo rapido da 
meningite meningococica pode ser estabelecido pelo exame direto do LCR por meio da coloragao pelo Gram. Se for 
recebido um volume suficiente de LCR (i. e., mais que 1 a 2 mf), a amostra deve ser centrifiigada para obter o 



sedimento do material para exame e cultura. A citocentrifugagao dos especimes de LCR facilita a detecgao de 
contagens baixas dos microrganismos e aumenta a sensibilidade da coloragao pelo Gram, em comparagao com as 
amostras nao centrifugadas ou convencionalmente centrifugadas. Nos esfregagos dos especimes clinicos corados 
pelo Gram, os meningococos aparecem como diplococos gram-negativos dentro e fora das celulas 
polimorfonucleares. Os microrganismos podem mostrar variagao consideravel de tamanho e tendem a resistir a 
descoloragao. As cepas profusamente encapsuladas podem ter um halo rosado bem defmido ao redor das celulas. 
Como a presenga de celulas inflamatorias tern significado prognostico (p. ex., na doenga fulminante e rapidamente 
fatal, ha muitos microrganismos e poucas celulas inflamatorias), o relatorio da coloragao pelo Gram enviado ao 
medico deve incluir as contagens de microrganismos e PMN. 

Tambem existem testes diretos para detectar polissacaridios capsulares meningococicos no LCR, soro e urina. 
Esses testes usam aglutinagao do latex sensibilizado com anticorpos (Directogen® para N. meningitidis dos grupos 
A, C, Y e W-135 e Directogen® para N. meningitidis do grupo B IE. coli Kl, da BD Diagnostic Systems, Sparks, 
MD), ou coaglutinagao (Phadebact CSF Test®, MLK Diagnostics AB, Sollentuna, Suecia) para detectar antigenos 
capsulares dos meningococos dos sorogrupos A, B, C, Y e W-135. O reagente para o sorogrupo B tambem detecta o 
antigeno Kl da Escherichia coli, com o qual tern reatividade cruzada. Esses reagentes ainda estao disponiveis no 
mercado e sao fomecidos por varios vendedores (testes de latex, testes de coaglutinagao: MLK Diagnostics AB, 
Sollentuna, Suecia). Um teste negativo nao exclui meningite causada por quaisquer microrganismos encontrados 
comumente. Alem disso, tambem podem ocorrer testes de aglutinagao do latex falso-positivos, principalmente com 
as amostras de urina, resultando em tratamento e hospitalizagao prolongada desnecessariamente. Esses testes sempre 
devem ser realizados simultaneamente a coloragao de especimes centrifugados e corados pelo Gram e a cultura em 
meios de agar enriquecidos. Em razao da sensibilidade aumentada da coloragao por Gram oferecida pela 
citocentrifugagao dos especimes e considerando os problemas de especificidade dos ensaios de detecgao dos 
antigenos, a maioria dos laboratories dos EUA nao realiza mais esses testes rotineiramente e tambem nao sao 
recomendados. 

Isolamento e incubagao. Para isolar N. meningitidis, os especimes de LCR devem ser cultivados em agar- 
chocolate e em agar-sangue de cameiro nao seletivos, conforme esta descrito no Boxe 11.4, enquanto os especimes 
que possam conter outros microrganismos (p. ex., especimes colhidos por swabs nasofaringeos e orofaringeos) 
devem ser inoculados em meios seletivos (p. ex., agar MTM, ML, NYC ou GC-Lect®) e nao seletivos. As placas sao 
incubadas com C0 2 a 5 7% (incubadora com C0 2 ou jarra de extingao a vela) a 35°C e examinadas depois de 24, 48 
e 72, antes que seja liberado o resultado final de “nenhum crescimento”. As colonias suspeitas sao subcultivadas em 
agar-sangue e agar-chocolate para identificagao adicional. 


Boxe 11.4 


Procedimentos de coleta dos especimes para isolamento da Neisseria meningitidis. 

Especime Procedimento de coleta 

Liquido cefalorraquidiano Nos casos suspeitos de meningite meningococica, deve-se enviar ao laboratorio o maior volume possivel de 

liquido espinal (no minimo 1 ml) para cultura, porque a contagem de microrganismos pode ser pequena. 0 
especime de LCR deve ser transportado pessoalmente ao laboratorio depois da coleta e nao precisa ser 
refrigerado. Uma parte do LCR deve ser citocentrifugada para coloragao pelo Gram. Se houver um volume 
suficiente de LCR, o especime deve ser centrifugado e o sedimento obtido deve ser inoculado nos meios de 
agar-sangue e agar-chocolate. 

Sangue 0 sangue deve ser cultivado da mesma forma que foi descrito para gonococos no Boxe 11.3. A inoculagao 

direta dos frascos de hemocultura e preferivel aos tubos Vacutainer com SPS, em razao dos efeitos 
comprovadamente inibitorios do SPS nos meningococos. Essa inibigao pode ser superada pelo acrescimo de 
gelatina esteril a 1% (volume final) ao meio de hemocultura. 0 uso do sistema Isolator para hemoculturas 
tambem evita o problema da inibigao pelo SPS. 



Petequias 


Os especimes retirados das lesoes cutaneas petequiais podem ser colhidos injetando-se e aspirando-se uma 
quantidade pequena de soluqio salina esteril na borda da lesao por meio de uma seringa de tuberculina. 0 
material aspirado deve ser semeado para cultura diretamente no agar-sangue e agar-chocolate. Como 


algumas dessas lesoes sao resultantes defenomenos imunes, a cultura do material das lesoes cutaneas nem 
sempre contribui para a confirmaqio do diagnostico. 


Swabs nasofarlngeos 


Os swabs nasofarlngeos sao especialmente importantes para detectar colonizaqio dos indivi'duos que mantem 
contato direto com pacientes portadores de doen^a meningococica e para a busca de portadores. Para 


conseguir esses especimes, swabs finos acoplados a urn fio de metal flexi'vel (p. ex., urn swab nasofarlngeo de 
alginato de sodio) devem ser introduzidos na orofaringe por tras da uvula para colher amostras da 


nasofaringe. Em geral, os swabs orofarlngeos colhidos cuidadosamente fornecem a mesma informaqio. Esses 
especimes devem ser inoculados em urn meio seletivo (p. ex., MTM). 


Biopsias 


Os especimes de biopsia devem ser transportados pessoalmente ao laboratorio em recipientes estereis. Eles 
devem ser umedecidos com soluqio salina esteril ou caldo de cultura e nao devem ser refrigerados. No 
laboratorio, os especimes devem ser cortados assepticamente e semeados em cultura de agar-sangue e agar- 
chocolate. 


Aspirados 


Os materials aspirados de espagts fechados sao obtidos com uma seringa e agulha. No laboratorio, esses 
especimes devem ser inoculados em agar-sangue e agar-chocolate. 


Identificagao das especies de Neisseria 
Morfologia das colonias 

Os gonococos formam varios tipos de colonia em cultura. De acordo com o esquema de Kelloggs, esses tipos sao 
denominados de T1 a T5 e sao descritos em termos de dimensoes e outras caracterlsticas das colonias (cor, 
topografia das colonias, reflexao da luz e assim por diante). No nfvel celular individualizado, os microrganismos 
que compoem as colonias dos tipos P + e P ++ (antes conhecidos como T1 e T2, respectivamente) apresentam pili na 
superficie celular, enquanto as celulas das colonias do tipo P“ (T3, T4 e T5) nao tem estes apendices. As cepas 
isoladas das culturas primarias formam colonias predominantemente dos tipos P + e P ++ . Essas colonias tendem a ser 
pequenas, brilhantes e elevadas (Prancha 11.1 C e D). Com a subcultura das colonias com celulas portadores de pili, 
a cultura pode ser mantida nesse tipo de colonia. As suspensoes de microrganismos preparadas a partir de culturas 
de 18 a 24 horas contendo predominantemente os tipos de colonias P + e P ++ tendem a ser lisas e homogeneas. Com a 
subculture nao seletiva (z. e., uma “varredura” de crescimento), os outros tipos de colonias tomam-se mais evidentes 
e, por fim, todas as colonias tornam-se da variedade sem pili. Esses tipos de colonias sao mais altas e planas e nao 
tem o brilho caracterlstico que realga as colonias dos tipos com pili. As culturas contendo os tipos de colonias 
predominantemente grandes comumente nao formam suspensoes homogeneas, na medida em que as colonias se 
tomam gomosas em consequencia da autolise e liberagao do DNA celular. A presenga de todos os tipos de colonias 
em uma subcultura obtida de uma placa primaria pode comumente produzir um aspecto de cultura mista. A analise 
cuidadosa e a subcultura com uso de um microscopio de dissecgao (10*) permite familiarizar-se com esses tipos de 
colonias. Variagoes dos tipos de colonias sempre ocorrem com as cepas de N. gonorrhoeae recem-isoladas. Os 
gonococos atlpicos (z. e., que tem necessidades nutricionais multiplas, inclusive as cepas que requerem AHU) 
tambem formam varios tipos de colonias, mas estas formam-se mais lentamente e requerem o uso de um 
microscopio de dissecgao para detectar e caracterizar o tipo de colonia. 

As colonias de N. meningitidis sao maiores que as dos gonococos e, em geral, alcangam um diametro em tomo 
de 1 mm ou mais, depois de 18 a 24 horas de incubagao. As colonias sao baixas e convexas, com uma borda lisa, 
continua e limida e superficie brilhante. No agar-sangue de cameiro, as colonias geralmente sao cinzentas e as cepas 
profusamente encapsuladas podem ser mucoides (Prancha 11.1 F). O meio situado sob e ao lado das colonias pode 
apresentar uma moldura verde-acinzentado, principalmente nas areas de crescimento confluente. As culturas jovens 
podem ter consistencia homogenea, enquanto as mais antigas tomam-se gomosas em consequencia da autolise. 



Coloragao pelo Gram e teste de oxidase 

As placas primarias para isolamento de N. gonorrhoeae devem ser examinadas dentro de 24, 48 e 72 horas depois 
da inoculagao utilizando uma lupa de mao ou, de preferencia, um microscopio de dissecgao. Os esfregagos 
preparados a partir das colonias suspeitas devem ser examinados pela coloragao de Gram e o teste de oxidase 
tambem deve ser realizado. A coloragao da colonia pelo Gram deve mostrar diplococos gram-negativos 
homogeneos tlpicos. Algumas bacterias podem aparecer em tetrades, principalmente nos esfregagos preparados de 
colonias jovens. Nos esfregagos preparados de culturas mais antigas, as bacterias podem parecer inchadas e 
apresentar variagao ampla de intensidade na contracoloragao. Alguns esfregagos preparados de colonias 
parcialmente autolisadas podem nao ser interpretaveis. O exame a coloragao pelo Gram e essencial a identificagao 
presuntiva, porque outros microrganismos podem ocasionalmente crescer nos meios seletivos, principalmente com 
os especimes orofarlngeos (descritos adiante). 

Os resultados do teste de oxidase sao obtidos com o derivado tetrametllico do reagente de oxidase (N,N,N,N- 
tetrametil-l,4-fenilenodiamina em solugao aquosa a 1%). Essa solugao e colocada em um pedago de papel de filtro e 
uma parte da colonia e esfregada sobre o reagente com uma alga de platina, um swab de algodao ou um bastao 
aplicador de madeira. Nas culturas recentes, aparece uma coloragao roxo-escuro dentro de 10 segundos. Resultados 
excelentes podem ser obtidos com os reagentes de oxidase acondicionados em ampolas de vidro quebravel (p. ex., 
BACTIDROP Oxidase®, Remel Laboratories). 

Teste de superoxol 

Superoxol e outro teste util para a identificagao presuntiva rapida de N. gonorrhoeae. 553 O superoxol e o peroxido de 
hidrogenio a 30% (nao a solugao a 3% utilizada rotineiramente no teste de catalase). As cepas de N. gonorrhoeae 
produzem imediatamente bolhas nitidas quando parte do material da colonia e emulsificada com o reagente em uma 
lamina de vidro. N. meningitidis e N. lactamica - outras especies que crescem nos meios seletivos - produzem 
bolhas maldefmidas e tardias. Em um estudo que utilizou esse teste nos microrganismos isolados em meios 
seletivos, todos os 201 gonococos testados produziram bolhas nitidas imediatas no superoxol, enquanto 241 dos 242 
meningococos e uma das duas cepas de N. lactamica formou reagoes negativas ou positivas fracas e tardias. 553 
Quando Perez et al. aplicaram esse teste em cepas isoladas no meio de MTM, eles observaram que os valores 
preditivos positivos e negativos do teste de superoxol para identificar N. gonorrhoeae eram de 96,7% e 100%, 
respectivamente. 509 

Diferenciacao dos outros microrganismos nos meios seletivos 

As identificagoes presuntiva e confirmatoria das especies de Neisseria dependem da capacidade de diferenciar entre 
estes microrganismos e outras bacterias, que tambem conseguem crescer nos meios seletivos. Essas bacterias 
incluem Kingella denitrificans, Moraxella spp. (exceto M. catarrhalis), Acinetobacter spp. e Capnocytophaga spp. 
K. denitrificans cresce bem no meio MTM e forma colonias de tipos semelhantes aos de N. gonorrhoeae. O teste 
util a identificagao presuntiva dos gonococos e a sua diferenciagao de K. denitrificans e o teste de catalase. Os 
gonococos formam bolhas vividas quando o crescimento da placa e imerso em peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) a 3%: 
K. denitrificans produz reagao de catalase negativa. M. catarrhalis e outras especies de Moraxella (inclusive 
gonococos) sao oxidase-positivas e catalase-positivas. Esses microrganismos podem ser diferenciados de Neisseria 
pelo teste do disco de penicilina. 119 O microrganismo e subcultivado em uma placa de agar-sangue e soja tripticase 
e a colonia e riscada em padrao entrelagado para obter crescimento confluente. Em seguida, um disco de 
sensibilidade a penicilina (10 unidades) e colocado sobre o inoculo. Depois da incubagao em C0 2 overnight, 
prepara-se uma coloragao pelo Gram a partir da borda da zona de inibigao do crescimento. As especies de Neisseria 
e a M. catarrhalis conservam sua morfologia de diplococos, ainda que possam parecer inchadas. As especies de 
Moraxella cocobacilares formam filamentos longos ou celulas fusiformes sob influencia das concentragoes 
subinibitorias de penicilina. As especies de Acinetobacter podem ser diferenciadas por sua reagao de oxidase 
negativa. As especies de Capnocytophaga aparecem na forma de bacterias gram-negativas palidas, fusiformes e 
ligeiramente curvas e produzem reagoes negativas de oxidase e catalase. Depois da incubagao prolongada (/. e., 
mais de 48 horas), essas bacterias tendem a espalhar-se em razao de sua motilidade deslizante e podem impedir o 
isolamento dos gonococos presentes nos especimes orofaringeos. 


Criterios presuntivos para identificagao de N. gonorrhoeae 

Todas as cepas de diplococos gram-negativos oxidase-positivos isolados de areas urogenitais e que crescem nos 
meios seletivos podem ser identificados presuntivamente como N. gonorrhoeae. O teste de superoxol descrito 
anteriormente oferece mais um teste presuntivo para identificar essas cepas isoladas. Contudo, os testes de 
identificagao confirmatorios sao recomendados para todas as cepas e sao necessarios para identificagao das bacterias 
isoladas de especimes extragenitais (/. e., garganta, reto, sangue, liquido sinovial, LCR), que devem ser identificadas 
defmitivamente com base em dois testes no minimo. Alem disso, o isolamento presuntivo de N. gonorrhoeae 
isolada de criangas tambem deve ser confirmado por dois testes no minimo, que se baseiem em fundamentos 
diferentes. Isso pode incluir testes de utilizagao de carboidratos, metodos imunologicos (p. ex., testes de 
coaglutinagao de anticorpo monoclonal), tecnicas enzimaticas (p. ex., detecgao cromogenica de atividades 
enzimaticas especificas) ou teste de confirmagao por cultura e sonda de DNA. 4 " 4 As culturas devem ser preservadas 
para permitir a realizagao de testes repetidos ou adicionais. 128,140,392 ’ 696 Isso e extremamente importante porque 
algumas questoes medico-legais e sociais sao suscitadas depois da liberagao dos resultados. Hoje em dia, os testes 
de amplificagao de acidos nucleicos nao sao recomendados para testar especimes obtidos de criangas (ver adiante). 

Testes de identificagao das especies de Neisseria 

Os testes confirmatorios para gonococos, meningococos e outras especies de Neisseria incluem os testes de 
utilizagao de carboidratos, testes com substratos enzimaticos cromogenicos, testes imunologicos (p. ex., 
coaglutinagao, outros testes), sistemas de identificagao baseados em multiplos testes e sondas de DNA. Os testes de 
utilizagao de carboidratos e os sistemas de identificagao por multiplos testes podem ser usados para identificar N. 
gonorrhoeae, N. meningitidis e outras especies de Neisseria. As tecnicas de identificagao com substratos 
cromogenicos limitam-se a identificagao das cepas isoladas capazes de crescer em meios seletivos (/'. e., N. 
gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica e algumas cepas de M. catarrhalis). A coaglutinagao, outros testes 
imunologicos e o teste de confirmagao em cultura com sonda de DNA estao disponiveis para identificar apenas N. 
gonorrhoeae. Os metodos mais modemos de hibridizagao e amplificagao de acidos nucleicos foram aprovados para 
detecgao direta da N. gonorrhoeae apenas em especimes do trato genital e urina. A Tabela 11.2 descreve as 
caracteristicas fenotipicas para a identificagao referencial das especies de Neisseria e da M. catarrhalis. 

Testes de utilizagao de carboidratos 

Carboidratos CTA convencionais. A tecnica convencional para a identificagao das especies de Neisseria utiliza o 
meio basico de agar semissolido de cistina tripticase (CTA) digerida, que contem carboidrato a 1% e um indicador 
de pH (vermelho fenol) (Prancha 11.1 E). A bateria de testes tradicionais inclui CTA-glicose, -maltose, -sacarose e - 
lactose, alem de um controle de CTA sem carboidrato. O analogo estrutural da lactose (o-nitrofenil-P-D- 
galactopiranosidio [ONPG]) pode substituir o tubo de lactose e o acrescimo da frutose a bateria de testes ajuda a 
identificar as diversas biovariantes de N. subflava. Algumas formulagoes de CTA disponiveis no mercado podem ser 
suplementadas com liquido ascitico para promover o crescimento de microrganismos mais exigentes. Os meios de 
CTA sao inoculados com uma suspensao densa dos microrganismos a serem identificados a partir de uma cultura 
pura de 18 a 24 horas em agar-chocolate. O inoculo e preparado com 0,5 mt de solugao salina e fracionado entre os 
tubos, ou cada tubo e inoculado separadamente com um punhado de microrganismos. O inoculo em profundidade 
deve ficar restrito aos 2,5 centimetros superiores dos tubos com agar. Os tubos sao colocados em uma incubadora 
com C0 2 a 35°C, com as tampas firmemente rosqueadas. Com um inoculo volumoso, a maioria das cepas isoladas 
produz uma alteragao detectavel de cor do indicador de vermelho fenol dentro de 24 horas. Se o inoculo for 
suficientemente grande, algumas cepas alteram a cor do indicador dentro de 4 horas. Contudo, algumas cepas de 
gonococos exigentes podem requerer 24 a 72 horas para produzir acidos suficientes para alterar o indicador. Como 
os meios de CTA contendo carboidratos a 1% sao usados basicamente para detectar a produgao de acidos pelas 
bacterias fermentadoras, as quantidades pequenas de acidos produzidos por oxidagao por algumas cepas das 
especies de Neisseria podem nao ser detectadas. 

Teste rapido de utilizagao de carboidratos. Esse teste e uma tecnica que nao depende de crescimento para 
detectar a produgao de acidos a partir dos carboidratos. Com esse metodo, volumes pequenos de uma solugao de 
sais balanceada (BSS; do ingles, balanced salts solution), pH de 7,0 com indicador vermelho fenol sao dispensados 
nos tubos nao estereis, aos quais foram acrescentadas gotas de cada um dos carboidratos esterilizados e filtrados a 


20% (Prancha 11.1 G). Uma suspensao densa de microrganismos e preparada em BSS com uma alga de 
bacteriologia; esta suspensao pode ser misturada em um agitador mecanico para dispersar os grumos. Uma gota 
dessa suspensao e acrescentada a cada um dos tubos contendo carboidratos. Os tubos sao incubados por quatro 
horas a 35°C em uma incubadora sem C0 2 ou em banho-maria. Esse metodo e muito econdmico, os reagentes sao 
faceis de preparar e inocular e os resultados sao inequivocos. O Quadro 11.1 online descreve os detalhes desse 
metodo. Um elemento fundamental a essa tecnica e o uso de carboidratos de “grau reagente”. A maltose obtida de 
algumas empresas que produzem meios bacteriologicos pode produzir resultados positivos ou duvidosos para N. 
gonorrhoeae nos testes rapidos de decomposigao de carboidratos, provavelmente em razao da presenga de glicose 
contaminante. Os inoculos para esse procedimento podem ser obtidos da cultura primaria se houver colonias 
suficientes e se o crescimento tiver menos de 24 horas. Como o crescimento bacteriano nao ocorre no meio de teste, 
quantidades pequenas de contaminantes que possam estar presentes nao interferem com os resultados. Contudo, a 
incubagao nao pode ser overnight. 


Tabela 11.2 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Neisseria e Moraxella catarrhalis. 
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+ = reagao positiva; — = reagaonegativa; V = reagao variavel; +w = reagao positiva fraca;-/+w = reagao negativa ou positiva fraca; Dl = dados indisponiveis; OX = oxidase; CAT = catalase; GLI = glicose; MAL= maltose; FRU = frutose; 
SAC = sacarose; LAC = lactose. 

'As reagoes citadas sao para os meios can nitritoa 0,1%; N. gonorrhoeae reduznWi'Ho a 0,01%. 

7 Algumas cepas sao isoladas em meios seletivos. 

3 Algumas cepas crescem em meios seletivos. 

i N. animal oris e arginina-di-hidrolase (ADH)-positiva, enquanto N. zoodegmatis e ADH-negativa. 
s As reagoes dos carboidratos mostradas sao do sistema API® NH. 


Teste CarboFerm® Neisseria. O kit CarboFernr Neisseria (Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA) consiste em uma 
cubeta de reagentes com 8 cavidades, que e fomecida na forma de 12 tiras encaixadas dentro de uma moldura de 
plastico (Prancha 11.1 H). A moldura e marcada com designagoes de linhas A ate H. As cavidades da cubeta estao 
seladas com uma tampa de tira de plastico, que e removida antes da inoculagao. As cavidades da fileira A contem o 
meio basico de peptona desidratada com indicador vermelho fenol e nao tern carboidratos (cavidades de controle). 
As cavidades das fileiras C, D, E e F contem o mesmo meio basico e carboidratos acrescentados; estas cavidades 
contem glicose (fileira C), maltose (fileira D), lactose (fileira E) e sacarose (fileira F), alem do meio de peptona 
desidratada e do indicador vermelho fenol. As cavidades da fileira H contem bromo-cloro-indoilbutirato (substrata 
da butirato-esterase) impregnado em um disco de papel de filtro nos fundos das cavidades. As cavidades das fileiras 
B e G estao vazias. O kit tambem inclui tubos de teste com tampas de rosea, que contem liquido para inoculagao. 
Esse sistema destina-se a identificar diplococos gram-negativos oxidase-positivos, que fazem parte do genero 
Neisseria, alem de Moraxella catarrhalis. 

Para inocular o kit CarboFerm ® Neisseria, prepara-se uma suspensao de microrganismos com turbidez igual ou 
maior que o n. 4 do padrao de McFarland no tamponador para inoculagao. Esse inoculo deve ser preparado a partir 
de uma cultura com 18 a 24 horas do microrganismo em agar-sangue, agar-chocolate ou um meio seletivo (p. ex., 



meio MTM). Quatro a cinco gotas do inoculo sao colocadas nas cavidades A (controle), C (glicose), D (maltose), E 
(lactose), F (sacarose) e H (substrata da butirato-esterase). A cubeta e colocada em uma incubadora com ar ambiente 
a 35°C. Depois de 15 minutos, a cavidade H (substrato da butirato-esterase) e examinada quanto a existencia de uma 
coloragao azulada. Se o disco de papel de filtro tiver cor azul-petroleo, o microrganismo e identificado como M. 
catarrhalis e os testes sao concluldos. Se o disco da cavidade H estiver incolor (branco), a reagao da butirato- 
esterase e anotada como negativa e a cubeta e novamente incubada ate completar quatro horas. Nesse momenta, o 
controle sem carboidratos e cada uma das cavidades com carboidratos sao examinadas quanto a alteragoes de cor. A 
cor vermelha ou laranja-avermelhada e considerada negativa, enquanto as cores laranja, laranja-amarelada e amarela 
sao registradas como reagao positiva. Para esse exame, as cavidades de controle e as cavidades contendo 
carboidratos para cada uma das cepas testadas foram lidas depois da incubagao por duas e quatro horas a 35°C. 

O CarboFerm® Neisseria foi avaliado com 192 especies de Neisseria isoladas e 40 cepas de M. catarrhalis e 
comparado com as tecnicas convencionais. 330 Todas as cepas de M. catarrhalis foram identificadas pelo teste 
CarboFerm® Neisseria depois de 15 minutos. Alem disso, esse kit identificou 100% das 64 cepas de gonococos e 
96% das 68 cepas de meningococos. 

Outros metodos de utilizagao de carboidratos. O kit de testes Neisseria-Kwik® (Micro-Biologics, St. Cloud, 
MN) e o Gonobio Test® (I.A.F. Production, Inc., Laval, Quebec, Canada) tambem sao modificagoes comerciais do 
procedimento de teste rapido para utilizagao de carboidratos. O Neisseria-Kwik® usa uma bandeja contendo 
carboidratos desidratados em cavidades separadas. Cada cavidade deve ser inoculada com uma suspensao maciga de 
microrganismos preparada no tamponador e os resultados sao lidos depois de 3 a 4 horas com base nas alteragoes 
das cores dos indicadores. O Gonobio Test® e uma tecnica realizada em 2 horas, que requer inoculagao maciga dos 
microtubos contendo os substratos de carboidratos. Esses dois sistemas foram avaliados e tiveram desempenho 
comparavel ao dos metodos convencionais. 1 ' 3 

Testes de substratos enzimaticos cromogenicos 

Os sistemas de identificagao enzimatica usam substratos bioquimicos especificos que, depois da hidrolise por agao 
das enzimas bacterianas, formam produtos finais coloridos, que sao detectados diretamente (p. ex., um produto de 
nitroanilina ou nitrofenol amarelo) ou depois de acrescer um reagente diazo de ligagao ao corante (i. e., reagente 
cinamaldeido para detectar [S-naftilamida livre). O uso desses sistemas limita-se as especies que conseguem crescer 
nos meios seletivos - N. gonorrhoeae, N. meningitidis e N. lactamica. Como algumas cepas de M. catarrhalis 
crescem nos meios seletivos, esses sistemas tambem permitem a identificagao presuntiva desta bacteria. Os testes de 
identificagao com substratos cromogenicos nao devem ser usados para identificar meningococos suspeitos isolados 
do agar-sangue ou agar-chocolate, sem uma subcultura previa da cepa nos meios seletivos. As atividades 
enzimaticas detectadas por esses sistemas sao |3-galactosidase (BGAL), y-glutamiltranspeptidase (GGT), 
aminopeptidase e prolil-iminopeptidase (PIP) (Tabela 11.3). A P-galactosidase e a y-glutamilaminopeptidase sao 
especificas de N. lactamica e N. meningitidis, respectivamente. Algumas cepas de N. meningitidis podem nao ter 
atividade de y-glutamilaminopeptidase; uma cepa de meningococos isolada de um portador nao tinha esta enzima, 
em razao da existencia de uma interrupgao de sequencia por insergao no gene ggh 619 O reestudo da atividade de 
GGT de 245 cepas de N. meningitidis identificou a presenga de duas outras cepas com deficiencia desta enzima. 613 
A ausencia de atividade de GGT e a presenga de PIP identifica um microrganismo como N. gonorrhoeae. M. 
catarrhalis nao tern todas essas tres atividades enzimaticas. Os sistemas que utilizam essa abordagem e estao 
disponiveis no mercado sao Gonochek II®, BactiCard Neisseria® e Neisstrip®. 

Tabela 11.3 Atividades enzimaticas usadas para identificar especies de Neisseria patogenicas. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel. 

A utilidade dos testes enzimaticos usados para identificar N. gonorrhoeae pode apresentar algumas limitagoes 
no future, em razao do reconhecimento e da disseminagao das cepas gonococicas que nao tern atividade de PIP. Essa 
enzima e codificada pelo gene pip e a translocagao deste gene resulta na proteina PIP funcional com 310 
aminoacidos. A incapacidade de produzir PIP funcional foi atribuida a uma dentre duas mutagoes do gene pip : 
mutagao por delegao de uma timidina resultando em um deslocamento do quadro de leitura (frameshift) da 
sequencia do codon e uma proteina truncada nao funcional com 123 aminoacidos; ou uma insergao de timidina 
resultando em uma proteina truncada nao funcional com 55 aminoacidos. 75 Entre os anos 2000 e 2002, um clone de 
N. gonorrhoeae sem essa atividade enzimatica tomou-se amplamente disseminado por toda a Inglaterra. 505 Com 
base na sorologia de coaglutinagao, essa cepa foi classificada como sorovariantes IB-4. A caracterizagao genotipica 
e fenotipica das cepas de gonococos isolados na Dinamarca durante os anos de 2002 e 2003 identificou o mesmo 
clone de gonococos PIP-negativos neste pais. 250 Na Inglaterra e na Dinamarca, essas cepas foram isoladas 
principalmente de HSH. Estudos subsequentes realizados por Alexander et al. determinaram que a prevalencia 
global das cepas de N. gonorrhoeae PIP-negativas na Inglaterra e no Pais de Gales era de 4,33% e as variagoes da 
prevalencia destas cepas em varias clinicas de Londres refletiam sua frequencia mais alta entre os HSH. 1 Um 
estudo realizado em 2006 em Sidnei, Australia, documentou o aparecimento, a dispersao e a redugao subsequente 
dos subtipos de gonococos PIP-negativos entre 3.926 cepas isoladas entre julho de 2002 e setembro de 2005.®' 
Durante o terceiro trimestre de 2002, as cepas de N. gonorrhoeae PIP-negativas representavam apenas 3% dos 
isolados e, no terceiro trimestre do ano seguinte, elas representavam 22% de todas as cepas isoladas. Em seguida, a 
prevalencia dessas cepas diminuiu e, no terceiro trimestre de 2005, 6% das cepas descritas tinham o fenotipo PIP- 
negativo. Outre estudo das cepas de gonococos isolados entre 2001 e 2004 na Australia, Nova Zelandia e Escocia 
identificou 41 cepas PIP-negativas, das quais a maioria tambem era sorovariante IB-4. Um estudo realizado na 
Suecia entre 2002 e 2007 detectou 15 cepas de N. gonorrhoeae PIP-negativas dentre 1.230 isolados (1,2%) e 13 
destes 15 (87%) eram indistinguiveis da sorovariante IB-4 descrita no passado e disseminada mundialmente. 338 
Outre estudo realizado em Ontario, Canada, com gonococos isolados durante o ano de 2006 nao conseguiu detectar 
cepas PIP-negativas, mas em 2007 os autores detectaram uma cepa PIP-negativa dentre 250 cepas isoladas no 
laboratorio de saude publica de Quebec. 1,(1 Um estudo subsequente realizado no Canada avaliou 5.675 cepas de 
gonococos isolados e enviados aos laboratories de saude publica e detectou 19 cepas PIP-negativas distribuidas 
entre as varias provincias canadenses, inclusive Columbia Britanica, Saskatchewan, Manitoba, Quebec e Ilha do 
Principe Eduardo. 4 ' 4 Outre estudo realizado na Espanha encontrou 10 cepas (6,9%) de N. gonorrhoeae PIP- 
negativas da sorovariante IB-4 dentre 143 cepas recebidas pelo Laboratorio Regional para Gonococos de Oviedo ate 
o ano de 2006. 500 

Em razao da prevalencia crescente dessas cepas PIP-negativas isoladas em todo o mundo, o desempenho desses 
sistemas de teste (/. e., BactiCard® Neisseria, Gonochek® II, RapID® NH; Neisseria PET® e API® NH), que se 
baseiam nesta atividade enzimatica para ajudar a identificar os gonococos isolados e diferencia-los das outras 
especies de Neisseria, pode ser comprometido. As cepas de N. gonorrhoeae PIP-negativas podem resultar em 
identificagoes ambiguas, inclusive “N. gonorrhoeae duvidosa” e “ Kingella kingae presuntiva”; estes tipos de 
identificagao falsa devem indicar a necessidade de utilizar abordagens adicionais para definir a identidade do 
microrganismo. 1 A PIP e uma hidrolase que remove seletivamente a molecula de prolina da regiao /V-terminal dos 
peptidios e o nome desta enzima varia, dependendo do fabricante do sistema de testes que seja utilizado (p. ex., PIP, 
prolinaminopeptidase, hidroxiprolina-aminopeptidase, prolilarilamidase). Os fabricantes desses sistemas comerciais 
precisam padronizar o formato e os nomes desses testes para evitar confusao entre os usuarios finais e incluir alertas 
na bula do produto acerca do uso e da interpretagao correta dos testes, em vista da prevalencia crescente das cepas 
PIP-negativas. O aparecimento dessas cepas emergentes de gonococos tomou necessario e imperative usar no 
minimo dois metodos de identificagao baseados em criterios diferentes (/'. e., bioquimicos, imunologicos ou 
moleculares) para confirmar a identidade da N. gonorrhoeae . 438,652 

Gonochek® II. O Gonochek II® (EY Laboratories, San Mateo, CA) consiste em um unico tubo, que contem os tres 
substratos cromogenicos desidratados (Prancha 11.2 A). Depois da reidratagao com quatro gotas de solugao salina 
tamponada com fosfato (pH de 7,4), 5 a 10 colonias de diplococos gram-negativos oxidase-positivos retirados de 



uma cultura pura em crescimento no meio seletivo, ou de uma subcultura apropriada, sao emulsificadas no tubo com 
um bastao de madeira. O tubo e fechado com tampa e incubado a 35°C por 30 minutos. Reagoes cromogenicas 
especlficas na suspensao bacteriana confirmam que a cepa isolada e N. meningitidis (hidrolise de y-glutamil p- 
nitroanilida; amarelo) ou N. lactamica (hidrolise de 5-bromo-4-cloro-3-indoil-P-D-galactopiranosldio; azul). Se a 
suspensao for incolor ao final do perlodo de incubagao, a tampa e separada e sua parte superior e introduzida dentro 
do tubo. Em seguida, o tubo e invertido de forma que a suspensao bacteriana fique em contato com o acoplador do 
corante diazo (sal diazonio de o-aminoazotolueno [Fast Garnet]) presente na tampa. A detecgao de P-naftilamina 
liberada pela atividade da hidroxiprolilaminopeptidase bacteriana (vermelho) identifica a cepa isolada como N. 
gonorrhoeae. A ausencia de um produto colorido ao final do teste e das etapas de leitura estabelece a identificagao 
presuntiva de M. catarrhalis. Em uma avaliagao ampla desse sistema, o Gonochek® II identificou 99% dos 176 
gonococos, 97% dos 173 meningococos e 100% das 48 cepas de N. lactamica e 10 cepas de M. catarrhalis, 
respectivamente. 552 Outros autores tambem avaliaram o Gonochek® 1 II e consideraram-no confiavel para identificar 
essas bacterias. 198 As cepas isoladas que nao apresentam atividade de PIP ou GGT nao sao identificadas 
corretamente pelo sistema Gonochek® II. 

BactiCard® Neisseria. O BactiCard® Neisseria (Remel Laboratories, Lenexa, KA) usa quatro substratos 
cromogenicos, que sao impregnados em quatro circulos de teste separados dentro de um suporte de papelao 
(Prancha 11.2 B). Depois de umedecer todos os quatro circulos com uma gota do llquido reidratante, varias colonias 
do microrganismo cultivado nos meios seletivos (ou de uma subcultura dos meios seletivos) sao esfregadas sobre 
cada uma das quatro areas de teste. Depois da incubagao sobre a bancada por dois minutos, o circulo com o 
substrata indoxilbutirato-esterase (IB; 5-bromo-4-cloro-3-indolilbutirato) e examinado quanto ao aparecimento de 
cor azul a verde-azulado. Se esse teste for positivo, o microrganismo pode ser identificado como M. catarrhalis e 
nenhum teste adicional e necessario. Se o teste com IB for negativo, o cartao e incubado na bancada por mais 13 
minutos (tempo total do teste: 15 minutos). Depois disso, o circulo com o substrata P-galactosidase (BGAL; 5- 
bromo-4-cloro-3-indolil-P-D-galactosidase) e inspecionado quanto ao aparecimento de cor verde-azulada. Se esse 
teste for positivo, o microrganismo pode ser identificado como N. lactamica e nao e necessario qualquer teste 
adicional. Se o teste da BGAL for negativo, deve-se instilar uma unica gota do reagente revelador de cor nos 
circulos de teste com PIP (PRO; 1-prolina-P-naftilamida) e GGT (GLUT; y-glutamil-P-naftilamida). Esses dois 
testes sao interpretados como positivos se aparecer cor vermelha ou rosa dentro de 30 segundos depois do acrescimo 
do reagente. Uma reagao de PRO positiva identifica a cepa como N. gonorrhoeae, enquanto uma reagao de GLUT 
positiva confirma o microrganismo como N. meningitidis. A reagao de PRO tambem pode ser positiva com algumas 
cepas de N. meningitidis. Na University of Illinois, o teste BactiCard® Neisseria foi comparado com os metodos de 
identificagao convencional de 558 isolados. Esse sistema comercial identificou 100% das 254 cepas de N. 
gonorrhoeae, 100% das 125 cepas de N. meningitidis, 98,2% das 54 cepas de N. lactamica e 98,4% das 125 cepas 
de M. catarrhalis? 19 Outro produto conhecido como Neisstrip® (Lab M Ltd., Bury, Inglaterra) e muito semelhante 
ao BactiCard® Neisseria, mas nao tem o reagente indoxilbutirato para identificar M. catarrhalis. Deader et al. 
relataram que o Neisstrip® identificou 93 das 95 cepas de gonococos; duas das 400 cepas nao gonococicas nao 
foram identificadas corretamente por este sistema. 175 

Tecnicas imunologicas para confirmagao de N. gonorrhoeae em cultura 

Teste de coaglutinagao. O teste de coaglutinagao utiliza a capacidade de ligagao da proteina A de Staphylococcus 
aureus as moleculas de IgG por sua regiao Fc. A ligagao do anticorpo antigonococico as celulas mortas de S. aureus 
e a mistura subsequente com uma suspensao de gonococos causa aglutinagao visivel da suspensao. 25 Hoje em dia, 
existem dois testes de coaglutinagao disponiveis para identificar N. gonorrhoeae - o Phadebact® Monoclonal GC 
Test e o teste GonoGen® I. O teste de coaglutinagao Phadebact® Monoclonal GC (MKL Diagnostics AB, 
Sollentuna, Suecia; Remel [distribuidor nos EUA]) utiliza anticorpos monoclonais contra a proteina Por gonococica 
(proteina I). Ao contrario do teste GC OMNI® 2 , que antes era comercializado pela Phadebact®, o teste Monoclonal 
GC contem um elemento que reage com as cepas de N. gonorrhoeae do sorogrupo WI, enquanto outro reage com as 
cepas dos sorogrupos WII/WIII. Como o sistema nao inclui um reagente de controle negativo, as cepas de 
gonococos reagem com WI ou WII/WIII, dependendo da composigao do antigeno Por de cada bacteria isolada. A 
incapacidade de aglutinar um desses reagentes confirma o teste como negativo. Para realizar o teste, prepara-se uma 
suspensao (0,5 de turbidez com base no padrao de McFarland) com solugao salina tamponada (pH de 7,2 a 7,4), que 


e fervida por cinco minutos. Depois de esfriar, a suspensao e misturada com os reagentes do teste e com os controles 
em uma lamina de papelao. A aglutinagao dentro de um minuto indica resultado positivo. A cor azul e incorporada 
aos reagentes para facilitar a detecgao visual da aglutinagao sobre o fiindo branco do cartao. De forma a evitar 
resultados falso-positivos e falso-negativos, e importante atentar cuidadosamente aos detalhes do procedimento de 
teste. As avaliagoes do teste GC OMNI disponivel no passado relataram sensibilidades entre 98 e 100% e 
especificidades na faixa de 99 a 100%. 198,202,332 Contudo, as suspensoes de microrganismos mais densas que a 
densidade de McFarland especificada podem produzir resultados falso-positivos. Alem disso, o uso de solugao 
salina com pH menor ou maior que 7,4 tambem foi associado a resultados falso-positivos com algumas cepas de N. 
lactamica, N. cinerea e M. catarrhalis , 332,333 O teste de confirmagao de cultura por coaglutinagao GonoGen® I para 
N. gonorrhoeae (New Horizons Diagnostics, Columbia, MD) nao esta mais disponivel no mercado. 350,394 Alem 
disso, o teste de confirmagao de cultura por anticorpo fluorescente direto, conforme foi descrito antes 588,687,692 e 
comercializado originalmente pela Syva e depois por varias outras empresas (por fim, pela Trinity Biotech, 
Wicklow, Irlanda), tambem nao e mais comercializado. 

Teste GonoGen® II. O teste GonoGen® II (New Horizons Diagnostics, Columbia, MD) usa anticorpos monoclonais 
anti-Por, que sao conjugados com ouro coloidal como reagente para detecgao. Inicialmente, prepara-se uma 
suspensao (McFarland n. 1) com 0,5 ml de uma solugao de lisado bacteriano e acrescenta-se uma gota do anticorpo 
reagente. Depois de 5 minutos, duas gotas da suspensao sao passadas por um filtro de membrana, que retem os 
complexos antigeno-anticorpo. A retengao e a concentragao dos complexos no filtro muda sua cor para vermelho, 
identificando os microrganismos como N. gonorrhoeae. As cepas nao gonococicas mantem a cor branca do filtro, 
ou a alteram para rosa-claro. Janda eta/.”' demonstraram que o GonoGen® II identificou 91,8% das 194 cepas de 
N. gonorrhoeae ; cinco cepas foram negativas ell produziram reagoes com coloragao duvidosa na membrana. Alem 
disso, uma cepa de meningococo e duas de N. lactamica produziram repetidamente resultados falso-positivos no 
teste. Kellogg e Orwig demonstraram que o GonoGen® 1 II identificou 99,6% das 248 cepas de gonococos, mas sete 
das 22 cepas de N. meningitidis produziram resultados falso-positivos e levaram estes autores a sugerir que os 
resultados positivos do teste GonoGen® II devam ser confirmados por outro metodo. 350 

Sistemas de identificagao multiteste 

Existem cinco sistemas multiteste, que podem ser usados nao apenas para identificar especies de Neisseria, mas 
tambem outras bacterias gram-negativas exigentes. Esses sistemas sao: sistema RapID® NH ( Neisseria- 
Haemophilus ) (Remel Laboratories, Prancha 11.2 C); painel de identificagao de Haemophilus-Neisseria (HNID®) 
(Dade/American MicroScan, Sacramento, CA; Prancha 11.2 D); sistema API® NH (bioMerieux, Inc., La Balme-les- 
Grottes, Franga; Prancha 11.2 E, F e H); kit BD Crystal Neisseria-Haemophilus ID® (BD Diagnostic Systems, 
Sparks, MD); e o cartao de identificagao Vitek® 2 Neisseria-Haemophilus (NH) (bioMerieux, Inc., Hazelwood, 
MO). 53,206,328,529,658 Todos esses sistemas utilizam testes convencionais modiflcados (p. ex., produgao de acidos a 
partir de carboidratos; urease; indol; ornitina-descarboxilase) e substratos cromogenicos para efetuar identificagoes 
em duas a seis horas de Neisseria, Haemophilus e outras bacterias gram-negativas exigentes isoladas dos especimes 
clinicos. O painel MicroScan® HNID nao inclui N. cinerea em seu banco de dados e estas bacterias sao confiindidas 
como N. gonorrhoeae ou M. catarrhalis quando sao testadas por este sistema. ' 28 Alem disso, algumas cepas de N. 
meningitidis nao produzem reagoes bem defmidas com os testes de identificagao principais do painel (/. e., produgao 
de acidos a partir da maltose, ou atividade de y-glutamilaminopeptidase), resultando em erros de identificagao. 512,548 
O RapID" NH contem testes (p. ex., redugao de nitrito e um substrato para esterase), que presumivelmente 
permitem a identificagao rapida da N. cinerea e da M. catarrhalis. Uma linica avaliagao desse sistema indicou que o 
RapID® NH fosse confiavel para identificar especies de Neisseria, mas que algumas reagoes fossem dificeis de 
interpretar. 108 No estudo realizado por Barbe et a I., o sistema API" NH conseguiu identificar gonococos, 
meningococos, N. lactamica e M. catarrhalis dentro de duas horas, enquanto as outras especies de Neisseria 
exigiram testes adicionais para a identificagao correta das especies. 5 ’ O kit Crystal® Neisseria-Haemophilus ID 
utiliza substratos fluorescentes junto com o teste convencional rapido para identificar especies de Neisseria e outras 
bacterias. O cartao Vitek 2 NH" realiza identificagao automatizada das especies de Haemophilus e Neisseria, alem 
de varias outras bacterias gram-negativas exigentes. Estudos demonstraram que o cartao NH conseguiu identificar 
especies de Neisseria patogenicas e M. catarrhalis dentro de 6 horas. 529,658 


Teste com sonda de DNA para confirmagao da cultura de N. gonorrhoeae 

O Accuprobe® Neisseria gonorrhoeae Culture Confirmation Test (Gen-Probe*) identifica esta bacteria por meio da 
detecgao das sequencias de rRNA especificas da especie. Com esse teste, os microrganismos em crescimento nos 
meios de agar sao lisados e misturados com uma sonda de DNA de helice simples marcada por um composto 
quimioluminescente, que e especificamente complementar ao rRNA gonococico. Depois que ocorre a hibridizagao, 
o complexo formado pela sonda de DNA e pelo rRNA de dupla-helice e selecionado por um processo quimico e a 
presenga do material de dupla-helice e detectada com o acrescimo dos reagentes de detecgao, que hidrolisam o 
marcador quimioluminescente da sonda e, deste modo, liberam energia luminosa. Essa energia e detectada por um 
instrumento de quimiluminescencia e o resultado e liberado como positivo ou negativo. A University of Illinois 
conduziu um estudo em que avaliou os procedimentos de coaglutinagao com anticorpos monoclonais, o teste de 
anticorpo fluorescente direto e o sistema AccuProbe" para identificar N. gonorrhoeae. Este ultimo teste foi o unico 
a alcangar precisao de 100% na identificagao desta bacteria. ' ” Resultados semelhantes foram relatados por outros 
pesquisadores com o AccuProbe®. 715 Esse teste pode ser especialmente util para confirmar as cepas que nao podem 
ser identificadas facilmente por outros testes confirmatorios. 

Testes de hibridizagao de acidos nucleicos para N. gonorrhoeae 

A tecnologia de hibridizagao de sondas tambem e usada nos testes disponiveis hoje em dia para a detecgao direta de 
N. gonorrhoeae nos especimes urogenitais. Um dos dois ensaios de hibridizagao direta - o PACE® 2 (Hologics, San 
Diego, CA) - foi retirado do mercado. O ensaio de hibridizagao de acidos nucleicos restante para uso direto nos 
especimes clinicos e o Digene Hybrid Capture" 7 2 CT/GC (Quiagen, Gaithersburg, MD). 

O ensaio Digene Hybrid Capture® 2 utiliza amplificagao de sinais, em vez de amplificagao de alvos para 
aumentar sua sensibilidade de detecgao. Com esse ensaio, o DNA-alvo faz hibridizagao com as sondas de RNA 
sequencia-especificas fomecidas com o sistema. Os produtos hibridos sao transferidos para as cavidades de uma 
bandeja de microtitulagao, onde sao imobilizados por anticorpos presentes em uma cavidade de microtitulagao. Em 
seguida, acrescenta-se a cada microcamara um reagente de detecgao, que consiste em um conjugado de anticorpos 
especificos para os hibridos de RNA/DNA. Diversas enzimas estao conjugadas a cada uma dessas moleculas de 
anticorpo e algumas dessas moleculas ligam-se a cada um dos hibridos de RNA/DNA, resultando na amplificagao 
de sinais marcados depois do acrescimo do substrata enzimatico quimioluminescente. Em um estudo realizado com 
especimes retirados de swabs endocervicais de 1.370 mulheres, o ensaio Digene demonstrou sensibilidade de 92,6% 
e especificidade de 98,5%, em comparagao com a cultura. 563 Em um estudo de 669 especimes endocervicais, o 
ensaio Digene alcangou sensibilidade de 92,2% e especificidade acima de 99% na detecgao de N. gonorrhoeae, em 
comparagao com a cultura. 172 Van Der Pol et al. demonstraram que o ensaio Digene teve sensibilidade de 100% e 
especificidade de 99% na detecgao de N. gonorrhoeae de especimes colhidos por swab endocervical. 664 

Testes de amplificagao de acidos nucleicos para N. gonorrhoeae 

Existem varios testes de amplificagao de acidos nucleicos (NAAT; do ingles, nucleic acid amplification test ) para a 
detecgao direta de N. gonorrhoeae em especimes clinicos (Boxe 11.5). 695 Os testes aprovados pela Food and Drug 
Administration (FDA) utilizam varios metodos de amplificagao, inclusive PCR (AMPLICOR® Neisseria 
gonorrhoeae PCR; COBAS AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae PCR; e teste COBAS 4800 CT/NG, Roche 
Molecular Diagnostics, Indianapolis, IN), SDA (BD ProbeTecET®, BD Diagnostics, Sparks, MD) e TMA 
(APTIMA® Combo 2, Gen-Probe, San Diego, CA); e PCR em tempo real (Abbott RealTime® CT/NG, Abbott 
Molecular Diagnostics, DesPlaines, IL). Todos esses NAAT detectam N. gonorrhoeae e C. trachomatis. Nenhum 
dos NAAT disponiveis atualmente foi aprovado pela FDA para especimes extragenitais (/. e., orofaringeos e retais), 
pediatricos ou oculares, embora tenham sido realizados estudos para avaliar alguns destes tipos de especimes (ver 
adiante). 

O ensaio de PCR AMPLICOR® N. gonorrhoeae e os sistemas COBAS AMPLICOR" automatizados utilizam 
amplificagao baseada em PCR. Com os dois ensaios AMPLICOR" 7 , a sequencia-alvo da amplificagao para N. 
gonorrhoeae e um fragmento do gene da citosina-DNA-metiltransferase com 201 pares de bases. O ensaio nao 
automatizado original usa o termociclador Perkin-Elmer® 9600 com detecgao subsequente do amplicon por 
imunoensaio enzimatico (IEE) utilizando placas com microcamaras, que sao revestidas com um oligonucleotidio 
para capturar os produtos do amplicon biotinilado. O COBAS AMPLICOR"’ e um sistema automatizado de 


bancada, no qual o DNA-alvo e amplificado por PCR convencional utilizando termocicladores incorporados ao 
sistema. Os produtos biotinilados da amplificagao sao capturados por particulas magneticas, que sao recobertas por 
sondas de oligonucleotidios especificos para o amplicon; estes produtos sao detectados colorimetricamente 
utilizando um conjugado de avidina-peroxidase e rabano. 

Varios estudos avaliaram o desempenho do ensaio AMPLICOR® para gonorreia e a maioria documentou 
sensibilidade acima de 90%. 144,399 Embora esse ensaio tenha demonstrado sensibilidade acima de 90% para detectar 
N. gonorrhoeae nos especimes endocervicais, os dados de estudos clinicos mostraram que o teste foi menos sensivel 
com especimes de urina das mulheres (/'. e., 64,8%). 504 Isso tambem foi observado em outros estudos desse 
sistema. 144,666 Em um estudo com 344 especimes de urina e swab uretral de homens e 192 especimes de urina e swab 
endocervical de mulheres, Crotchfeldt et al. demonstraram que a sensibilidade do ensaio de PCR AMPLICOR® foi 
de 94,4% com urina masculina e 97,3% com especimes de swabs uretrais masculinos, enquanto as sensibilidades do 
ensaio para urina e especimes de swabs endocervicais das mulheres foram de 90 e 100%, respectivamente. 168 Em 
geral, as especificidades desse ensaio variam de 95,9 a 98,5% com amostras de urina e entre 97,0 e 99,4% com 
especimes obtidos por swab. Um estudo de grande porte envolvendo varios centros de pesquisa avaliou o ensaio 
semiautomatizado de microcamaras AMPLICOR® e o ensaio automatizado COBAS AMPLICOR® com 2.192 
especimes de urina e swab endocervical pareados de mulheres e amostras de urina e swab uretral de 1.981 
homens. 437 O ensaio de microcamara AMPLICOR® e o ensaio COBAS AMPLICOR® produziram resultados 
concordantes em 98,8% dos especimes e apresentaram sensibilidades praticamente iguais: 99,5 e 99,8% com 
especimes de urina e swab endocervical das mulheres, respectivamente, e 98,9 e 99,9% com amostras de urina e 
swab uretral dos homens, respectivamente. De acordo com um estudo, esse ensaio produziu resultados falso- 
positivos devido a especies de Neisseria nao patogenicas. 504 Um estudo realizado por Farrell avaliou a 
especificidade do ensaio de microcamara AMPLICOR® e concluiu que 6 das 15 cepas de N. subflava produziram 
resultados positivos, inclusive uma cepa que foi isolada de um especime vaginal. 236 Outros estudos, assim como o 
proprio fabricante, tambem reconheceram que as especies de Nesseria saprofiticas (p. ex., N. cinerea, N. 
subflava/sicca e N. flavescens ) podem produzir reagoes cruzadas positivas no ensaio de PCR AMPLICOR® N. 
gonorrhoeae. 5M ’ 53 ^’ 66} Essa reatividade cruzada pode contribuir para os valores preditivos positivos mais baixos 
desse ensaio com amostras urogenitais obtidas de determinadas populagoes. Em razao desses problemas de 
especificidade, os CDC publicaram diretrizes sugerindo que devam ser realizados testes adicionais para infecgao 
gonococica nas condigoes em que o valor preditivo positivo esperado de um teste foi calculado em menos de 
90%. 128 Nas populagoes com prevalencia baixa, deve-se considerar a realizagao de testes confirmatorios com um 
metodo mais especifico, inclusive PCR do rRNA 16S. 194 


Boxe11.5 


Testes de amplificagao de acidos nudeicos (NAAT) para N. gonorrhoeae. 


Parametro 

Roche COBAS 

AMPLICOR' 

Roche COBAS' 

4800 

Gen-Probe 

APTIMA-2' 

COMBO (AC2) 

Gen-Probe 

APTIMA’GC 

BD ProbeTec 

Abbott RealTime 

CT/NG 

Fabricante 

Roche Molecular 

Roche Molecular 

Gen-Probe, Inc., 

Gen-Probe Inc., 

Becton-Dickinson, 

Abbott Molecular 


Systems, 

Branchburg, NJ 

Systems, 

Branchburg, NJ 

San Diego, CA 

San Diego, CA 

Sparks, MD 

Diagnostics, Des 

Plaines, IL 

Metodo de 

amplificado 

PCR 

PCRem tempo 

real 

TMA 

TMA 

SDA 

PCRem tempo real 

Alvo da 

Gene da citosina 

DR9 (regiao de 

GenedoRNA 

GenedoRNA 

Gene multicopias 

Gene opa 

amplificado 

DNA- 

metiltransferase 

(copia simples) 

repetigao direta de 

copias multiplas) 

ribossomico 

subunidade 16S 

(multicopias) 

ribossomico 

subunidade 16S 

depilina- 

homologoda 

proteina inversora 

(multicopias) 



Sensibilidade 

65 a 100% 

92,9 a 100% 

91,3 a 98,5% 

(multicopias); alvo 

diferente do AC2 

98,7 a 100% 

85 a 100% 

96,8 a 96,9% 

relatada 

Especificidade 

93,8 a 100% 

100% 

98,7 a 99,3% 

100% 

98,4 a 100% 

99,7 a 100% 

relatada 

Reatividade 

N. meningitidis, 

Nenhuma descrita 

Nenhuma descrita 

N. meningitidis 

N. meningitidis, 

Nivel baixo de 

positiva com 

outras especies de 

Neisseria 

N. iactamica, 

N. subfiava/sicca, 

N. cinerea, 

N. flavescens, 

N. polysaccharea, 

M. catarrhaiis 




N. Iactamica, 

N. cinerea, 

N. mucosa, 

N. flavescens 

reatividade com 

algumas cepas de /V. 

meningitidis e N. 

mucosa 


A Roche Molecular Systems comercializa o teste COB AS" 4800 CT/NG, que e um ensaio de PCR multiplex 
automatizado que detecta plasmldios de Chlamydia trachomatis e sequencia de repetigao direta DR-9 especlfica de 
N. gonorrhoeae. Uma sequencia-alvo interna randomizada de acidos nucleicos e acrescentada a cada especime 
como controle intemo, de forma a reduzir resultados falso-negativos causados por inibigao da amplificagao. Uma 
avaliagao realizada na Australia testou 419 especimes (318 de urina e 180 de swabs) com o sistema COB AS ® 4800 
e comparou os resultados com os que foram obtidos com o ensaio de PCR AMPLICOR® da Roche. Os especimes 
positivos para N. gonorrhoeae foram confirmados por um ensaio desenvolvido no laboratorio {in house) de PCR em 
tempo real. Com as amostras de urina, a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo e negativo 
para N. gonorrhoeae foram de 92,9%, 100%, 99,7% e 100%, respectivamente. Com os especimes de swab, os 
valores correspondentes foram de 100%, 99,4%, 100% e 90%, respectivamente. Uma avaliagao da especificidade do 
teste foi realizada utilizando um painel de 223 outros isolados de Neisseria nao gonococo e nenhuma cepa nao 
gonococica foi positiva pelo ensaio COB AS" 4800. Outro estudo avaliou a especificidade dos NAAT e tambem nao 
detectou reagoes falso-positivas com outras especies de Neisseria testadas pelo sistema COB AS® 4800. 612 

O sistema BD ProbeTec® ET utiliza SDA em vez de PCR para amplificagao, de forma que todo o teste e 
realizado isotermicamente sem necessidade de usar um termociclador. 413 O sistema tern produtividade mais alta que 
os outros metodos de amplificagao, com capacidade de realizar 300 ensaios por tumo de 8 horas. Alem disso, esse 
sistema tern opgoes de desempenho do teste e interpretagao com ou sem controle de amplificagao e usa reagentes 
que podem ser armazenados a temperatura ambiente. Com esse ensaio, o alvo de amplificagao esta no homologo 
invertido do gene da pilina no cromossomo, que ja esta presente em muitas copias na celula gonococica. 112 O 
ProbeTec® ET foi aprovado para detectar Neisseria gonorrhoeae nos especimes de endocervice feminina, uretra 
masculina e urina masculina/feminina. Alguns estudos documentaram sensibilidades acima de 96% com os 
especimes de endocervice, uretra masculina e urina masculina, mas a sensibilidade com especimes de urina 
feminina era menor. Van Der Pol et al. 662 avaliaram o ProbeTec® ET com especimes de swab e urina de homens e 
mulheres. No caso dos especimes de urina e swab femininos, as sensibilidades do sistema foram de 96,6 e 84,9%, 
respectivamente. No caso dos especimes de urina e swab dos homens, as sensibilidades do sistema foram de 98,5 e 
97,9%, respectivamente. As especificidades variaram de 94,4 a 100% com especimes de urina e de 94,8 a 99,6% 
com os especimes de swab. Em outra avaliagao do ProbeTec® ET com 733 especimes de swab endocervical obtidos 
de prostitutas da Belgica, o metodo de DAS teve sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, em comparagao 
com a cultura. 667 Em outro estudo com 3.544 especimes de urina submetidas ao teste para N. gonorrhoeae, 
Akduman et al. demonstraram que a sensibilidade e a especificidade do ProbeTec® ET foram de 99,2 e 99,3%, 
respectivamente, em uma populagao com prevalencia de 3,6% com base na cultura. 10 Outra avaliagao realizada no 



Canada com amostras de urina de 825 homens e 399 mulheres comparou o sistema ProbeTec® ET com a PCR 
COB AS AMPLICOR ’ da Roche e demonstrou que o metodo de SDA teve sensibilidade de 100% e especificidade 
de 99,7%, enquanto o ensaio de PCR teve sensibilidade de 96,7% e especificidade de 98,9%. 144 Assim como os 
ensaios AMPLICOR 4 para N. gonorrhoeae, o BD ProbeTec ET® tambem pode causar reagdes falso-positivas com 
varias especies nao gonococicas de Neisseria. 504 Em seguida, a BD Diagnostics comercializou o BD Viper® System, 
que automatiza as etapas ate entao manuais e semiautomatizadas dos ensaios BD ProbeTec® ET para testar N. 
gonorrhoeae e C. trachomatis 516,630 Com essa abordagem automatizada, as incubagoes, a amplificagao e a detecgao 
ocorrem no proprio BD Viper® System e, por isso, o trabalho das pipetagens repetitivas foi relegado a um sistema 
robotico. 

O ensaio APTIMA® Combo 2 utiliza TMA isotermica para detectar gonococos e clamidias nos especimes de 
swab endocervical feminino e uretral masculino, assim como nas amostras de urina masculina e feminina da 
primeira micgao do dia. Esse NAAT amplifica o rRNA 16S do gonococo e utiliza uma sonda quimioluminescente 
de DNA de fita simples para detectar o produto amplificado. O APTIMA® Combo 2 talvez seja o NAAT mais 
sensivel para detectar N. gonorrhoeae, com sensibilidades acima de 97% com especimes endocervicais, swabs 
uretrais masculinos e amostras de urina dos homens e acima de 91% com especimes de urina femininos. Gaydos et 
al. avaliaram esse ensaio com swabs endocervicais e amostras de urina enviados para detectar N. gonorrhoeae. 162 A 
sensibilidade e a especificidade do sistema APTIMA® 1 com especimes de swab endocervical foram de 99,2 e 98,7%, 
respectivamente, mas os indices correspondentes com amostras de urina colhida na primeira micgao do dia foram de 
91,3% e 99,3%, respectivamente. Esse ensaio foi submetido a varias avaliagoes, inclusive o uso de swabs vaginais 
colhidos por medicos ou pelas proprias pacientes para detectar microrganismos. 149 ' 150 O teste APTIMA® tambem 
parece ser menos suscetivel que os outros metodos de amplificagao aos inibidores de amplificagao, que geralmente 
sao encontrados nas amostras de urina. Alem disso, nao foram observadas reagoes falso-positivas com especies de 
Neisseria saprofiticas nesse sistema APTIMA®. 275 A empresa Gen-Probe tambem comercializa um NAAT separado 
para N. gonorrhoeae (Gen-Probe® AG), que detecta um gene-alvo ligeiramente diferente da subunidade 16S do 
rRNA; este ensaio pode ser usado para confirmar resultados positivos para gonorreia fomecidos pelo ensaio 
APTIMA® Combo 2. 275 O ensaio AG mostrou sensibilidade de 99,4 a 100% com especimes de swabs uretrais de 
homens assintomaticos e sintomaticos, com especificidades correspondentes de 79,1 e 97,5%. As sensibilidades e as 
especificidades do ensaio AG com amostras de urina obtidas da primeira micgao foram de 90,9 e 99,4% e 99,0 a 
99,5%, respectivamente. 150 

O teste Abbott RealTime® CT/GC e um ensaio de PCR para a detecgao qualitativa direta do gene de opacidade 
(opa ) de N. gonorrhoeae e do DNA plasmidial de C. trachomatis. Esse sistema utiliza uma plataforma automatizada 
de preparagao de amostras (m200sp), que permite a captura/extragao magnetica das microparticulas de DNA. Um 
controle intemo e acrescentado a cada amostra e, depois da extragao, o DNA modelar e a mistura principal sao 
dispensados em uma placa de reagao optica. Essa placa e transferida a um equipamento de PCR em tempo real 
(m200rt) para amplificagao. Esse teste foi aprovado para os seguintes especimes: swab endocervical feminino, swab 
vaginal colhido por medicos e swab vaginal colhido pela propria paciente; swab uretral masculino; e urina de 
homens e mulheres assintomaticos. O teste tambem foi aprovado para testar especimes de swabs vaginal colhidos 
pelo medico e pela propria paciente e amostras de urina de homens e mulheres assintomaticos. Em uma comparagao 
lado a lado dos ensaios Abbott RealTime® PCR, Gen-Probe® TMA e BD ProbeTec® SDA com 500 amostras de 
urina da primeira micgao do dia, a sensibilidade do ensaio RealTime® foi de 96,9%, em comparagao com 99% para 
o TMA e 98% para o SDA. A PCR em tempo real e a TMA apresentaram especificidade de 100%, enquanto a SDA 
teve especificidade de 99,5%. 40 " Em um estudo de grande porte envolvendo varios centros de pesquisa, a PCR em 
tempo real foi avaliada e comparada com TMA, SDA e cultura como ensaios de referenda para determinar a 
existencia de infecgao nos pacientes. 261 A avaliagao incluiu todos os tipos de especimes aprovados. A sensibilidade 
e especificidade globais do ensaio Abbott RealTime® PCR para N. gonorrhoeae foram de 96,9 e 99,7%, 
respectivamente. Comparativamente, a sensibilidade e a especificidade do ensaio de TMA foram de 96,1 e 99,5%, 
respectivamente, enquanto os indices correspondentes do ensaio de SDA foram de 92 e 97,3%, respectivamente. A 
comparagao desse ensaio de PCR em tempo real com outro in house do pseudogene por A em tempo real 
demonstrou concordancia de 100% das amostras de urina masculina com os swabs uretrais correspondentes e 
tambem com alguns especimes retais masculinos. 61,6 Cheng et al. compararam o ensaio Abbott RealTime® com o 
ensaio Roche COBAS AMPLICOR" PCR utilizando especimes de swabs endocervical e uretral masculino e 
amostras de urina de homens e mulheres (1.384 pacientes no total). 14 " Nesse estudo, todos os resultados positivos do 



ensaio AMPLiCOR" PCR foram confirmados por um ensaio de PCR em tempo real in house para o pseudogene 
porA. Depois da resolugao dos resultados obtidos com o teste da Roche, houve concordancia completa entre os 
resultados dos testes positivos e negativos. Esses autores tambem enfatizaram a sensibilidade mais alta do ensaio 
RealTime® CT/NG para detectar infecgoes simultaneas. Os estudos de sensibilidade do ensaio RealTime® CT/NG 
demonstraram nivel baixo de reatividade cruzada com cepas isoladas de N. meningitidis e N. mucosa. 612 

Um dos NAAT mais recentes para detectar N. gonorrhoeae e C. trachomatis e o ensaio Versant® CT/GC DNA 
1.0 (Siemens Healthcare Diagnostics, Berkeley, CA). Esse ensaio e um sistema de “PCR cinetica”, que consiste em 
modulo de preparagao e processamento automatizados das amostras e um modulo de amplificagao/detecgao por 
PCR em tempo real. O ensaio e realizado no sistema Versant® kPCR. Esse ensaio foi comparado com o teste 
APTIMA® Combo 2 TMA utilizando 1.129 especimes de pacientes (589 amostras de urina e 540 swabs)?' Na 
detecgao de N. gonorrhoeae, a concordancia entre o ensaio Versant® e o TMA foi de 100% com as amostras de 
urina e os swabs positivos, enquanto a concordancia dos especimes negativos foi de 99,6% para amostras de urina e 
99,0% para especimes de swab. O ensaio Versant® nao demonstrou qualquer reatividade cruzada com especies de 
Neisseria nao gonococicas, outras bacterias ou leveduras. Esse ensaio ainda nao foi aprovado pela FDA para uso 
nos EUA. 

Ainda que os NAAT nao estejam aprovados atualmente para diagnosticar gonorreia e infecgoes por Chlamydia 
em areas extragenitais do corpo, varios estudos foram realizados para avaliar a utilidade destes ensaios no 
diagnostico das infecgoes gonococicas retais e faringeas, principalmente nas populagoes de HSH. 54,528 Em alguns 
estudos, os NAAT foram comparados com a cultura e foram considerados equivalentes ou ate muito mais sensiveis 
que as tecnicas de cultura. Alguns estudos realizaram culturas acrescidas de todos os tres NAAT disponiveis no 
mercado (i. e., PCR, SDA e TMA) e defmiram um “resultado positivo verdadeiro” utilizando um padrao rotativo, no 
qual 3 dos 4 testes comparativos eram positivos. Bachmann et al. avaliaram culturas e NAAT para diagnosticar 
gonorreia orofaringea em 961 especimes avaliaveis de pacientes com historia de sexo orogenital nos ultimos 2 
meses. 46 Utilizando o padrao defmido descrito antes, as sensibilidades de cultura, PCR, SDA e TMA foram de 
65,4%, 91,9%, 97,1% e 100%, respectivamente. A especificidade da cultura foi de 99% e as especificidades da SDA 
e da TMA foram de 94,2 e 96,2% respectivamente. A especificidade da PCR AMPLICOR" foi de apenas 71,8% e 
isto pode estar relacionado com a detecgao das especies de Neisseria saprofiticas na orofaringe, conforme foi 
descrito antes com o ensaio AMPLICOR". Bachmann et al?' tambem avaliaram os NAAT para diagnosticar 
infecgao gonococica retal e usaram o mesmo padrao rotativo para avaliar os resultados. No caso dos especimes 
retais (n = 441), as sensibilidades de cultura, PCR, SDA e TMA foram de 71,9%, 95,8%, 100% e 100%, 
respectivamente. A especificidade da cultura foi de 99,7% e variou de 95,5% a 96% com os tres NAAT. Esses 
autores concluiram que os NAAT disponiveis naquela epoca eram mais sensiveis para detectar infecgoes 
gonococicas que a cultura dos especimes retais e orofaringeos; que PCR, TMA ou SDA poderia ser valiosa para 
diagnosticar infecgoes gonococicas retais; e que a TMA e a SDA, mas nao a PCR, poderiam detectar 
confiavelmente infecgoes gonococicas orofaringeas. Outros estudos obtiveram resultados semelhantes. 399,499,501 Em 
razao de sua especificidade alta, a TMA parece ser especialmente util para detectar infecgoes gonococicas retais e 
orofaringeas. Por outro lado, a PCR parece ter sensibilidade menor que a TMA ou a SDA para detectar infecgoes 
gonococicas extragenitais. Como esses sistemas de teste nao foram aprovados pela FDA para testar especimes retais 
ou orofaringeos, este uso e considerado “fora das especificagoes oficiais” (ou “ off-labeF ) e a verificagao do 
desempenho do NAAT pela Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) e exigida antes que possam ser 
utilizados para diagnosticar infecgoes gonococicas das estruturas extragenitais. Muitos pesquisadores da area de 
DST acreditam que os NAAT possam desempenhar um papel importante no diagnostico das infecgoes gonococicas 
extragenitais, que podem passar despercebidas aos metodos tradicionais e que estes testes possam ser fundamentals 
as intervengoes de saude publica eficazes nas populagoes sexualmente ativas. 455 ' 528 ' 564 

O uso dos metodos baseados em acidos nucleicos para detectar N. gonorrhoeae nos especimes clinicos tern 
vantagens e desvantagens. As vantagens incluem a sensibilidade comprovadamente maior desses metodos, quando 
comparados com a cultura; a capacidade de testar especimes facilmente obtiveis (/. e., urina, swabs vaginais 
colhidos pela propria paciente); e tempos mais reduzidos ate a liberagao dos resultados. Enquanto a sensibilidade 
das culturas para gonococos variam de 85 a 95%, a sensibilidade mais alta dos NAAT toma estes exames 
extremamente apropriados para triagem dos pacientes. 2 "' 1 A testagem da urina em vez dos especimes obtidos por 
swab uretral ou endocervical facilita a coleta e nao requer equipamentos especiais ou instrugoes detalhadas para a 
coleta. Por fim, os microrganismos nao precisam estar viaveis para detectar seu acido nucleico, de forma que podem 



ser adotadas condigoes menos rigorosas para coleta e transporte, em comparagao com os testes baseados em 
culturas. As desvantagens incluem os custos dos ensaios (inclusive equipamentos e descartaveis); a necessidade de 
reservar um espago separado especialmente para processamento das amostras e realizagao dos testes; e as 
modificagoes do fluxograma do laboratorio para evitar contaminagao do ambiente e dos equipamentos pelos 
amplicons. Um “ponto fraco” bastante real do uso generalizado desses ensaios nao baseados em cultura e a 
indisponibilidade das cepas de gonococos para vigilancia epidemiologica do surgimento de resistencia aos 
antibioticos. Por fim, cepas gonococicas diferentes podem ter sequencias de genes-alvos alterados, ou especies de 
Neisseria nao gonococicas podem ter genes que tambem estao presentes em determinadas cepas de gonococos; isto 
traz resultados falso-positivos e falso-negativos. Apesar das especificidades altas desses ensaios, seu desempenho 
nas populagoes com prevalencia baixa precisa ser mais bem estudado. Como foi mencionado antes, os CDC 
sugeriram que os resultados positivos dos NAAT devam ser confirmados nas populagoes nas quais o teste tem valor 
preditivo positivo inferior a 90%. 12 A confirmagao pode exigir a repetigao do NAAT original com o mesmo 
especime; a repetigao do teste original com o mesmo especime, por supressao com uma sonda competitiva; o teste 
do especime original com um NAAT que detecte outro alvo genetico do gonococo; ou o teste de uma segunda 
amostra com outro tipo de NAAT, que seja diferente do metodo original e que detecte uma sequencia genetica 
diferente do gonococo. 128 Alguns pesquisadores recomendaram testes confirmatorios com metodos moleculares 
mais especificos dirigidos ao rRNA 16S ou aos genes gonococicos, que sejam “especificos” para N. gonorrhoeae (p. 
ex., gene cppB , pseudogene porA, multicopias do gene opa ) quando forem obtidos resultados positivos nos testes de 
amplificagao realizados nas populagoes com prevalencia baixa de gonorreia. 194,271,306 Entretanto, mesmo alguns 
desses alvos geneticos (p. ex., gene cppB) mostram diferengas consideraveis de prevalencia entre as cepas 
gonococicas das diversas regioes do mundo. 96,422 Os ensaios moleculares com alvos duplos, que estao dirigidos a 
mais de um gene do gonococo (p. ex., pseudogene por A e genes opa multicopias conservadas), podem reduzir a 
possibilidade de resultados falso-negativos relacionados com a sequencia analisada e podem ter um poder 
confirmatorio maior. 271,306,433 Uma avaliagao das abordagens confirmatorias utilizadas pelos CDC, realizada em San 
Francisco, demonstrou que 89 a 96% das amostras positivas nas reagoes SDA, PCR e TMR foram confirmadas pela 
repetigao do teste com os mesmos especimes e que 85 a 98% dos resultados obtidos por essas tecnicas foram 
confirmados quando foram utilizados NAAT diferentes com o especime original. No caso das amostras de urina 
masculina da primeira micgao da manha, qualquer NAAT poderia ser usado para confirmar o resultado, mas com 
outros tipos de especimes alguns NAAT nao poderiam ser usados para confirmar os resultados positivos de outros 
NAAT. 459 Outros pesquisadores tambem demonstraram que alguns NAAT nao podem ser usados para confirmar os 
resultados de outros NAAT, em razao das etapas diferentes de extragao dos especimes e outros detalhes dos 
procedimentos. 16,294 Em vista dos problemas de especificidade com os NAAT utilizados nas populagoes com 
prevalencia baixa da doenga, nenhum destes ensaios pode ser usado para documentar infecgoes gonococicas ou 
clamidicas das criangas, porque um resultado falso-positivo de uma infecgao sexualmente transmissivel poderia 
resultar na notificagao equivocada de abuso sexual, com consequencias legais de longo alcance. 291,292 Entretanto, um 
estudo de 2009 envolvendo varios centros de pesquisa demonstrou que, quando amostras de urina de criangas pre- 
pubcres, submetidas a investigagao de abuso sexual, eram testadas pelo metodo NAAT, havia sensibilidade e 
especificidade altas e que um NAAT positivo confirmado por outro NAAT com alvo genetico altemativo possa ser a 
melhor tecnica e abordagem para detectar N. gonorrhoeae nas criangas sob suspeita de sofrer abuso sexual. 74 

MALDI-TOF para identificar especies de Neisseria 

A espectrometria time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz (MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted 
laser desorption/ionization time of flight) e um metodo recente para identificar bacterias e tem sido utilizada com 
grande variedade de microrganismos, inclusive Neisseria spp. 470 Ilina et al. examinaram 29 cepas de N. 
gonorrhoeae, 13 de A. meningitidis e 15 de especies de Neisseria saprofiticas utilizando a tecnica MALDI-TOF. 321 
Os perfis dos espectros de massa de N. gonorrhoeae e N. meningitidis mostraram pouca variabilidade intraespecie e 
as comparagoes dos espectros das diferentes especies revelaram algumas diferengas significativas. O alinhamento 
dos espectros principais separou claramente as cepas isoladas de N. gonorrhoeae, N. meningitidis e especies nao 
patogenicas testadas (N. lactamica, N. mucosa, biovariantes da N. subflava, N. elongata, N. polysaccharea e N. 
sicca). A tecnica MALDI-TOF tambem foi usada para caracterizar e diferenciar cepas de meningococos, que fazem 
partes dos complexos de ST e ET (enzimaticos) especificos. 420 Essa tecnica mostra-se promissora como metodo 
rapido de baixo custo para identificar especies de Neisseria. 


Abuso/violencia sexual e N. gonorrhoeae 

Em razao das questoes medico-legais suscitadas depois do isolamento de N. gonorrhoeae de uma crianga e do 
isolamento de gonococos das areas corporais genitais e extragenitais, a identificagao das cepas isoladas e 
fundamental. Whittington et al descreveram 40 cepas bacterianas isoladas de criangas com menos de 15 anos, 
que foram identificadas como N. gonorrhoeae e encaminhadas aos CDC para confirmagao. Quatorze dessas cepas 
(35%) tinham sido identificadas erroneamente pelos laboratories que as encaminharam, inclusive 4 amostras de N. 
cinerea, 3 de N. lactamica, 2 de N. meningitidis, 3 de M. catarrhalis, 1 de K. denitrificans e uma especie de 
Neisseria nao gonococica desconhecida. Em 10 desses 14 casos, os microrganismos foram isolados de criangas para 
as quais nao havia evidencias a favor de abuso sexual. Em alguns casos, os laboratories que relataram essas cepas 
isoladas utilizaram kits comerciais descritos antes para identificar N. gonorrhoeae. Como foi mencionado antes, 
alguns sistemas de testes de utilizagao de carboidratos disponlveis no mercado podem produzir reagoes de glicose 
falso-positivas para N. cinera, que poderiam levar a identificagao incorreta desta especie como N. gonorrhoeae. 91 
Embora geralmente sejam muito confiaveis, os testes de coaglutinagao podem gerar resultados falso-negativos com 
algumas cepas de gonococos e tambem podem produzir resultados falso-positivos com algumas outras cepas de 
Neisseria ou de especies relacionadas, inclusive N. lactamica, N. cinerea e M. catarrhalis. Os detalhes dos 
procedimentos recomendados para esses testes diferem entre os fabricantes e as instrugoes da bula devem ser 
seguidas rigorosamente. Os testes enzimaticos para detectar prolil-iminopeptidase (PIP) devem ser realizados 
apenas com as cepas de Neisseria capazes de crescer bem nos meios seletivos. Algumas cepas de N. cinerea e cepas 
ocasionais de N. subflava biovariante perflava podem ser isoladas nos meios seletivos e tambem podem produzir 
reagoes positivas no teste de prolil-iminopeptidase dos sistemas disponiveis no mercado. 329 As cepas isoladas das 
areas orofaringeas podem ser particularmente problematicas. N. lactamica - uma especie que cresce bem nos meios 
seletivos e pode ser confundida com N. gonorrhoeae - coloniza a orofaringe de quase 60% das criangas com idades 
entre 1 e 4 anos. 272 

Como foi mencionado antes, os CDC recomendam que as supostas cepas de N. gonorrhoeae isoladas das 
criangas, independentemente de onde foram isoladas, devem ser confirmadas por no minimo dois testes baseados 
em principios diferentes. Isso pode incluir testes de utilizagao de carboidratos, tecnicas imunologicas (p. ex., testes 
de coaglutinagao com anticorpo monoclonal), metodos enzimaticos (p. ex., deteegao cromogenica de atividades 
enzimaticas especificas), ou teste de confirmagao em cultura por sonda de DNA (AccuProbe® Neisseria 
gonorrhoeae, Gen-Probe). As tecnicas que nao envolvem cultura, inclusive a hibridizagao de acidos nucleicos e os 
NAAT, sao testes ainda experimentais em especimes de criangas e, por esta razao, os resultados positivos destes 
ensaios precisam ser confirmados por cultura. Quando um laboratorio nao consegue realizar a identificagao 
definitiva, a cepa isolada deve ser enviada a um laboratorio de referenda para a realizagao de testes adicionais. Se 
for possivel, a cepa tambem deve ser preservada, caso seja necessario realizar outros testes. Isso pode ser 
conseguido com a suspensao do crescimento bacteriano de poucas placas de agar-chocolate, cm 1 a 2 m t de caldo 
de infusao de cerebro-coragao:soro equino (1:1) e sua conservagao a -70°C ate o uso. 

Metodos de tipagem para N. gonorrhoeae 

Embora os sistemas de identificagao descritos na segao anterior deste capitulo e as caracteristicas bioquimicas 
relacionadas na Tabela 11.2 sejam confiaveis para a identificagao rotineira de N. gonorrhoeae no laboratorio clinico, 
outras tecnicas tern contribuido expressivamente para nosso entendimento da biologia e epidemiologia dos 
gonococos. Um dos primeiros metodos usados para tipar as cepas de gonococos foi a auxotipagem. A auxotipagem 
de N. gonorrhoeae esta baseada nas exigencias das diferentes cepas desta bacteria por compostos nutricionais 
especificos, inclusive aminoacidos, purinas, pirimidinas e vitaminas. 110,118 Esse metodo utiliza um meio quimico 
completamente definido. A comparagao do crescimento no meio complete e nos meios que apresentam delegoes 
especificas desses fatores de crescimento define o auxotipo. Por exemplo, quando uma cepa nao consegue crescer 
no meio definido sem prolina, estes microrganismos eram definidos como auxotipo prolina-dependente. A 
auxotipagem ainda era utilizada regularmente quando as tecnicas de tipagem para determinar os sorotipos foram 
descritas. A tipagem das sorovariantes esta baseada nas diferengas antigenicas da OMP PorB (tambem conhecidas 
como Pori) codificadas pelo gene porB de N. gonorrhoeae . 373,656 As sorovariantes sao determinadas por 
coaglutinagao utilizando um painel de anticorpos monoclonais. Com o sistema de tipagem das sorovariantes 
utilizado no Laboratorio de Referenda dos CDC para Neisseria, dois reagentes de coaglutinagao dividiam 


inicialmente todas as cepas de gonococos em dois grapos, que expressavam o epitopo PorlA ou PorlB. As cepas que 
expressavam PorlA eram subdivididas em 18 sorovariantes, enquanto que as cepas que expressavam PorlB eram 
subclassificadas em 28 sorovariantes.' 7 ' As determinagoes das sorovariantes por coaglutinagao tern mais poder 
discriminative que a auxotipagem e estes dois metodos eram utilizados conjuntamente (i. e., A/S, tipagem de 
auxotipo/sorovariante) para ampliar os dados de auxotipagem e ampliar ainda mais o poder discriminative. A 
tipagem das sorovariantes era rapida e facil de fazer, mas a reprodutibilidade, a subjetividade das leituras das 
reagoes de coaglutinagao e a prevalencia crescente das cepas nao tipaveis (em razao das alteragoes das proteinas 
PorB com o transcorrer do tempo) eram desvantagens inequivocas dessa tecnica. Alem disso, hoje em dia os 
reagentes para tipagem para determinar os sorotipos nao estao disponiveis ou sao muito caros. A auxotipagem e a 
sorotipagem foram praticamente suplantadas pelas tecnicas de tipagem molecular. 

Em geral, os metodos de tipagem molecular para N. gonorrhoeae sao mais reprodutiveis e possibilitam 
discriminagao mais clara entre as cepas de gonococos que a auxotipagem ou a sorotipagem. Essas tecnicas incluiam 
analises do conteudo plasmidial e impressao digital dos polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restrigao 
(RFLP; do ingles, restriction fragment length polymorphism) utilizando eletroforese em gel de campo pulsado 
(PFGE; do ingles, pulsed-field gel electrophoresis), ribotipagem e tipagem de Opa. A analise plasmidial definia 
inicialmente a caracterizagao de algumas cepas e incluia determinagoes dos pesos moleculares e analises das 
sequencias dos plasmidios. Essa tecnica resultou na descoberta dos plasmidios cripticos, dos genes carreadores de 
plasmidios para produgao de betalactamase e resistencia a tetraciclina e dos plasmidios de gonococos que continham 
informagao genetica, que permitia a transference de genes entre as cepas (/. e., plasmidios conjugativos). 199,200,467 
Contudo, a capacidade de diferenciagao das cepas de gonococos por esse metodo nao era suficiente, em razao da 
aquisigao e da perda dos plasmidios ao longo do tempo. As tecnicas de RFLP/PFGE consistem na digestao do DNA 
celular com enzimas de restrigao com atividades de corte em sequencias nucleotidicas raras e na separagao 
subsequente dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel. Esse metodo tern alto poder discriminative e pode ser 
usado para defmir populagoes de gonococos, identificar grupos destes microrganismos em areas geograficas 
defmidas e realizar investigagoes forenses. 184,649,709 As desvantagens das tecnicas de RFLP/PFGE incluem seu custo, 
os tempos longos ate que os resultados estejam disponiveis e a necessidade de dispor de experience consideravel 
para realizar e interpretar os resultados. A ribotipagem e uma tecnica de tipagem, na qual sondas de acido nucleico 
do rRNA sao usadas para detectar sequencias de DNA ribossomico no DNA cromossomico do gonococo, depois da 
digestao por endonuclease de restrigao e a separagao dos fragmentos de DNA por RFLP. Esse metodo e mais util 
quando e combinado com outras tecnicas de tipagem, mas e dispendioso e muito trabalhoso. 405,480 A tipagem de 
OPA consiste na amplificagao dos 11 genes Opa, seguida da digestao por endonuclease de restrigao e eletroforese 
em gel. 496 Assim como os metodos de RFLP/PFGE, a tipagem de OPA e muito trabalhosa, fomece resultados 
demorados e nao esta completamente padronizada. No entanto, esse metodo tern sido usado para defmir populagoes 
e subgrupos de gonococos, acompanhar a transmissao dos microrganismos e discriminar entre reinfeegao e falencia 
terapeutica. 378,503 A tipagem de OPA pode ter maior poder discriminative quando e combinada com outros metodos 
de tipagem baseados em sequencias. 466,682 A tipagem do gene lid tern sido utilizada de forma semelhante a tipagem 
de Opa. m Essa tecnica consiste em amplificar e sequenciar os genes lip, que codificam uma proteina da membrana 
externa com peso molecular de 18 a 30 kDa presente em todos os gonococos. Pesquisadores identificaram e 
sequenciaram tres desses genes. As sequencias de nucleotidios desses genes preveem os peptidios que compoem um 
pentamero de aminoacidos, que e repetido de 13 a 19 vezes. As variagoes da quantidade de repetigoes do gene lid 
em uma sequencia e a composigao intrinseca das sequencias podem ser usadas em combinagao com auxotipagem, 
sorotipagem, testes de sensibilidade antimicrobiana e outras caracteristicas para elaborar um sistema altamente 
discriminatorio para tipagem das cepas isoladas. A tipagem dos genes lid foi combinada com PFGE nas 
investigagoes de abuso sexual infantil. 184 

Varios metodos de tipagem dos gonococos estao baseados na analise das sequencias de genes especificos e 
incluem sequenciamento do gene porB, NG-MAST e MLST. A analise parcial ou completa da sequencia do gene 
porB oferece um metodo reprodutivel e altamente discriminative para tipagem das cepas. O sequenciamento do 
gene porB tern sido usado para defmir as cepas de gonococos de determinada regiao, identificar os contatos dos 
pacientes e estudar a genetica populacional dos gonococos. 409,651 O sequenciamento desse gene pode ser realizado 
por varias tecnicas, inclusive equipamentos automatizados de sequenciamento do DNA e pirossequenciamento. A 
porB ST, baseada no sequenciamento de uma regiao especifica do gene porB com 490 pares de bases, tambem faz 
parte de outro metodo de tipagem conhecido como tipagem de sequencia de multiplos antigenos de N. gonorrhoeae 



(NG-MAST; do ingles, N. gonorrhoeae multiantigen sequence typing ). 440 A tecnica NG-MAST utiliza a analise das 
sequencias dos fragmentos intemos variaveis do gene porB (490 pares de bases) e do gene thpB (390 pares de 
bases), que codifica a subunidade B da proteina de 1 igagao da transferrina. A NG-MAST e reprodutfvel e oferece 
discriminagao segura das cepas de gonococos e sua diferenciagao entre as demais, deste modo fomecendo dados 
inquestionaveis, que podem ser padronizados para comparagoes globais das cepas destas bacterias. Em razao da 
reprodutibilidade desse metodo e da facilidade com que e realizado, os pesquisadores dispdem de um banco de 
dados on-line com as ST numeradas (http://www.ng-mast.net). As cepas com ST iguais ou tipos identicos a NG- 
MAST podem ser ainda diferenciadas por qualquer um dos metodos que ja foram descritos anteriormente (p. ex., 
tipagem de Opa, PFGE etc.). 406,466 A NG-MAST tern sido usada para defmir e identificar populagoes e subgrupos de 
N. gonorrhoeae, identificar contatos, investigar falencias terapeuticas e esclarecer questoes forenses. 72,182,406 O 
MLST consiste em sequenciar sete ou mais dos genes constitutivos, que sao mais conservados. 510,681 MLST e um 
metodo de tipagem reprodutfvel, embora possa ser necessario usar mais de sete loci geneticos para assegurar maior 
poder discriminative quando sao examinadas grandes quantidades de cepas. A MLST tambem tern sido usada para 
estudar a evolugao dos gonococos como especie ao longo do tempo. 65 

Metodos moleculares para detectar N. meningitidis 

Os metodos moleculares para a deteegao direta de N. meningitidis nos especimes clinicos tambem foram descritos, 
mas nenhum deles esta disponivel no mercado. 117 Lansac et al. descreveram ensaios de identificagao por PCR 
especificos para genero e especie. Utilizam pares de iniciadores, que foram construidos a partir do gene da 
aspartato-fi-semialdeido (asd) das especies de Neisseria (especifico para genero) e um gene conservado de OMP 
(ctrA) de N. meningitidis (especifico para especie). 38 O primeiro ensaio teve especificidade de 100% para 
identificar 321 das 322 cepas, que representavam 13 especies de Neisseria, enquanto o segundo amplificou o DNA 
de 256 cepas isoladas de N. meningitidis, que faziam parte de nove sorogrupos diferentes. E importante que os 
ensaios moleculares detectem os sorotipos conhecidos, porque estes nao sao previsfveis com base em localizagao, 
conforme foi evidenciado por Ibarz-Pavon e pelo grupo de estudo SIREVA, que sugeriu que a distribuigao dos 
sorogrupos fosse extremamente variavel entre os paises da America Latina e do Caribc. Tambem foram descritos 
varios ensaios de PCR para a deteegao direta dos meningococos em especimes clinicos. Durante uma epidemia 
persistente da doenga causada pelo sorogrupo B, que comegou no Chile em 1987, Saunders e seu grupo de 
pesquisadores elaboraram um ensaio de PCR acoplado, que amplificava o gene porA responsavel por codificar a 
proteina especifica do subsorotipos. 561 O uso desse ensaio nas amostras de LCR durante a epidemia alcangou 
sensibilidade de 96,7% e especificidade de 100%. 560 Outros pesquisadores desenvolveram ensaios moleculares, que 
detectam o elemento de insergao meningococico IS 1106, mas em razao da mobilidade destas sequencias e da 
possibilidade de transferencia para outras especies de Neisseria, a deteegao molecular do IS 1106 pode produzir 
resultados positivos falsos. 85 Pesquisadores tambem descreveram tecnicas de PCR que amplificam varios genes dos 
polissacaridios capsulares (p. ex., ensaio de PCR para ctrA), ou que amplificam genes especificos dos sorogrupos (p. 
ex., ensaio de PCR para sz<zD). 83 ’ 84,401,402,519 Taha descreveu um ensaio de PCR realizado diretamente no LCR para 
deteegao e sorotipagem simultaneas dos meningococos. O ensaio de deteegao amplificava um gene conservado 
envolvido na regulagao da aderencia dos meningococos as celulas-alvo (crgA), enquanto um ensaio de PCR 
multiplex simultaneo era realizado com oligonucleotidios dos genes siaD para a deteegao dos sorogrupos B, C, Y e 
W-135 e do cassete do gene orf-2 para a deteegao do sorogrupo A. 614 Orvelid et al. descreveram um metodo baseado 
em PCR para detectar meningococos do sorogrupo A no LCR. 4 Esse ensaio usava iniciadores e sondas especificas 
para o cassete de genes que codificam a /V-aceti 1 - D-manosam i na (al-6)-ligada, que compoe o polissacaridio capsular 
do sorogrupo A. Pesquisadores tambem descreveram ensaios de PCR baseados no equipamento LightCycler®, que 
conseguem detectar, identificar e realizar tipagem de subsorotipos dos genes por A de N. meningitidis diretamente 
nos especimes clinicos. 458 

Classificacao sorologica e tipagem de N. meningitidis 

Os metodos de identificagao dos meningococos (e tambem dos gonococos) fomecem resultados melhores quando se 
utilizam inoculos retirados de subcultures recentes em agar-sangue ou agar-chocolate com 18 a 24 horas. Com os 
testes confirmatorios baseados na utilizagao de carboidratos, a reagao acida no tubo de maltose frequentemente e 
mais forte que no tubo de glicose, porque a maltose e decomposta pelo meningococo em duas moleculas de glicose 


que, em seguida, sao metabolizadas. As cepas de N. meningitidis assacaroliticas glicose-negativas e maltose- 
negativas tambem podem ser isoladas ocasionalmente. Uma cepa incomum de N. meningitidis maltose-positiva e 
glicose-negativa tambem foi isolada de urn paciente com septicemia. 690 Quando essas cepas bioquimicamente 
aberrantes sao isoladas, devem ser realizados testes confirmatorios com substratos cromogenicos ou sorotipagem. 

A aglutinagao em lamina e a tecnica utilizada mais comumente na sorotipagem dos meningococos. Inicialmente, 
prepara-se uma suspensao densa de colonias bacterianas retiradas de uma subcultura em agar de soja tripticase e 
sangue com 12 a 18 horas em 0,5 a 1,0 in l de solugao salina tamponada com fosfato (PBS; do ingles, phosphate- 
buffered saline) com pH 7,2. Uma gota dessa suspensao e misturada com uma gota dos antissoros meningococicos 
em uma lamina setorizada e a lamina e girada por 2 a 4 minutos. Em geral, as cepas tipaveis aglutinam-se 
fortemente nesse intervalo. Embora as cepas isoladas de infecgoes sistemicas geralmente aglutinem rapidamente, as 
que sao obtidas de portadores assintomaticos nem sempre (cepas nao tipaveis), ou podem autoaglutinar na PBS. O 
uso de culturas mais recentes (6 a 8 horas) retiradas do agar-sangue, ou a utilizagao de um meio enriquecido com 
soro (p. ex., agar de soja tripticase contendo soro equino descomplementado a 10%) pode solucionar esses 
problemas. Os antissoros dos principais sorogrupos de meningococos sao fornecidos pela BD Diagnostic Systems. 
Na verdade, algumas dessas cepas nao tipaveis podem ser de N. polysaccharea e a realizagao de um teste de 
produgao de polissacaridio a partir da sacarose ajuda a identificar esta especie (ver descrigao adiante). 88 Algumas 
cepas raras de N. meningitidis tambem podem produzir polissacaridios a partir da sacarose em razao da aquisigao do 
gene necessario a produgao de amilopectina de N. polysaccharea por permuta genetica horizontal. 723 

Alem das determ inagoes dos sorogrupos, as cepas isoladas de N. meningitidis tambem podem ser sorotipadas e 
subsorotipadas com base nos seus antigenos OMP e LOS. Essas tecnicas sao usadas principalmente nos estudos de 
epidemias e surtos esporadicos da doenga, mas nao sao apropriados para uso rotineiro nos laboratories de 
microbiologia clinica. Alem das tecnicas sorologicas, varios metodos moleculares tern sido usados nas investigagoes 
da doenga meningococica e da epidemiologia das cepas de N. meningitidis. Essas tecnicas foram descritas em uma 
segao anterior deste capitulo (ver Epidemiologia do meningococo | Sorogrupos, sorotipos e sorossubtipos). 

Caracteristicas das culturas de outras especies de Neisseria 

As segoes subsequentes descrevem caracteristicas uteis a identificagao e caracterizagao laboratoriais dos cocos 
gram-negativos. Na segao anterior, apresentamos sugestoes detalhadas para a realizagao dos testes confirmatorios e 
diferenciais, bem como procedimentos dos testes adicionais. A Tabela 11.2 descreve as caracteristicas para 
identificagao das especies de Neisseria e de M. catarrhalis. 

N. lactamica 

N. lactamica vive nas vias respiratorias superiores e e encontrada mais comumente nas criangas e nos adolescentes 
que nos adultos. 49 Essa bacteria cresce nos meios seletivos e produz acido a partir da glicose, maltose e lactose. O 
ONPG tambem e hidrolisado e pode ser usado como substituto da lactose na bateria de testes. Dois estudos 
demonstraram que algumas cepas desse microrganismo produzem reagoes falso-positivas em alguns testes de 
coaglutinagao disponiveis no mercado. 334,335 As cepas de N. lactamica resistentes a penicilina contem uma PBP 2 
alterada, que e semelhante a PBP 2 encontrada nas cepas de N. meningitidis relativamente resistentes a este 
antibiotico, sugerindo que as especies comensais como N. lactamica (e N. polysaccharea ) sejam as fontes dos 
determinantes de resistencia genetica encontrados atualmente nos meningococos e gonococos. 421,551 Um estudo 
realizado em 2002 com 286 cepas de N. lactamica demonstrou que todas foram consideradas moderadamente 
sensiveis a penicilina (CIM de 0,25 pg/mf), que 1,7% eram resistentes a ampicilina e que 2,1% tinham sensibilidade 
baixa ao ciprofloxacino. 39 Todas as cepas isoladas eram sensiveis a cefotaxima e a ceftriaxona. 

N. cinerea 

As colonias de N. cinerea sao semelhantes as colonias do tipo grande de N. gonorrhoeae e podem produzir 
resultados compativeis com esta ultima bacteria em alguns sistemas de kits de identificagao. 91 N. cinerea cresce em 
agar-sangue e agar-chocolate. Depois da incubagao em agar-chocolate por 24 horas, as colonias medem cerca de 1 
mm de diametro e sao lisas com bordas continuas. Essa bacteria nao produz acido a partir dos carboidratos nos 
meios de CTA ou no teste rapido de decomposigao de carboidratos. Depois da incubagao overnight, reagoes 
positivas fracas a glicose foram descritas em alguns sistemas de identificagao e a reagao positiva de 


hidroxiprolilaminopeptidase tambem pode levar a erros de identificagao de N. cinerea como N. gonorrhoeae. 
Entretanto, a maioria das cepas de N. cinerea nao cresce bem no agar MTM ou nos outros meios seletivos, o que 
impede a realizagao de testes em substratos cromogenicos com esta bacteria, tais como testes Gonochek® e 
BactiCard® Neisseria. N. cinerea pode ser diferenciada da especie assacarolitica N. flavescens por sua incapacidade 
de produzir polissacaridio a partir da sacarose (ver discussao adiante) e pela inexistencia de pigmento amarelo 
visivel. Essa especie tambem pode ser diferenciada de M. catarrhalis (outra especie assacarolitica) por suas reagoes 
negativas de redugao do nitrato, DNase e hidrolise de tributirina (Tabela 11.2). Um teste util para diferenciar N. 
cinerea de N. gonorrhoeae e o teste de sensibilidade a colistina. Para isso, deve-se preparar uma suspensao de 
bacterias (padrao de turbidez de McFarland de 0,5) em caldo e esfrega-la sobre a placa de agar-sangue ou agar- 
chocolate, da mesma forma que para um teste de sensibilidade por difusao em disco. Um disco de 10 mg de 
colistina e colocado sobre o inoculo e a placa e incubada em C0 2 por 18 a 24 horas. N. cinerea e sensivel a colistina 
e forma uma zona de 10 mm ou mais ao redor do disco. Em geral, N. gonorrhoeae cresce sobre a borda do disco. 

Biovariantes de Neisseria subflava, N. mucosa e N. sicca 

A identificagao das especies de Neisseria “nao patogenicas” geralmente nao e necessaria, a menos que esteja 
demonstrado que o microrganismo e clinicamente significativo, ou quando o microrganismo e isolado de um 
especime sistemico (p. ex., sangue ou LCR) ou em cultura pura. A identificagao baseia-se na morfologia das 
colonias, no crescimento em meio nutriente simples, na incapacidade de crescer em meios seletivos, na produgao de 
acido a partir de carboidratos, na redugao de nitrato e nitrito e na sintese de um polissacaridio semelhante ao amido 
(coloragao por iodo) a partir da sacarose. A redugao de nitrato e a redugao de nitrito sao avaliadas no meio (caldo 
de soja tripticase ou infusao de coragao) contendo KN0 3 a 0,1% (p/v) e KN0 2 a 0,01% (p/v), respectivamente. A 
sintese de polissacaridio e determinada pela inoculagao do microrganismo no agar de infiisao de cerebro-coragao 
(BHI; do ingles, brain-heart infusion ) contendo sacarose a 5%. O meio sem sacarose e inoculado como controle 
negativo. Depois da incubagao a 35°C por 48 horas, as placas sao lavadas com corante de iodo de Gram ou Lugol 
(diluigao de 1:4). O teste positivo e indicado pelo aparecimento de cor azul-escura dentro e ao redor das colonias 
que sintetizam polissacaridio. Tambem conseguimos resultados excelentes acrescentado o iodo de Gram (1 a 2 
gotas) ao tubo contendo sacarose no teste rapido de decomposigao de carboidratos depois da incubagao por quatro 
horas. O teste e positivo quando aparece a cor azul-escura no tubo. Essa cor e comparada com o castanho 
encontrado nos outros tubos com carboidratos (p. ex., tubo com maltose) depois do acrescimo do iodo de Gram. 

As cepas de N. subflava podem ser subdivididas em tres biovariantes ( subflava, flava e perflava) com base na 
produgao de acido a partir da frutose e da sacarose e da sintese de polissacaridio iodo-positivo a partir da sacarose 
(Tabela 11.2). Todas as tres biovariantes reduzem nitrito, mas nao nitrato. N. mucosa tern um padrao de utilizagao de 
carboidratos semelhante ao de N. subflava biovar. perflava e tambem produz polissacaridio iodo-positivo, mas esta 
primeira bacteria tambem consegue reduzir nitrato e nitrito em gas nitrogenio (N 2 ). Todas essas bacterias tambem 
demonstram graus variados de pigmentagao amarela. As cepas de N. sicca sao bioquimicamente identicas a N. 
subflava biovar. perflava, mas geralmente formam colonias secas (ressecadas), coriaceas e aderentes nos meios de 
agar, que nao podem ser emulsificadas facilmente. 

N. polysaccharea 

N. polysaccharea e encontrada na orofaringe humana. Essa bacteria e um diplococo gram-negativo oxidase-positivo 
e catalase-positivo, que produz colonias amarelas lisas.'’ 20 Na descrigao original desse microrganismo, a capacidade 
de crescer nos meios seletivos (p. ex., agar MTM) era uma caracteristica fundamental. Contudo, estudos 
subsequentes sugeriram que o crescimento nos meios seletivos para especies de Neisseria patogenicas seja uma 
caracteristica variavel de N. polysaccharea, em vista da sensibilidade a colistina de algumas cepas. 23 As cepas que 
conseguem crescer nos meios seletivos tern CIM de colistina de 64 qg/m l' ou mais, enquanto as cepas que sao 
inibidas tern CIM de colistina de 1 pg/mf ou menos. Depois do crescimento por 24 horas, N. polysaccharea forma 
colonias com cerca de 2 mm de diametro no agar-sangue ou no agar-chocolate. A bacteria produz acido a partir da 
glicose e da maltose, mas nao da frutose ou lactose. A produgao de acido a partir da sacarose e variavel e parece 
depender dos tipos de meios usados para determinar esta caracteristica. Alem disso, N. polysaccharea tern uma 
amilosacarase, que sintetiza um polissacaridio extracelular acido a partir da sacarase. 105,520 Esse polimero e 
composto basicamente por moleculas de D-glicopiranosil com ligagoes al-4, alem aproximadamente 6% de pontos 


de ramificagao de D-glicopiranosil a4,6 O-substituidos. 539 A produgao de quantidades variadas desse material pelas 
diversas cepas pode explicar a variabilidade da reagao a sacarose. 533,534 O nitrato nao e reduzido, enquanto o nitrito e 
comumente reduzido. N. polvsaccharea pode ser diferenciada de N. meningitidis pela sintese de polissacaridio e 
pelos testes de y-glutamilaminopeptidase. N. polvsaccharea produz polissacaridio iodo-positivo a partir da sacarose 
e tem reagao negativa no teste de y-glutamilaminopeptidase, enquanto N. meningitidis nao produz este tipo de 
polissacaridio a partir da sacarose e tem reagao negativa neste ultimo teste. 22 '' 55 Como N. gonorrhoeae, N. lactamica 
e algumas cepas de N. meningitidis, N. polvsaccharea tem reagao de prolil-aminopeptidase positiva e requer cisteina 
para crescer e nao cresce em agar nutriente ou agar-chocolate a 22°C. 

N. flavescens 

N. flavescens e encontrada nas vias respiratorias e raramente esta associada a processos infecciosos. Essa bacteria 
forma colonias amareladas lisas em agar-sangue e agar-chocolate. Alem de crescer em agar nutriente a 35°C, a 
maioria das cepas tambem cresce a temperatura ambiente em agar-sangue ou agar-chocolate. N. flavescens consegue 
sintetizar polissacaridios iodo-positivos a partir da sacarose (ver descrigao adiante) e pode ser diferenciada de M. 
catarrhalis por sua incapacidade de reduzir nitrato e por suas reagoes negativas de DNase e hidrolise de tributirina. 

Subespecies de N. elongata 

N. elongata subespecies elongata, glycolvtica e nitroreducens sao bacterias baciliformes do genero 
Neisseria? 9,2 * 2 ' 104 Todas as subespecies fazem parte da microbiota das vias respiratorias superiores dos seres 
humanos e todas foram isoladas de processos infecciosos. 473,704 Essas subespecies podem ser diferenciadas com base 
na reatividade da catalase, na produgao de acido a partir da glicose e na redugao do nitrato (Tabela 11.2). 

N. weaveri 

N. weaveri e um bacilo oxidase-positivo e catalase-positivo encontrado na cavidade oral dos caes. Nao produz acido 
a partir dos carboidratos e nao reduz nitrato, mas reduz nitrito em gas nitrogenio. A bacteria produz DNase e a 
reagao de hidrolise da tributirina e negativa. 

N. bacilliformis 

N. bacilliformis e uma especie de Neisseria com formato de bacilo e e oxidase-positiva e catalase-variavel. 293 Essa 
bacteria cresce em agar-sangue e agar-chocolate, formando colonias lisas com pigmentagao amarelo-claro, mas nao 
cresce em meios seletivos (p. ex., agar MTM). N. bacilliformis e assacarolitica nos testes de utilizagao de 
carboidratos e tem reagoes variaveis de redugao do nitrato e hidrolise de tributirina. Esse microrganismo pode ser 
confundido com as especies de Moraxella no sistema API® 20E. 

N. animaloris e N. zoodegmatis 

No passado, N. animaloris e N. zoodegmatis eram conhecidas como EF-4a e EF-4b dos CDC, respectivamente. 660 
Esses cocobacilos gram-negativos sao encontrados na boca dos caes e foram isolados de feridas provocadas por 
mordidas destes animais. Essas duas bacterias sao cocobacilos gram-negativos com reagao hemolitica fraca no agar- 
sangue, reagoes positivas de oxidase e catalase e produgao de acidos apenas a partir da glicose. As duas especies 
crescem no agar MacConkey e nenhuma produz indol, acetoina (teste de VP), urease, omitina-descarboxilase, 
lisina-descarboxilase ou (3-galactosidase. Ambas reduzem nitrato em nitrito, mas apenas N. animaloris reduz nitrito 
em gas nitrogenio. Alem disso, N. animaloris e arginina-di-hidrolase (ADH) positiva, enquanto N. zoodegmatis e 
ADH-negativa. Genotipicamente, essas especies estao relacionadas mais diretamente com N. canis e N. denteia. 

N. wadsworthii 

Essa especie foi descrita em 2011 e esta baseada em duas cepas isoladas de uma ferida da mao e de uma amostra de 
liquido peritoneal em 2005 em Nova York. 702 Essa bacteria e um cocoide gram-negativo oxidase-positivo e catalase- 
positivo e reduz nitrato em nitrito. Na coloragao de Gram, podem ser observados pares e cadeias curias. As colonias 
sao pequenas, nao produzem hemolise e tem pigmento amarelo a alaranjado. No sistema API" NH, N. wadsworthii 
produz acido a partir da glicose, mas nao da frutose, maltose ou sacarose. As reagoes de omitina-descarboxilase, 


urease, fosfatase alcalina, indol, lipase e [3-galactosidase sao negativas. Com esse sistema de identificagao, a reagao 
de prolina-arilamidase (prolil-iminopeptidase) e positiva e a reagao de y-glutamilaminopeptidase e variavel. 

N. shayeganii 

Essa especie esta baseada em duas cepas isoladas de uma amostra de escarro e de uma ferida do brago. 702 Essa 
bacteria em forma de bacilo constroi pequenas colonias nao hemoliticas amarelo-acinzentadas. Como N. 
wadsworthii, N. shayeganii e oxidase-positiva e catalase-positiva e reduz nitrato em nitrito. No sistema API" NH, 
essa bacteria produz acido a partir da glicose e tern reagao positiva para y-glutamilaminopeptidase. N. shayeganii 
nao produz acidos a partir da maltose, frutose e sacarose e as reagoes de urease, omitina-descarboxilase, |3- 
galactosidase, fosfatase alcalina, lipase e produgao de indol sao negativas. A reagao de prolil-iminopeptidase e 
variavel e depende da cepa em questao. 

Caracteristicas da cultura e identificagao de Moraxella catarrhalis 

M. catarrhalis cresce bem no agar-sangue e no agar-chocolate e algumas cepas tambem crescem bem no agar MTM 
e outros meios seletivos. Em geral, as colonias sao cinza-esbranquigadas, opacas e lisas. A bacteria e assacarolitica 
nos testes de decomposigao de carboidratos e, na verdade, pode tomar alcalinos os meios de identificagao a base de 
peptona. A maioria das cepas reduz nitrato e nitrito e produz DNase. A atividade de DNase e detectada inoculando- 
se uma placa com meio de teste para DNase contendo azul de toluidina O em uma area do tamanho de uma moeda 
de 1 centavo. Depois da incubagao overnight, a hidrolise do DNA e detectada por uma mudanga de cor do meio ao 
redor e sob o inoculo de azul para rosa. As cepas de S. aureus e S. epidermidis tambem sao inoculadas nessa placa 
como controles positivo e negativo do teste, respectivamente. 

M. catarrhalis tambem pode ser diferenciada das especies de Neisseria por sua capacidade de hidrolisar grupos 
butirato ligados a ester (butirato-esterase)/ ' Essa atividade enzimatica e detectada por um substrato conhecido 
como tributirina. Vaneechoutte et al. descreveram um teste fluorescente rapido de hidrolise da tributirina, que utiliza 
o 4-metilumbeliferil-butirato como substrato. 1669 Nesse estudo, todas as 62 cepas de M. catarrhalis eram positivas 
nesse teste dentro de cinco minutos, enquanto todas as outras especies de Neisseria testadas eram negativas. Outros 
autores tambem descreveram um teste confiavel e muito rapido (2,5 minutos) de hidrolise do indoxilbutirato, que 
esta disponivel no mercado (Remel Laboratories; Carr-Scarborough, Stone Mountain, GA; Prancha 11.2 G). 174,416 
Esse mesmo teste tambem esta incluido no BactiCard® Neisseria, junto com outros tres substratos cromogenicos 
para identificar especie de Neisseria (ver Prancha 11.2 B). 329 O sistema Rap!!) 1 NH tambem contem um teste de 
ester de acido graxo para facilitar a identificagao de M. catarrhalis (ver Prancha 11.2 C). O indoxilacetato usado 
para identificar especies de Campylobacter tambem pode ser utilizado como substrato para a enzima esterase de M. 
catarrhalis? 29 ’ 594 Alem disso, a maioria das cepas de M. catarrhalis clinicamente significativas tambem produz uma 
betalactamase induzivel associada a celula (ver adiante). 2 " Em razao de sua natureza induzivel, os testes de 
betalactamase acidometricos (/. e., que se baseiam na conversao da hidrolise da penicilina em acido peniciloico) 
podem ter resultados falso-negativos. Os melhores resultados sao conseguidos com o metodo iodometrico, ou com o 
teste cromogenico de cefalosporina. 

Sensibilidade antimicrobiana das especies de Neisseria 

N. gonorrhoeae 

Ate meados da decada de 1970, penicilina era o antibiotico preferido para tratar infecgoes gonococicas, enquanto a 
tetraciclina e os macrolidios eram usados para tratar pacientes alergicos a penicilina. 403,706 Os aumentos progressives 
das CIM de penicilina para as cepas de N. gonorrhoeae causaram varias modificagoes dos esquemas de tratamento 
recomendados pelo sistema publico de saude dos EUA ao longo dos anos. Em 1976, as cepas de N. gonorrhoeae 
com niveis mais altos de resistencia a penicilina foram importadas da Africa ocidental e do Extremo Oriente para os 
EUA. Essas cepas tinham plasmidios, que carreavam genes de uma enzima betalactamase e receberam o apelido de 
“NGPP” ( N. gonorrhoeae produtora de penicilinase). Entre os meados e o final da decada de 1970 e ao longo da 
decada de 1980, a quantidade de casos de gonorreia causada por cepas NGPP aumentou 15 vezes, com ocorrencia 
de surtos numerosos nas cidades de Nova York, Los Angeles e Miami, e estas cepas tomaram-se endemicas em 
varias regioes metropolitanas dos EUA. A resistencia mediada por plasmidio a tetraciclina tambem surgiu nesse 


periodo. 706 Naquela epoca, a espectinomicina era recomendada para tratar essas infecgoes. Contudo, em 1981, foram 
relatadas varias cepas de N. gonorrhoeae resistentes a espectinomicina e, mais tarde, tambem surgiram cepas de 
NGPP resistentes a este antibiotico. 40, Na mesma epoca, tambem foram documentadas cepas de N. gonorrhoeae 
resistentes a penicilina, embora nao produzissem betalactamase. Em razao da resistencia crescente de N. 
gonorrhoeae aos antibioticos recomendados ate entao e com base em varios estudos controlados sobre eficacia 
clinica, o sistema publico de saude dos EUA recomendou que todos os pacientes com infecgao gonococica sem 
complicaqoes recebessem um dos cinco esquemas de tratamento em dose unica. 126 Isso incluia ceftriaxona (125 mg 
IM), cefixima (400 mg VO), ciprofloxacino (500 mg VO), ofloxacino (400 mg VO) ou levofloxacino (250 mg VO). 
Todos esses esquemas tambem incluiam azitromicina (1 g VO) ou doxiciclina (100 mg VO, 2 vezes/dia, por 7 dias) 
para tratar coinfecgao por Chlamydia trachomatis. 

Na Europa, as fluoroquinolonas eram utilizadas para tratar infecgoes gonococicas em meados da decada de 1980 
e, a partir de 1986, surgiram relatos de falencias terapeuticas com enoxacino e ciprofloxacino na Holanda e na 
Inglaterra. 280,684 No Japan, as falencias terapeuticas com fluoroquinolonas foram relatadas primeiramente em 1994 e, 
no final da decada de 1990, mais de 80% dos gonococos isolados neste pais eram resistentes ou tinham sensibilidade 
intermediaria as fluoroquinolonas. 181 Mais tarde, outras falencias terapeuticas foram confirmadas em pacientes 
tratados com fluoroquinolonas no Extremo Oriente, Canada e Australia. 178,345,625,627 Nos EUA, a resistencia a esses 
antibioticos foi detectada primeiramente no Havai entre as cepas de N. gonorrhoeae isoladas de homens 
heterossexuais, provavelmente em razao da importagao da Asia. Ao longo dos anos seguintes, as cepas de N. 
gonorrhoeae resistentes as fluoroquinolonas apareceram na California entre HSH, o que exigiu a revisao das 
recomendagoes terapeuticas para essa populagao especifica. 123,125,129,130,372 Hoje em dia, as cepas de gonococos com 
sensibilidade reduzida ou resistencia absoluta as fluoroquinolonas foram identificadas em todo o mundo. 157,372,620,627 
As cepas de N. gonorrhoeae resistentes as fluoroquinolonas tambem eram resistentes a penicilina e muitas eram 
resistentes tambem a tetraciclina; todas as cepas eram sensiveis a ceftriaxona e a cefixima. 180 As cepas resistentes as 
fluoroquinolonas tern mutagoes geneticas que acarretam substitutes de aminoacidos nas subunidades A e B ( GvrA 
e GyrB ), respectivamente, da DNA-girase e na subunidade da topoisomerase IV codificada pelo gene parC , 61,179 
Nos EUA, a prevalencia dos gonococos resistentes as fluoroquinolonas era menor que 1% antes de 2001, mas 
aumentou para 2,2% em 2002, 4,1% em 2003, 6,8% em 2004 e 9,4% em 2005. 132 Em uma colegao com mais de 
3.000 cepas isoladas entre janeiro e junho de 2006, 13,35% eram resistentes as fluoroquinolonas. Por essa razao, em 
2007, os CDC deixaram de recomendar os esquemas a base de fluoroquinolonas para tratar gonorreia. 133 Nas 
diretrizes publicadas em 2010 pelos CDC, o tratamento das infecgoes gonococicas genitais sem complicagoes 
incluia ceftriaxona (250 mg IM em dose unica), cefixima (400 mg VO em dose unica) ou uma dose de uma 
cefalosporina injetavel mais azitromicina (1 g VO em dose unica) ou doxiciclina (100 mg 2 vezes/dia, por 7 dias). 140 
Tambem ha um caso descrito de IGD causada por uma cepa de gonococos resistentes ao ciprofloxacino. 170 Nesse 
caso, a cepa isolada era sensivel a ceftriaxona (CIM de 0,002 pg/m/j, mas resistente a penicilina (CIM > 32 pg/m/j 
e tetraciclina (CIM de 24 pg/m/j. 170 

Entre 2000 e 2010, o Gonococcal Isolates Surveillance Project (GISP) documentou o surgimento de cepas de 
gonococos com CIM altas para ceftriaxona (CIM > 0,125 pg/rn /) e cefixima (CIM > 0,25 pg/m/j. As cepas com 
CIM altas para ceftriaxona representavam apenas 0,1% das bacterias isoladas em 2000 e 0,3% em 2010. No caso da 
cefixima, essas cepas representavam apenas 0,2% em 2000 e 1,4% em 2010. 142 Durante o mesmo intervalo (2000 a 
2010), surgiram cepas semelhantes no Canada. 4 ’ 1 ' Em consequencia da resistencia crescente a esses antibioticos in 
vitro, falencias terapeuticas foram documentadas nos pacientes tratados com cefixima ou ceftriaxona na Asia, 
Noruega e Japan. 489,624,626,650 Inicialmente, os relatos originados do Japao descreveram falencias terapeuticas em 
varios tratados com cefixima (uma cefalosporina oral). 181,714 As cepas isoladas desses pacientes tinham CIM altas 
para cefixima (0,5 a 1,0 pg/m/j e ceftriaxona (0,125 a 0,5 ph/rn /') com base nos metodos de Etest®. No Japao, a 
porcentagem de cepas de gonococos com CIM altas para cefixima (> 0,5 pg/m/j aumentaram de 0% em 1999/2000 
para 30% em 2002. 326 Na China, a porcentagem das cepas de N. gonorrhoeae com CIM altas para ceftriaxona era de 
18% em 1999 e dobrou para 38% em 2006. 608 Na Australia, essas cepas representavam cerca de 2% das bacterias 
isoladas em 2008. 45 Os aumentos das CIM para as cefalosporinas foram tao espetaculares na Europa quanto nos 
outros paises. Na Holanda, cerca de 6% das cepas isoladas de pacientes das clinicas de DST entre 2006 e 2008 
tinham CIM altas (0,125 a < 0,5 pg/rn /') para cefotaxima com base no Etest®. 192 Esses pesquisadores tambem 
observaram que os HSH tinham mais chances de estar infectados por gonococos com CIM altas para cefalosporinas 
que os homens heterossexuais. Na Noruega, pesquisadores documentaram falencias terapeuticas confirmadas com 



cefixima entre heterossexuais e HSH. 650 Esses casos foram as primeiras falencias confirmadas do tratamento com 
cefalosporinas orais fora do Japao. As cepas de gonococos resistentes a varios antibioticos, que mostram 
sensibilidade reduzida a cefixima, foram isoladas em 2001 de tres pacientes do Hava!. 689 De acordo com os dados 
do GISP, as cepas americanas com CIM altas para ceftriaxona (CIM > 0,06 pg/rn t) aumentaram de 0,6% em 2006 
para 2% em 2008. 139 Hoje em dia, o CLSI define sensibilidade baixa a cefixima e a ceftriaxona para cepas com CIM 
> 0,5 pg/m/’. 140 

As cepas de N. gonorrhoeae com sensibilidade baixa as cefalosporinas geralmente tern mutapdes do gene penA, 
que afeta a sintese da PBP 2. As mutapdes do gene penA sao conhecidas como mutapdes “mosaico”, porque varias 
mutapdes que ocorrem nesse local genetico afetam progressivamente a ligapao das moleculas das cefalosporinas. As 
cepas de N. gonorrhoeae que apresentam mutapdes do gene penA com configurapdes de mosaico demonstram 
sensibilidade reduzida as cefalosporinas orais e parenterais. 20,364,487 ’ 498 Mutapdes de outros genes cromossdmicos (p. 
ex., o gene ponA que codifica a PBP 1, o gene mtr que codifica uma bomba de efluxo do gonococo e o gene penB 
que codifica as proteinas da porina da membrana externa PorBlb) tambem podem causar ou contribuir 
significativamente para a sensibilidade reduzida as cefalosporinas. 395,409 ’ 621 ’ 694 As mutapdes do gene ponA dificultam 
a ligaqao das cefalosporinas a PBP 1, enquanto as mutapdes do gene mtr diminuem as concentrapoes intracelulares 
dos antibioticos porque aumentam a expressao e a atividade dos mecanismos de efluxo antimicrobiano. As 
mutapdes do gene penB alteram a estrutura da porina PorBlb e diminuem a permeabilidade das celulas aos 
antibioticos, inclusive cefalosporinas. As cepas isoladas com mutapdes de mosaico do gene penA podem apresentar 
perfis variados de sensibilidade as cefalosporinas, mas as mutapdes de outros genes aumentam progressivamente as 
CIM. 490 Os genes penA que expressam mutapdes de mosaico tambem sao encontrados em algumas especies de 
Neisseria comensais identificadas na orofaringe, inclusive N. cinerea, N. subflava biovar. perflava, N. 
polvsaccharea e algumas cepas de N. meningitidis. Os determinantes de resistencia encontrados em N. gonorrhoeae 
podem ter sido adquiridos dessas especies comensais por transformapao genetica. 

Em janeiro de 2009, a primeira cepa de gonococos altamente resistente a ceftriaxona foi isolada da faringe de 
uma prostituta de Kyoto, Japao. 488,489 Essa cepa isolada tinha CIM de 2 pg/mf para ceftriaxona. Antes disso, havia 
relato de apenas uma cepa com CIM de 0,5 pg/m / de ceftriaxona. 6 ’ 1 O exame mais detalhado dessa cepa 
demonstrou resistencia a todos os antibioticos betalactamicos (exceto carbapenemicos [meropenem, ertapenem] e a 
piperacilina-tazobactam, que nao sao tratamentos recomendados) e nao produzia betalactamase. 488 As CIM para 
ceftriaxona variaram de 2 a 4 pg/m (' (com base nos metodos Etest®, CLSI e OMS) e a CIM para cefixima era de 8 
pg/m/’. A cepa resistente tinha um determinante de resistencia singular (penA m4l ), alem de varias mutapdes descritas 
antes, que tambem conferem resistencia. O locus penA m4l tinha sequencia semelhante aos loci das cepas resistentes 
a cefixima, que foram isoladas no Japao depois de falencias terapeuticas com este antibiotico e tinham aumentos 
apenas moderados da CIM para ceftriaxona (/. e., 0,064 a 0,125 pg/m / ). 4s44v ' Os testes de transformapao 
confirmaram que a transferencia desse alelo singular resultou na transferencia de resistencia de alto nivel a 
ceftriaxona e a outras cefalosporinas de espectro ampliado para cepas que, ate entao, eram sensiveis. A presenpa de 
outros determinantes de resistencia possibilitou alterapoes das proteinas de ligapao da penicilina, que foram 
suficientes para reforpar as CIM para ceftriaxona em 16 a 500 vezes. Essa cepa tambem era resistente a tetraciclina, 
macrolidios, fluoroquinolonas, sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) e cloranfenicol, mas era sensivel a 
espectinomicina e a rifampicina. 4 A possibilidade de desenvolver resistencia a esses antibioticos e muito 
preocupante, porque hoje nao existem disponiveis quaisquer outros antibioticos ou combinapoes de antibioticos 
eficazes e bem-estudados. Os CDC e o PHS dos EUA instruiram que os medicos que atendem pacientes com 
infecpoes gonococicas devam estar atentos a possibilidade de falencias terapeuticas entre os pacientes tratados com 
os esquemas recomendados por estes dois orgaos. Os especimes clinicos desses pacientes devem ser semeados em 
cultura e as cepas de gonococos isoladas destas amostras devem ser encaminhadas a um laboratorio de referenda, 
de forma que possam ser realizados testes de sensibilidade antimicrobiana. A emergencia continua de cepas de N. 
gonorrhoeae resistentes aos ultimos antimicrobianos restantes e um desafio incrivel a comunidade medica e ao 
mundo. 4lb E necessario desenvolver novas estrategias multifacetadas para a prevenpao e o controle da gonorreia, 
que incluam vigilancia da resistencia aos antibioticos, intensificapao das triagens primaria (p. ex., mulheres 
sexualmente ativas, HSH, cultura de especimes genitais/extragenitais) e secundaria (p. ex., triagem rotineira dos 
grupos de alto risco, tratamento/notificapao rapida dos parceiros sexuais) e desenvolver abordagens/farmacos novos 
para o tratamento da doenpa (p. ex., esquemas combinados, parcerias e colaborapao entre medicos/setores publico e 
privado, incentivos legislativos/regulatorios para as industrias que desenvolvem farmacos). 403,623 ’ 624 ’ 626 ’ 706 



A azitromicina tambem e eficaz para tratar infecgoes gonococicas sem complicagoes, mas o desenvolvimento de 
resistencia de N. gonorrhoeae aos macrolldios e uma preocupagao real. 71 ' 4 "' 1 ' 1 "'’ No passado, a dose oral de 2 g de 
azitromicina era usada para tratar infecgoes gonococicas e, hoje em dia, a dose oral de 1 g e administrada para tratar 
infecgoes por Chlamydia depois do tratamento da gonorreia. Falencias terapeuticas clinicas depois do uso da dose 
unica de 1 g de azitromicina foram documentadas nos pacientes infectados por cepas de gonococos com CIM de 
0,125 a 0,5 pg/m /' de azitromicina. 6,4 Essas cepas com sensibilidade reduzida a azitromicina foram demonstradas 
nos EUA e outros paises a partir de meados da decada de 1990. 706 De acordo com os dados de 2007 do GISP, 0,4% 
das cepas isoladas nos EUA tinha CIM > 2 pg/m { de azitromicina e 30% tinham CIM > 0,5 pg/m £ deste 
antibiotico. 135 No Japao, mais de 60% das cepas de N. gonorrhoeae isoladas em 2007 e 2008 tinham CIM > 0,5 
pg/m t para azitromicina. Em 2004, as cepas de gonococos altamente resistentes a azitromicina (CIM > 256 pg/m/’) 
foram isoladas na Escocia e, ao longo dos 3 a 4 anos seguintes, estas mesmas cepas apareceram na Inglaterra, no 
Pais de Gales e na Italia. 154,506,601 Na Escocia, a porcentagem de cepas com resistencia alta a azitromicina aumentou 
de 0,3% em 2004 para 3,9% em 2007. Em vista da prevalencia crescente de gonococos com CIM altas para 
azitromicina e do surgimento de cepas com resistencia alta a este antibiotico, e duvidoso se uma dose unica de 2 g 
de azitromicina seria eficaz para tratar infecgoes gonococicas causadas por essas cepas especificas; alem disto, o uso 
generalizado da azitromicina pode facilitar ainda mais o desenvolvimento de resistencia. 706 As cepas com 
sensibilidade reduzida a azitromicina e outros macrolidios geralmente tern mutagoes, delegoes ou insergoes nos 
genes que codificam mecanismos de efluxo por bombas, mutagoes de um ou mais dos genes erm metilase do rRNA 
23S, ou mutagoes ribossomicas do rRNA 23S. 481,537,718 O CLSI nao estabeleceu os limites de corte dos testes de 
sensibilidade da N. gonorrhoeae, enquanto o GISP classifica as cepas com CIM > 2 pg/m/’ de azitromicina entre as 
bacterias que tern sensibilidade reduzida a este antibiotico. 1 

Hoje em dia, o CLSI recomenda diluigao em agar ou difusao como metodo para realizar testes de sensibilidade 
antimicrobiana com N. gonorrhoeae , 160 O meio recomendado e o agar GC basico acrescido de suplementos de 
crescimento defmidos a 1% (p. ex., Isovitalex®). O meio de crescimento sem cisteina deve ser usado para testar 
carbapenemicos ou combinagoes que contenham clavulanato. O inoculo (equivalente ao padrao de turbidez de 
McFarland de 0,5) deve ser preparado em caldo de Mueller-Hinton ou PBS a 0,9% com pH de 7,0 a partir de uma 
suspensao direta de colonias usando uma cultura em placa de agar-chocolate, que foi incubada com C0 2 a 5% por 
20 a 24 horas. As placas de diluigao em agar devem ser incubadas nas mesmas condigoes de temperatura (36 +/- 
1°C), atmosfera e tempo. A tecnica de difusao em disco utiliza agar CG basico com suplementos de crescimento 
defmidos a 1% (com a tecnica de difusao em disco, o meio isento de cisteina nao e necessario para testar 
carbapenemicos e compostos contendo clavulanato). Os limites de corte estao disponiveis para a interpretagao dos 
metodos de diluigao em agar e difusao em disco. As cepas de gonococos com CIM < 0,25 pg/m/ para ceftriaxona 
sao consideradas sensiveis. Alem dos procedimentos recomendados pelo CLSI para difusao em disco e diluigao em 
agar, tambem foram publicadas tecnicas de Etest® (bioMerieux, Inc.) para realizar testes de sensibilidade 
antimicrobiana de N. gonorrhoeae . 668 Ai 2 ,n 

N. meningitidis 

Apesar do isolamento ocasional de cepas de N. meningitidis com sensibilidade reduzida a penicilina, penicilina G 
ainda e o farmaco preferido para tratar meningite meningococica nos EUA, tendo em vista que a maioria das cepas e 
sensivel a este antibiotico e a ampicilina. Para tratar infecgoes meningococicas graves, a penicilina G parenteral 
(300.000 unidades/kg/dia) deve ser administrada por 10 a 14 dias. Cloranfenicol (100 mg/kg/dia, ate 4 g/dia) e uma 
alternativa para os pacientes alergicos a penicilina. As cefalosporinas de terceira geragao (ceftriaxona, cefotaxima e 
ceftazidima) alcangam niveis no LCR varias ordens de magnitude acima da sensibilidade do meningococo a estes 
antibioticos. A duragao do tratamento pode variar ate certo ponto com as manifestagoes clinicas da doenga e a 
resposta do paciente. Hoje em dia, quando o meningococo e sensivel aos antibioticos citados antes, geralmente e 
suficiente tratar por 10 a 14 dias. Atualmente, a ceftriaxona e a cefalosporina de terceira geragao preferida para 
tratar doenga meningococica. Nas criangas, a ceftriaxona e administrada na dose de 25 mg/kg (dose maxima de 1 g) 
a cada 12 horas por via IV. Nos adultos, a dose de 1 g de ceftriaxona e administrada por via IV a cada 12 horas. 
Alem do tratamento com antibiotico, os pacientes com doenga meningococica grave necessitam de cuidados 
intensivos, inclusive estabilizagao do estado de choque e monitoramento cuidadoso dos sinais vitais para detectar 
complicagoes (p. ex., SARA, sequelas neurologicas, pericardite). 665 Tratamentos adjuvantes mais recentes, inclusive 
proteina de aumento da permeabilidade/proteina bactericida humana recombinante, mostraram-se promissores para 


evitar falencia de multiplos orgaos secundaria a endotoxemia. 269 Outros agentes biologicos como anticorpos 
monoclonais dirigidos contra endotoxina ou citocinas envolvidas no choque septico meningococico (p. ex., IL-1, IL- 
6, TNF-a) tambem podem desempenhar um papel importante como intervenqoes terapeuticas adjuvantes. 187,665,683 

Apesar do fato de que a grande maioria das cepas, especialmente nos EUA, ainda e sensivel a penicilina, 
existem evidencias crescentes de que os perfis de sensibilidade antimicrobiana de N. meningitidis estejam mudando. 
No passado, as cepas de N. meningitidis sensiveis a penicilina tinham CIM < 0,06 pg/m t de penicilina. Em 1983, 
Dillon et al. W) no Canada isolaram a primeira cepa de meningococo produtor de betalactamase de um especime 
urogenital. Essa cepa continha o plasmidio de betalactamase de 4,5 MDa do gonococo e o plasmidio conjugativo de 
24,5 MDa. Mais tarde, havia apenas tres outras cepas de N. meningitidis produtoras de betalactamase descritas na 
literatura: duas foram isoladas em 1988 de dois pacientes com meningite na Africa do Sul e a quarta cepa foi isolada 
em 1989 de um paciente na Espanha. 87,252 As cepas betalactamase-positivas tern CIM > 256 pg/mf para penicilina. 
Em 1987, pesquisadores isolaram uma cepa de N. meningitidis na Espanha, que tinha diminuido sua sensibilidade a 
penicilina (CIM > 0,06 pg/rn /), mas era betalactamase-negativa. 549 Essas cepas sao referidas como relativamente 
resistentes, moderadamente sensiveis, ou como bacterias que apresentam sensibilidade reduzida a penicilina. A 
maioria dos meningococos relativamente resistentes descritos faz parte do sorogrupo B ou C. Desde essa epoca, 
outras cepas com caracteristicas semelhantes foram isoladas no Canada, Inglaterra, Europa, Grecia, Africa do Sul, 
Belgica e EUA. 68,76,95,99,214 ' 647,654,671,705 Em 1997, a vigilancia ativa dos CDC acumulou 90 cepas isoladas de 121 
casos com doenqa meningococica notificada. Dentre esses, tres cepas (< 3%) eram moderadamente sensiveis a 
penicilina com CIM de 0,12 pg/mC 545 Dentre as 87 cepas restantes sensiveis a penicilina, 49 tinham CIM de 0,06 
pg/mC Embora as cepas sensiveis a penicilina tenham CIM < 0,06 pg/rn t, as cepas com sensibilidade reduzida a 
este antibiotico tern CIM na faixa de 0,10 a 1,0 pg/mC 545,550 Nos estudos que avaliaram a prevalencia dessas cepas, a 
sensibilidade reduzida a penicilina foi defmida como cepas com CIM > 0,125 pg/rn t de penicilina. As cepas de N. 
meningitidis com sensibilidade reduzida a penicilina sao agora encontradas em todo o mundo. 

Aparentemente, a sensibilidade reduzida a penicilina das cepas de N. meningitidis moderadamente resistentes e 
devida a reduqao da ligaqao da penicilina por alteraqoes da PBP 2 da parece bacteriana do meningococo, que e 
codificada pelo gene penA desta bacteria. ’ ’ • Formas semelhantes de baixa afmidade da PBP 2 tambem sao 
encontradas nas cepas resistentes a penicilina de outras especies de Neisseria, inclusive N. lactamica, N. flavescens, 
N. polysaccharea e N. gonorrhoeae. Nas cepas de N. meningitidis, as formas alteradas de baixa afmidade da PBP 2 
aparentemente se originaram de eventos de recombinaqao, que resultaram na substituiqao das sequencias do gene 
penA meningococico original por material correspondente fornecido pelas especies de Neisseria comensais. 90,551,598 
Essas alteraqoes de sequencia do gene penA meningococico original resultam em genes penA com estruturas de 
mosaico, que contem as sequencias das cepas de Neisseria comensais. A alteraqao de apenas alguns aminoacidos do 
gene penA sao necessarias para reduzir a afmidade da PBP 2 pela penicilina. 597 Hoje em dia, o significado clinico da 
sensibilidade reduzida a penicilina de N. meningitidis ainda nao esta defmido. Embora falencias terapeuticas e 
indices mais altos de complicaqoes tenham sido observados nos pacientes infectados por cepas relativamente 
resistentes, a administraqao de doses mais altas de penicilina tern sido clinicamente eficaz. 646 As cefalosporinas de 
terceira geraqao (/. e., ceftriaxona, cefotaxima) sao eficazes contra as cepas de N. meningitidis sensiveis a penicilina 
e moderadamente resistentes a penicilina, mas as CIM de alguns antibioticos para as cepas moderadamente 
sensiveis - especialmente cefiiroxima, aztreonam e imipenem - podem ser significativamente mais altas que as das 
cepas sensiveis. Em 2001, pesquisadores descreveram na Polonia uma cepa do sorogrupo B com CIM de 2 pg/m t 
para penicilina e, em 2005, uma cepa de meningococo do sorogrupo C com CIM de 1,5 pg/m/' para este antibiotico 
(metodo Etest®) tambem foi isolada na Belgica. 234 ' 286 Com a prevalencia crescente das cepas de N. meningitidis com 
sensibilidade reduzida a penicilina e o surgimento de cepas resistentes com CIM altas para este antibiotico, a funqao 
da penicilina no tratamento da doenqa meningococica quase certamente tera alteraqoes notaveis nos proximos anos. 

Recentemente, surgiram relatos comprovando resistencia as fluoroquinolonas entre as cepas de N. meningitidis. 
Em 2000, uma cepa de N. meningitidis com sensibilidade reduzida ao ciprofloxacino (CIM de 0,25 pg/m [') foi 
isolada de uma mulher de 19 anos com doenqa meningococica na Australia. 567 Em geral, as cepas sensiveis ao 
ciprofloxacino tern CIM < 0,03 pg/rn /. A amplificaqao por PCR e o sequenciamento do gene gvr/i dessa cepa 
revelou uma diferenqa de tres nucleotidios em comparaqao com as cepas naturais sensiveis a este antibiotico. A 
sensibilidade reduzida as fluoroquinolonas, especialmente ao ciprofloxacino, foi demonstrada em cepas de N. 
meningitidis do sorogrupo B na Franqa e na Espanha, do sorogrupo C na Australia, do sorogrupo Y na Argentina e 
do sorogrupo A na India. Ixl52 ' ,66 ’ 324,5 6 7 ' 5 84 y m caso gg me ningite causada por uma cepa do sorogrupo A resistente ao 



ciprofloxacino tambem foi confirmado em um viajante oriundo da Italia, que adquiriu a infecgao em Nova Deli, 
India. 388 Como mencionado anteriormente, durante os anos de 2007 e 2008, foram notificados tres casos de doenga 
meningococica causada por cepas do sorogrupo B resistentes ao ciprofloxacino nos estados de North Dakota e 
Minnesota. 1 ’ 6, 113 O primeiro caso estava relacionado epidemiologicamente com outro caso que ocorrera na mesma 
regiao em 2006, com excegao de que a cepa em questao nao tinha a mutagao do gene gyrA, que confere resistencia 
as fluoroquinolonas. As mutagoes do gene gyrA parecem ser eventos geneticos que resultam na resistencia a esses 
antibioticos, uma vez que os mecanismos de efluxo de bomba dessas cepas parecem estar preservados. 11 Por isso, o 
ciprofloxacino nao e mais recomendado como quimioprofilaxia para doenga meningococica nas regioes dos EUA, 
nas quais foram isoladas cepas resistentes. As cepas de N. meningitidis tambem tern apresentado resistencia a outros 
antibioticos. A resistencia de alto nivel ao cloranfenicol foi relatada nas cepas isoladas da Franga e do Vietna. 256 O 
temor quanto a disseminagao da resistencia ao cloranfenicol justifica-se, porque este farmaco e o tratamento 
principal para meningite na Africa Subsaariana. 592 A resistencia de alto nivel as sulfonamidas - utilizadas 
profilaticamente no passado - hoje e generalizada e pode ser encontrada comumente entre alguns clones epidemicos 
de N. meningitidis do sorogrupo A/ 92 Em um estudo realizado na Espanha, 43,6% das 55 cepas isoladas de 
pacientes e portadores eram resistentes a SXT. 3 O desenvolvimento de resistencia a rifampicina tambem foi 
demonstrado, mesmo durante a administragao profilatica deste antibiotico. 1 ' A resistencia a rifampicina 
desenvolve-se em consequencia de alteragoes da permeabilidade da membrana celular, ou de mutagoes do gene 
rpoB, que codifica a subunidade p da RNA-polimerase do meningococo. 16,12 A resistencia dos meningococos a 
tetraciclina e atribuida a aquisigao do determinante de resistencia a tetraciclina tetM. 645 

O CLSI publicou os metodos de microdiluigao em caldo, diluigao em agar e difusao em disco para a realizagao 
de testes de sensibilidade antimicrobiana padronizados para N. meningitidis} 61,615 O metodo de microdiluigao em 
meio liquido utiliza caldo de Miieller-Hinton suplementado com cations e sangue equino lisado (2,5 a 5%, v/v), 
enquanto as tecnicas de diluigao em agar e difusao em disco usam agar de Miieller-Hinton suplementado com 
sangue de cameiro a 5%. O inoculo usado com esses tres metodos e preparado a partir de uma suspensao direta de 
colonias ajustadas ao padrao de turbidez de McFarland de 0,5, que e retirada de uma subcultura em agar-chocolate 
incubada a 35°C com C0 2 a 5%. Os limites de corte das CIM e os correspondentes de CIM para o metodo de 
difusao em disco estao disponiveis para penicilina e ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, meropenem, azitromicina, 
minociclina, fluoroquinolonas (z. e., levofloxacino, ciprofloxacino), SXT, sulfisoxazol, cloranfenicol e rifampicina. 
O Etest® tambem pode ser valioso para determinar a sensibilidade antimicrobiana de algumas cepas de 
meningococos. 169 - 436 > 676 > IU 

Sensibilidade antimicrobiana de Moraxella catarrhalis 

O surgimento e a disseminagao da resistencia aos antimicrobianos entre as especies de Neisseria patogenicas 
tambem se refletiram na sensibilidade antimicrobiana das cepas de M. catarrhalis. Ate meados da decada de 1970, 
essa bacteria era amplamente sensivel aos antibioticos. A primeira cepa de M. catarrhalis betalactamase-positiva foi 
isolada em 1976; no final dessa decada, cerca de 75% das cepas produziam enzimas betalactamases. Em todo o 
mundo, a porcentagem de cepas de M. catarrhalis produtoras de betalactamases oscila entre 80 e 100%.''" Um 
estudo realizado por Doem e Tubert demonstrou que os testes cromogenicos para cefalosporina (nitrocefin) em tubo 
e disco tinham sensibilidade superior para detectar betalactamase e o teste cromogenico para cefalosporinas em 
disco de nitrocefin foi adotado por muitos laboratories. 3 ' 1 Estudos das enzimas betalactamases de M. catarrhalis 
demonstraram que tres tipos de enzimas sao encontrados nas cepas desta bacteria. Essas enzimas sao conhecidas 
como BRO-1 (ou tipo Ravisio), BRO-2 (ou tipo 1908) e BRO-3. 81,228,566 A BRO-3 e um precursor da membrana das 
outras duas enzimas BRO. O apelido “BRO” e uma abreviatura de “RRanhamella” e “mOraxella”, porque 
betalactamases semelhantes sao encontradas tambem nas moraxelas baciliformes. As cepas de M. catarrhalis 
produzem BRO-1 ou BRO-2 e estas enzimas podem ser diferenciadas por focalizagao isoeletrica. As cepas que 
produzem enzimas BRO-1 constituem cerca de 90% das M. catarrhalis produtoras de betalactamases isoladas de 
especimes clinicos, enquanto as cepas que produzem BRO-2 constituem os 10% restantes. 21 ’ A analise molecular da 
produgao de betalactamases indica que a enzima BRO-1 seja codificada por um unico gene cromossomico (hla), que 
codifica um polipeptidio com 314 aminoacidos. 82 A analise das sequencias dos genes bla originados das cepas que 
produzem BRO-1 e BRO-2 difere em cinco bases de nucleotidios, que resultam na diferenga de apenas um 
aminoacido na sequencia destas duas enzimas B. Contudo, pesquisadores encontraram uma delegao de 21 pares de 


bases na regiao promotora do gene da BRO-2. As diferengas nas CIM das cepas de M. catarrhalis que produzem 
BRO-1 e BRO-2 podem ser explicadas pelos niveis mais baixos de produgao desta ultima enzima, em consequencia 
da delegao da regiao promotora, embora a estrutura e as atividades enzimaticas das duas enzimas sejam 
semelhantes.' Os pacientes infectados por cepas de M. catarrhalis produtoras de betalactamase BRO-2 tambem 
respondem clinicamente a ampicilina e a penicilina. A BRO-1 tern peso molecular de cerca de 32,5 kDa. As 
variagoes dos pesos moleculares relatados dessa enzima (28 a 41 kDa) sao explicadas pela existencia de formas de 
BRO-1 livre e associada a lipidios. 8 " O gene bla pode estar associado a um transposon e pode ser transferivel por 
mecanismo conjugativo ou transformativo. 8 " Estudos in vitro indicaram que as betalactamases de M. catarrhalis 
possam atuar indiretamente na virulencia quando inativam a penicilina ou a ampicilina administrada para tratar 
outras infecgoes das vias respiratorias, inclusive pneumonia pneumococica. 308 

Estudos publicados durante a decada de 1990 com cepas isoladas nos EUA e no exterior indicaram que as cepas 
de M. catarrhalis geralmente sejam resistentes a penicilina, ampicilina e amoxicilina, mas seriam sensiveis a 
amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas orais e parenterais de segunda e terceira geragoes (i. e., cefixima e cefaclor), 
macrolidios, tetraciclinas e ri fampic i na. 77204241 • 554 - 6M Esse padrao de sensibilidade tern permanecido estavel, 
conforme demonstrado nos estudos mais recentes com M. catarrhalis avaliadas pelo US Sentry Antimicrobial 
Surveillance Program e em outros paises (p. ex., Italia, Turquia). 189,228,340,434 Embora a maioria das cepas seja 
sensivel as fluoroquinolonas, resistencia tern sido observada entre algumas cepas isoladas de pacientes que usaram 
estes antibioticos por periodos longos. 188,201 Alem das variagoes na produgao de betalactamases, pesquisadores nao 
observaram quaisquer diferengas notaveis na sensibilidade antimicrobiana das cepas de M. catarrhalis isoladas em 
varios paises. 188,189,228 Algumas cepas raras dessa bacteria podem ser resistentes a tetraciclinas, macrolidios ou 
SXT. 227 

Em 2010, o CLSI publicou diretrizes relativas aos testes de sensibilidade antimicrobiana para M. catarrhalis. 159 
O teste de microdiluigao em meio liquido e realizado a partir de uma suspensao direta de colonias com padrao de 
turbidez de McFarland de 0,5, inoculada em caldo Miieller-Hinton com concentragao de cations ajustada. Os testes 
sao incubados a 35°C em ar ambiente por 20 a 24 horas. Os limites de corte estao disponiveis para amoxicilina- 
clavulanato, cefalosporinas orais (i. e., cefaclor) e parenterais (/. e., cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima, 
ceftriaxona) de terceira geragao, macrolidios (/. e., azitromicina, claritromicina, eritromicina), quinolonas (/. e., 
ciprofloxacino, levofloxacino), tetraciclina, clindamicina, SXT, cloranfenicol e rifampicina. A inexistencia de cepas 
M. catarrhalis resistentes a varios antibioticos impede que se defmam outras categoriais de resultados alem de 
“sensiveis”. Antes que se dispusesse de um metodo padronizado para realizar testes de sensibilidade antimicrobiana 
com essa bacteria, observava-se que os testes de diluigao em caldo para ampicilina, penicilina G, cefalotina, 
cefamandol, cefuroxima e cefaclor eram altamente dependentes do inoculo, em razao da produgao de quantidades 
variadas de betalactamases. 

No Capitulo 17, o leitor pode encontrar informagoes mais detalhadas sobre os testes de sensibilidade 
antimicrobiana desses microrganismos. 
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Com excegao das Enterobacteriaceae, as bacterias gram-positivas, particularmente os cocos, constituem os 
microrganismos isolados com mais frequencia de amostras clinicas. Essas bacterias estao disseminadas na natureza 
e podem ser isoladas do ambiente ou como habitantes comensais da pele, das mucosas e de outras partes do corpo 
dos seres humanos e animais. A ubiquidade dessas bacterias gram-positivas na natureza dificulta, em certas 
ocasioes, a interpretagao de seu isolamento de amostras obtidas de pacientes, a nao ser que existam manifestagoes 
clinicas evidentes de um processo patologico infeccioso. O isolamento desses microrganismos a partir de amostras 
deve ser sempre correlacionado com a condigao clinica do paciente antes que se possa estabelecer o seu papel no 
processo infeccioso. 

Embora as bacterias gram-positivas possam causar infecgao por meio de sua multiplicagao tanto local quanto 
sistemica, alguns microrganismos podem multiplicar-se em uma area localizada e exercer seus efeitos patogenicos 
pela produgao de exotoxinas ou de enzimas que atuam em locais distantes. As toxinas estafilococicas sao 
responsaveis pela ocorrencia de intoxicagoes alimentares, slndrome da pele escaldada e slndrome do choque 
toxico. 303,304 A sindrome do choque toxico estreptococico (ver Capitulo 13) e uma entidade clinica, cujos sinais e 
sintomas de infecgao e caracteristicas patologicas da doenga devem se, em grande parte, aos efeitos de exotoxinas. 
Por outro lado, as bacterias gram-negativas possuem endotoxinas, que consistem na porgao lipidica do 
lipopolissacaridio da membrana externa. As infecgoes sistemicas por bacterias gram-negativas podem levar ao 
choque endotoxico, que se caracteriza por hipotensao, colapso vascular e, algumas vezes, morte. Esse quadro ocorre 
com mais frequencia quando os microrganismos gram-negativos entram na corrente sanguinea. 

Tendo em vista o numero crescente de especies estafilococicas identificadas em infecgoes humanas e o achado 
de resistencia a multiplos agentes antimicrobianos nos isolados tanto comuns quanto incomuns, e imperativo que o 
microbiologista clinico esteja familiarizado com os metodos atuais para caracterizar esses microrganismos. Neste 
capitulo, serao discutidos o significado clinico e os procedimentos laboratoriais para o isolamento e a identificagao 
dos estafilococos e microrganismos relacionados. Serao descritos ainda a importancia clinica e os procedimentos 
laboratoriais usados para o isolamento e a identificagao dos estafilococos e microrganismos relacionados. No 
Capitulo 13, serao discutidos os estreptococos e as bacterias semelhantes a Streptococcus. Os testes de sensibilidade 
a agentes antimicrobianos para esses grupos de bacterias sao considerados no Capitulo 17. 

Taxonomia dos estafilococos e cocos gram-positivos relacionados 

A taxonomia dos estafilococos e dos cocos gram-positivos relacionados sofreu importantes modificagoes com a 
aplicagao dos metodos moleculares e quimiotaxonomicos, que documentaram a diversidade dos microrganismos nos 
generos Staphylococcus, Micrococcus, Macrococcus e Rothia. No volume 3 do Bergey’s Manual of Systematic 
Microbiology revisado, os generos Staphylococcus e Macrococcus sao classificados na familia Staphylococcaceae, 
ordem Bacillales, no filo Firmicutes, enquanto os generos Micrococcus, Rothia e cocos relacionados estao 
distribuidos entre a familia Dermacoccaceae e a familia Micrococcaceae no filo Actinobacteria (Boxe 12.1). Todos 
os membros anteriores do genero Stomatococcus estao atualmente colocados no genero Rothia. 41 ’ 109 

O genero Micrococcus passou por uma extensa dissecgao taxonomica, com base na analise da sequencia do 
DNA ribossomico 16S. lj O genero Micrococcus incluia originalmente nove especies: M. luteus, M. Ivlae, M. 
various, M. roseus, M. agilis, M. kristinae, M. nishinomyaensis, M. sedentarius e M. halobius. Em 1995, M. roseus, 
M. various e M. kristinae foram transferidos para o genero Kocuria com as designagoes de K. rosea, K. various e K. 
kristinae, respectivamente, enquanto M. halobius, M. nishinomiyaensis e M. sedentarius foram colocados em tres 
generos separados, como Nesterenkonia halobia, Kvtococcus sedentarius e Dermacoccus nishinomiyaensis, 
respectivamente. M. agilis foi reclassificado no genero Arthrobacter, como A. agilis. Desde que a dissecgao do 
genero Micrococcus nesses tres generos comegou em 1995, foram descritas varias outras especies nos generos 
Micrococcus, Dermacoccus, Kocuria, Kvtococcus e Nesterekonia. As especies pertencentes a esses generos foram 
isoladas, em sua maioria, do ar, do solo, de varios ambientes extremos (p. ex., sedimento marinho, lama das 
profundezas do mar, lodo ativado) e alimentos (habitualmente frutos do mar fermentados). Os varios generos foram 
inicialmente diferenciados uns dos outros com base em dados quimotaxonomicos (/. e., analise da menaquinona, 
analise de acidos graxos, caracterizagao de lipidios polares, composigao de peptidoglicanos) e filogeneticos (/. e., 
sequenciamento do DNA ribossomico 16S). As especies dentro dos generos foram ainda caracterizadas por analises 
genotipicas adicionais e resultados de testes fenotipicos (/. e., testes de assimilagao de carboidratos e acidificagao, 
urease, produgao de acetoina, atividades enzimaticas etc.). Em geral, essas bacterias “semelhantes a Micrococcus '’ 


sao cocos em varias disposigoes celulares ou bacilos curtos. Os micrococos e especies relacionadas sao cocos gram- 
positivos, que sao ligeiramente maiores do que as celulas estafilococicas. Os micrococos tern um diametro de 1 a 1,8 
pm, enquanto os estafilococos apresentam um diametro de 0,5 a 1,5 pm. As celulas dispoem-se principalmente em 
pares, tetrades e agrupamentos irregulares. No restante deste capitulo, esses microrganismos serao designados como 
micrococos e especies relacionadas. As colonias da maioria das especies sao pigmentadas e todas sao catalase- 
positivas; os resultados do teste de oxidase variam entre as especies. 

Rothia mucilaginosa, um membro antigo do genero Stomatococcus, e um coco gram-positivo encapsulado, que 
constitui parte da microbiota respiratoria dos seres humanos. 47 Com base no sequenciamento do rDNA 16S e nos 
dados quimiotaxonomicos, esse microrganismo esta mais estreitamente relacionado com organismos do genero 
Rothia, que tambem inclui R. dentocariosa, R. nasimurium (um microrganismo encontrado nas narinas de 
camundongos), R. aeria, R. amarae e R. terrae. 109 Enquanto R. mucilaginosa e R. nasimurium sao cocos gram- 
positivos, as outras especies de Rothia sao bacilos gram-positivos corineformes, que algumas vezes exibem 
ramificagao rudimentar. Em virtude de sua morfologia de cocos, R. mucilaginosa sera descrita neste capitulo, 
enquanto as outras especies de Rothia serao discutidas no Capitulo 14. 


Boxe 12.1 


Classificagao dos estafilococos e das bacterias semelhantes a Staphylococcus 


Classe 

Ordem Subordem 

Familia 

Generos 

"Bacilos" 

Bacillales 

Staphylococcaceae 

Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus, 




Nosocomiicoccus, Saiinicoccus, 




Staphylococcus 

Actinobacteria 

Actinomycetales Micrococcineae 

Dermacoccaceae 

Demetria, Dermacoccus, Kytococcus, 


Yamilla 

Micrococcaceae Arthrobacter, Kocuria, Micrococcus, 

Nesterenkonia, Renibacterium, Rothia 
(indui especies anteriores de 
Stomatococcus ) 


Os membros do genero Macrococcus sao isolados de animais, que aparecem como grandes cocos gram- 
positivos, cujas celulas individuais medem 1,0 a 2,5 pm de diametro. Os macrococos tern menos sequencias de 
rRNA 16S em comum com os estafilococos, apresentam maior conteudo de G+C no DNA, ausencia de acidos 
teicoicos da parede celular e padroes de ribotipagem singulares. Os membros do genero Macrococcus estao 
relacionados com os estafilocos do “grupo S. sciuri ”, que constituem as unicas especies estafilococicas que sao 
oxidase-positivas. O genero Macrococcus inclui sete especies animais: M. equipercicus e M. caroselicus (equinos), 
M. bovicus (gado bovino), M. caseolvticus (anteriormente Staphylococcus caseolvticus, laticinios, cames, baleia- 
piloto) e M. brunensis, M. hajekii e M. lamae (pele de lhamas). 281,344 Esses microrganismos nao foram implicados 
em infecgoes humanas. 

Importancia clinica dos estafilococos e cocos gram-positivos relacionados 

O genero Staphylococcus e atualmente composto de diversas especies, muitas das quais podem ser encontradas em 
amostras clinicas humanas (Boxe 12.2). Os estafilococos sao cocos gram-positivos imoveis, nao formadores de 
esporos e catalase-positivos. Esses microrganismos ocorrem na forma de celulas isoladas, pares, tetrades e cadeias 
curtas, porem aparecem predominantemente em grupos semelhantes a cachos de uva. As especies sao, em sua 
maioria, anaerobios facultativos, com excegao de S. aureus subesp. anaerobius e S. saccharolyticus. Essas duas 
especies crescem em condigoes anaerobias e, diferentemente das especies facultativas sao, com frequencia, catalase- 
negativas. Em geral, os estafilococos sao encontrados na pele e nas mucosas de seres humanos e outros animais. Em 



alguns casos, essa associagao e altamente especlfica. Por exemplo, S. capitis subesp. capitis faz parte do 
microbioma normal da pele e das glandulas sebaceas do couro cabeludo, fronte e pescogo de seres humanos, 
enquanto S. auricularis e encontrado principalmente no meato acustico extemo. 285,286 Algumas especies sao 
encontradas apenas em animais e sao reconhecidas como patogenos veterinarios. Por exemplo, S. hvicus provoca 
dermatite infecciosa em sulnos, enquanto S. intermedins foi isolado de varios tipos de infecgoes em caes, incluindo 
infecgoes cutaneas, mastite, feridas e infecgoes do trato reprodutor. 134,204,205 Esta ultima especie tambem foi isolada 
de feridas por mordedura de cao em seres humanos. 520 S. delphini, S.felis, S. schleiferi subesp. coagulans e S. lutrae 
provocam processos infecciosos em golfmhos, gatos domesticados, caes e lontras marinhas, 
respectivamente. 162,241,242,569 Os seres humanos podem ser colonizados ou infectados por esses microrganismos em 
consequencia de contato frequente ou proximo com animais (p. ex., veterinarios, funcionarios de jardins zoologicos, 
fazendeiros). Alguns dos estafilococos patogenicos tanto em seres humanos quanto em animais produzem uma 
enzima denominada coagulase, cuja detecgao e usada no laboratorio para a identificagao desses 
microrganismos. 204,569 Entre os estafilococos, a especie coagulase-positiva, S. aureus e duas especies coagulase- 
negativas, S. epidermidis e S. saprophvticus , sao frequentemente observadas em infecgoes humanas. 


Boxe 12.2 


Especies de Staphylococcus em seres humanos, em animais e no ambiente 

Especie Comentarios 

Estafilococos encontrados em seres humanos e primatas nao humanos 


5. aureus 
S. epidermidis 
S. saprophyticus 
S. auricularis m 


S. capitis' 


.285 


5. caprae 


135,265 


Ver o texto 
Ver o texto 
Ver o texto 

Essa especie e encontrada no meato acustico externo de seres humanos e raramente esta implicada em 
infecgoes. 5. auricularis foi isolado de hemoculturas durante urn episodio de sepse em urn lactente com baixo 
peso ao nascer e do liquido peritoneal de urn paciente submetido a dialise peritoneal. 233,322 

5. capitis faz parte da microbiota humana e e encontrado ao redor das glandulas sebaceas no couro cabeludo e 
na fronte. Em 1991, essa especie foi dividida em duas subespecies, 5. capitis subesp. capitis e 5. capitis subesp. 
ureolyticus. S. capitis subesp. ureolyticus pode ser diferenciado da subesp. capitis pela sua atividade de urease 
positiva, capacidade de produzir acido a partir da maltose em condigoes aerobias e perfis de acidos graxos 
celulares. Essa especie tern sido relatada como causa de endocardite de valvas nativas e proteses valvares, 
endocarditeassociada a endoscopia alta e implantagao de marca-passo. 110,127,258 ' 379,384,528 !. capitis foi 
documentado como causa de sepse em lactentes prematuros em estado crftico, incluindo urn caso de 
meningite. 442,589 Em 2010, foi relatado urn caso de meningite adquirida na comunidade, causada por 5. capitis, 
em uma mulher de 65 anos de idade. 402 Nesses casos, todos os isolados mostraram-se resistentes a oxacilina, 
eritromicina e clindamicina. As cepas de 5. capitis tambem exibiram heterorresistencia a vancomicina. 1 Urn 
surto de colonizagao e infecgao por 5. capitis em uma unidade de terapia intensiva foi atribuido ao oleo de 
amendoa usado para cuidados da pele de recem-nascidos. 196 

A principio, acreditou-se que 5. caprae fosse exdusivamente uma especie de animais isolada de cabras e leite 
de cabra. Em 1991, foi obtida a cultura del. caprae de urn exsudato de paciente com dermatite e da urina de 
urn segundo paciente. 159 Em urn estudo da distribuigao de especies de Staphylococcus entre amostras ch'nicas 
humanas, 5. caprae representou 10,7% das 1.230 cepas examinadas. 265 !. caprae constituiu a causa de urn 
surto de bacteriemia em uma unidade de terapia intensiva neonatal, quando foi isolado das narinas de 6 de 
32 recem-nascidos durante urn estudo de vigilancia de MRSA. 460 Nesse surto, todos os isolados de 5. caprae 



5. cohnii 288,1 


S. haemolyticus m 


S. hominis™' 205 


foram resistentes a meticilina e positivos para o gene mecA. 5. caprae foi isolado de um empiema intra- 
articular apos cirurgia artroscopica de joelho e foi relatado como causa de osteomielite iatrogenica apos 
implante cirurgico de materials ortopedicos. 7,151,4 '*5. caprae foi implicado em casos de endocardite, 
bacteriemia relacionada com cateter, infecgjo das vias urinarias, sepse em um recem-nascido com doen^a 
cardiaca congenita e meningite iatrogenica. 42,262,280,509 5. caprae esta mais estreitamente relacionado com 
subespecies de S. epidermidis e 5. capitis . 177 

5. cohnii foi descrito pela primeira vez em 1975 e, em 1991, foi dividida em duas subespecies: 5. cohnii subesp. 
cohnii e 5. cohnii subesp. urealyticum. A subespecie cohnii foi apenas isolada de seres humanos, enguanto a 
ultima subespecie urease-positiva foi isolada tanto de seres humanos guanto de primatas nao humanos. 
Ambas as subespecies constituem parte da microbiota da pele. 5. cohnii e um agente oportunista emergente, 
gue foi relatado como causa de pneumonia adguirida na comunidade, artrite septica primaria, infec^ao de 
materials de fixagao da coluna, abscessos cerebrais e sepse relacionada com o uso de cateteres em pacientes 
imunocomprometidos. 33,152,160,352,353,612 Foi tambem relatada a ocorrencia de corioamnionite e de sepse 
neonatal com meningite por5. cohnii. 266,506 Foi descrita a ocorrencia de resistencia a linezolida nessa especie, e 
cepas de 5. cohnii resistentes a meticilina parecem ser semelhantes a isolados de MRSA em determinadas 
marcas de agar cromogenico para detec^ao de MRSA. 420,428,578 

5. haemolyticus faz parte da microbiota da pele humana e tambem e encontrado em primatas nao humanos. 
Esse microrganismo foi documentado como causa de bacteriemia primaria e hospitalar, infecgoes de feridas e 
de tecidos moles, embolia pulmonar septica associada a cateter venoso central, endocardite, infecgoes das vias 
urinarias e infecgoes hospitalares neonatais/pediatricas. 45,154,156,200,297,422,473,527 Foram descritas cepas de 5. 
haemolyticus gue apresentam CIM relativamente elevada (/'. e., de 2 a > 8 pg/mf') para a vancomicina em 
contextos ch'nicos de administragao prolongada de vancomicina, sugerindo a selegao de clones resistentes 
com o passar do tempo. 228,484,572 Nesse aspecto, foram descritas cepas de S. haemolyticus gue sao resistentes a 
ambos os glicopeptidios (/. e., vancomicina e teicoplanina) e/ou gue sao sensfveis a vancomicina e resistentes 
a teicoplanina. 52,98,29 A resistencia aos glicopeptidios em S. haemolyticus e outros estafilococos coagulase- 
negativos e habitualmente expressa de modo heterogeneo, com presenga de subpopulagoes tanto sensfveis 
guanto resistentes dentro de uma unica cultura. A emergencia de resistencia a glicopeptidios em S. 
haemolyticus reforgou a importance da identificagao correta e da realizagao de testes de sensibilidade desses 
isolados, bem como do monitoramento de sua disseminagao dentro do ambiente hospitalar. As causas da 
resistencia aos glicopeptidios sao multifatoriais e estao relacionadas principalmente com alteragoes nas 
ligagoes cruzadas dentro do peptidoglicano da parede celular e, portanto, com a interagao bem-sucedida do 
antibiotico com o seu alvo. 1 Cepas de 5. haemolyticus resistentes a vancomicina demonstram uma redu^ao da 
taxa de crescimento e da atividade da peptidoglicano hidrolase e possuem paredes celulares mais espessas 
gue as das cepas sensfveis a vancomicina. ' 7 Foram tambem relatados isolados de 5. haemolyticus resistentes a 
meticilina, asfluoroguinolonas e a linezolida. D ' 355 ' 453 - 527 ' 611 a presenga de5. haemolyticus 
multidrogarresistente no ambiente hospitalar e a transmissao de clones resistentes pelas maos de 
profissionais de saude foram documentadas utilizando varios metodos guimiotaxonomicos e moleculares (p. 
ex., immunoblotting de polipeptfdios estafilococicos, analise de plasmfdios, polimorfismos de comprimento de 
restrigao do DNA cromossomico, PFGE do DNA total). 527 

5. hominis e encontrado na pele de seres humanos e tern sido isolado de infecgoes como patogeno de baixo 
grau, causando sepse relacionada com o uso de cateter em hospedeiros imunocomprometidos. 5. hominis 
tambem foi relatado como causa de endocardite e de endoftalmite. 247,274,523 Em 1998, a especie foi dividida 
em duas subespecies: S. hominis subesp. hominis e 5. hominis subesp. novobiosepticus , 2:: 5. hominis subesp. 
hominis esta predominantemente associado a pele e constitui um isolado infreguente de infecgoes, enguanto 



5. lugdunensis 770 


S. massiliensis s 


S. pasteuri 76 


S. petrasii m 


S. pettenkoferi 577 '™ 


S. pseudolugdunensis 532 


5. saccharolyticus 276 


5. hominis subesp. novobiosepticus e isolado com mais frequencia de hemoculturas e infec^oes bona fide 
(infeojoes confirmadas) 94,123,406 A subespecie novobiosepticus e resistente a novobiocina e nao produz acido a 
partir da D-trealose ou A/-acetil-D-glicosamina, enquanto a subespecie hominis e sensfvel a novobiocina e 
produz acido em condiijoes aerobias a partir de ambos os carboidratos. Em 2010, foi constatado que urn 
isolado de 5. hominis subesp. hominis em uma unidade de terapia intensiva apresentou mutates, resultando 
em valores elevados das CIM para a teicoplanina e a linezolida. ' 

Essa especie, descrita pela primeira vez em 1988, foi rapidamente estabelecida como patogeno humano 
importante. 167 5. lugdunensis coloniza a area inguinal humana, conforme determinado por cultura de 
amostras da prega inguinal e predominio de isolados de 5. lugdunensis obtidos de abscessos na regiao da 
cintura pelvica. 19,560 Nesses ultimos anos, varios relatos descreveram 5. lugdunensis como importante causa de 
endocardite de valva nativa, de proteses valvares e marca-passo. Essas infeci;6es foram complicadas pelo 
desenvolvimento de embolia e mixomas. 51,91,105,327,405 As infeojoes do SNC induiram meningite, abscesso 
cerebral e infecgoes de derivagao ventriculoperitoneal. 148,183,256,472 As infecgoes osteoarticulares por 5. 
lugdunensis induem proteses de quadril infectadas, osteomielite, discite vertebral e artrite septica apos 
procedimentos cirurgicos artroscopicos. 72,296,359,361,487 A bacteriemia, as infecgoes de acesso vascular, as 
infeojoes das vias urinarias, as infecgoes de pele e de tecidos moles, a endoftalmite e a peritonite tambem 
podem envolver esse patogeno. 13,99,101,203,289,410,417,481,619 Uma apresentaijao de choque septico semelhante 
aquela observada com bacterias gram-negativas tambem foi associada a bacteriemia por 5. lugdunensis , 81 
Foram tambem caracterizadas cepas de 5. lugdunensis resistentes a oxacilina portadoras do gene mecA. 530 De 
acordo com o CLSI, a sensibilidade de 5. lugdunensis a antimicrobianos e interpretada utilizando os pontos de 
quebra de5. aureus, em lugardaqueles utilizados para outros estafilococos coagulase-negativos. 0 5. 
lugdunensis e 5. pseudolugdunensis sao positivos para ornitina descarboxilase e PYR. 

Essa especie, descrita em 2010, foi isolada de urn abscesso cerebral de urn homem de 52 anos de idade. 8 
Informaijoes mais recentes indicam que 5. massiliensis provavelmente constitui parte da microbiota da pele 
nos seres humanos. 620 

5. pasteuri e uma especie recentemente descrita, que foi encontrada em amostras dinicas humanas e de 
animais, bem como em alimentos. 5. pasteuri foi isolado de hemoculturas de urn paciente com leucemia e de 
unidades de plaquetafereses contaminadas. 474,475 

Essa nova especie, descrita em 2013, foi isolada do sangue, do pus de feridas, de swabs nasais e de varios 
swabs de orelha de pacientes com otite externa aguda. Essa especie coagulase-negativa e distinta da especie 
de Staphylococcus conhecida pelo sequenciamento de rRNA 16S e genes hsp60, rpoB, dnaj, tufe gap. As duas 
subespecies - petrasii e croceilyticus podem ser diferenciadas por tecnicas fenotipicas e genotipicas. 409 

5. pettenkoferi e uma nova especie de estafilococo humana, que foi isolada de infecgoes da corrente 
sangufnea, infeqoes de feridas e de urn caso de osteomielite em uma infecgao de pe diabetico. I3 - 329 ' 505 ' 547 - 548 
Essa especie tambem demonstrou resistencia a linezolida. 365 

Essa nova especie positiva para PYR e ornitina descarboxilase foi isolada de hemoculturas, nas quais foi 
identificada incorretamente como 5. lugdunensis. 531 Essa especie nao foi reconhecida por urn conjunto de 
iniciador/sonda especffico para 5. lugdunensis direcionado para o gene tuf{ para o fator de alongamento Tu) e 
nao pode ser diferenciada de outros estafilococos comumente isolados com base em reaves fenotipicas. 

Essa especie anaerobia, anteriormente denominada Peptococcussaccharolyticus, foi transferida para o genero 
Staphylococcus, com base na analise de sequencia do DNA do RNA ribossomico 16S. Esse microrganismo e 
encontrado nas mucosas humanas. Foram descritos dois casos de endocardite (urn deles envolvendo uma 



5. schleiferi™ 

valva cardfaca nativa, e ou outro, uma protese valvar), um caso de espondilodiscite e urn paciente com 
pneumonia fatal causada por5. saccharolyticus. w ’ m,S99 ' m No decorrer de um periodo de 6 meses, 5. 
saccharolyticus foi isolado de hemoculturas de 16 pacientes em 12 enfermarias diferentes em um hospital da 

Alemanha. Apesar das pesquisas intensivas, nao foi posslvel identificar nenhuma liga^ao comum entre os 
pacientes ou nenhuma fonte para o "surto". 5 7 

5. schleiferi, que foi descrito pela primeira vez em 1988, foi isolado de varias infecijoes humanas, incluindo 

empiema cerebral, infecgoes de feridas, bacteriemia como complicaijao de osteite vertebral, infec^ao de 

protese de quadril, infecgao de cateteres de demora, infecgoes hospitalares das vias urinarias, endocardite de 
proteses valvares, osteomielite e infecgoes de marca-passo. 71 ' 82 ' 227,290 ' 301 ' 403,532 Em 1990, a especie foi dividida 
em duas subespecies; os isolados humanos e caninos (associados a pioderma) foram designados como 5. 

schleiferi subesp. schleiferi, enquanto os isolados que causam otite externa em caes foram designados como 5. 
schleiferi subesp. coogu/rms. 243,354 Quando as subespecies foram descritas pela primeira vez, acreditou-se que 
os isolados da subespecie schleiferi eram positivos para o fator de agrega^ao e negativos para coagulase em 

tubo, enquanto os isolados da subespecie coaguians eram negativos para o fator de agrega^ao e positivos para 
coagulase em tubo. 243 Vandenesch etal , 556 isolaram subsequentemente tres cepas de 5. schleiferi subesp. 
schleiferi, que foram positivas tanto para o fator de agrega^ao quanto para a coagulase em tubo. 

S. simulans 285 

5. simulans e encontrado na pele e na uretra de mulheres sadias. 5. simulans foi isolado como causa de 

septicemia, osteomielite, endocardite de valva nativa, artrite septica apos redu^ao aberta de fratura da fibula, 
osteomielite vertebral e infec^ao de proteses articulares. 133,339,343 ' 445 ' 554 A semelhan^a de alguns outros 
estafilococos coagulase-negativos (/. e., 5. epidermidis, S. haemoiyticus e 5. hominis), as cepas de 5. simulans 

resistentes a meticilina possuem uma PBP2a adicional (PBP2'), que exibe baixa afinidade por meticilina, 

cefalotina e cefamandol e que apresenta sequences de aminoacidos analogas aquelas da PBP2a (PBP2') 

encontrada em isolados de MRSA. 431 

5. warneri m 

Essa especie representa cerca de 1% dos estafilococos normalmente encontrados na pele humana. 

Atualmente, 5. warneri constitui uma causa bem reconhecida de bacteriemia relacionada com uso de 

cateteres, endocardite de valva nativa e de protese valvar, osteomielite vertebral e discite hematogenicas e 
meningite associada a deriva^ao ventriculoperitoneal. 18 ' 26,66,70 ' 279 ' 350 ' 520 Incani ef o/. 244 descreveram um 
paciente com meningite causada por 5. warneri; o paciente tambem tinha linfoma e sindrome de 

hiperinfecgao por S. sterccoralis. Os isolados obtidos de seres humanos sao atualmente denominados 5. 

warneri subesp. 1, enquanto os isolados de primatas nao humanos sao denominados 5. warneri subesp. 2. 

5. xylosus m 

5. xylosus e encontrado tanto em seres humanos quanto em primatas nao humanos e foi descrito como causa 

de infecgoes das vias urinarias superiores e inferiores, septicemia e endocardite associada ao uso de drogas 
intravenosas. 113 Esse microrganismofoi isolado de um pseudocisto pancreatico de um paciente infectado pelo 

HIV, de um abscesso cerebral otogenico em uma adolescente e de infecgao de canal dentario. 5,351,497 5. xylosus 
tambem foi isolado do leite e do queijo de cabra. 363 


Estafilococos encontrados em outros animais 


5. agnetis 536 

Essa especie recentemente descrita foi isolada de amostras de leite de vacas com mastite subch'nica e ch'nica 

leve. 

5. arlettae 479 

Essa especie e encontrada em mamiferos e aves e tanto a sua importance ch'nica quanto o seu estado 

taxonomico nao estao ainda estabelecidos. 

5. chrornogenes m ' m 

Essa especie, anteriormente uma subespecie de 5. hyicus, provoca infec^oes cutaneas no gado bovino, em 
suinoseem caprinos. 15 



5. delphini 569 

Essa especie coagulase-positiva provoca lesoes cutaneas purulentas em golfinhos. 

5. devriesei su 

Essa nova especie foi isolada das mamas de vacas leiteiras. 

r 479 

5. equorum 

5. equorum e uma especie rara de importancia patogenica indeterminada. 5. equorum foi isolado 

principalmente de eguinos, bem como do leite e do queijo de cabra. Alem disso, foi isolado de amostras 
ch'nicas humanas. 363,391 5. equorum subesp. linens serve como componente iniciador de cultura para varios 
queijos de matura^ao em superffcie. 434 

S. felis m,m 

5. felis e a especie de Staphylococcus mais comumente isolada em gatos, causando otite, cistite, abscessos, 

feridas e outras infecgoes cutaneas. 

S. gallinarum 135 

Essa especie e encontrada em aves domesticas e nao e patogenica. 

S.hyicus 134 

5. hyicus e encontrado no gado bovino e no leite de vaca e esta associado a epidermite exsudativa ("sindrome 

do porco gorduroso"), uma doenp aguda de suinos durante a amamenta^ao e suinos desmamados. As cepas 

de 5. hyicus gue provocam essa infecgao cutanea produzem tres tipos de toxinas esfoliativas e uma enzima 
lipase/fosfolipase extracelular dependente de calcio, gue contribuem para a patologia dessa sindrome. 14,459 
Embora nao seja considerado como patogeno em seres humanos, foi relatado urn caso de infecgao de ferida 
humana causada por 5. sciuri apos mordedura por urn burro, em 1997. 3 " 

5. intermedius m 

5. intermedius faz parte da microbiota de caes, martas e gatos e pode causar infecgoes cutaneas, no trato 

urinario, nos ossos e no sistema nervoso central em varias especies de animais. 5. intermedius constitui 

Staphylococcus coagulase-positivo predominante isolado da pele canina normal e infectada e de infecgoes 
caninas graves. 18 ' 0 estado de portador humano de 5. intermedius e raro, ate mesmo entre individuos com 
exposigao freguente a animais. 336 Esse microrganismo foi isolado de seres humanos com feridas relacionadas 
ou nao a mordeduras de caes infectados, induindo infecgoes de ulceras de veias varicosas e incisoes de 
suturas. 529,530 Alem disso, podem ocorrer infecgoes de menor importancia (p. ex., otite externa) por esse 
microrganismo, em conseguencia de estreito contato nao traumatico com o cao da familia. 534 Foi tambem 
relatada a ocorrencia de sepse por S. intermedius relacionada com o uso de cateter em urn paciente com cancer 
de 63 anos de idade e de pneumonia por 5. intermedius apos cirurgia de derivaqio da arteria coronaria. 10,555 5. 
intermedius tambem pode causar infec^oes cutaneas em individuos sem nenhuma exposi^ao a caes ou outros 
animais. 270 5. intermedius caracteriza-se por ser positivo para coagulase em tubo, porem e variavel guanto ao 
fator de agregaqio. 

S.kloosii 479 

Essa especie e encontrada em mamiferos, e a sua importancia dinica e estado taxonomico sao incertos. Em 

2011,5. kloosii foi isolado de varias hemoculturas de urn paciente com 60 anos de idade apos sangramento 

intracraniano. 

S. Ientus m 

5. lentus, anteriormente uma subespecie de 5. sciuri (/. e., S. sciuri subesp. lentus), constitui parte da 

microbiota de pele de ovinos e caprinos. 

S.lutrae 162 

Essa especie, descrita em 1997, foi isolada durante o exame postmortem de tres lontras marinhas [Lutra lutra) 

das llhas Hebridas Interiores. Os isolados foram obtidos do tecido hepatico e esplenico e da glandulas 

mamarias e linfonodos supramamarios. 5. iutrae e positivo para coagulase livre e negativo para o fator de 

agrega^ao e esta mais estreitamente relacionado com S. delphini, S. felis, S. intermedius, S. schleiferi e S. 

muscae. 

5. microti m 

Esse especie, descrita em 2010, foi isolada das vfsceras de ratazanas comuns. 389 

S. muscae 206 

Essa especie e encontrada como parte transitoria da microbiota da superffcie corporal de moscas gue vivem 
em estabulos de bovinos, porem nao e encontrada em moscas gue habitam em residences humanas. 206 



5. nepalensis 5]] 

Essa especie recentemente descrita foi isolada de swabs de narinas e do tecido pulmonar de caprinos com 
sintomas das vias respiratorias em areas do Nepal. ’ 11 Essa especie tambem foi isolada de swabs retais de 
macacos-esquilos sadios da America do Sul, de uma amostra de urina de urn ser humano com cistite, da pele 

de sufnos e do meio ambiente. 

S. pseudintermedius m 

Essa especie coagulase-positiva foi isolada de amostras ch'nicas e de necropsia obtidas de urn gato, urn cao, 

urn equino e urn papagaio, e foi constatado que ela constitui urn taxon distinto relacionado com 5. intermedius 
e S. delphini , 136 Esse microrganismo foi isolado de infecgoes em caes, incluindo fasciite necrosante e infecgao 
apos implante de protese articular. 364,594 5. pseudintermedius tambem foi isolado de amostras de narinas de 
seres humanos com exposigao frequente a caes e a gatos (p. ex., proprietaries de caes e de gatos, equipe 
veterinaria). 503,561 

S.rostri 450 

Essa especie de descrigao relativamente recente foi isolada de amostras de narinas de sufnos na Sui'ga. 450,516 

5. sciuri 287 

S. sciuri esta amplamente distribuido na natureza e tern sido isolado de alimentos, animais de cria^ao, 

roedores, marsupiais, mami'feros marinhos e, em certas ocasioes, seres humanos e seus animais de estima^ao. 

Na atualidade, sao reconhecidas tres subespecies. 282,346 5. sciuri subesp. sciuri faz parte da microbiota cutanea 
transitoria de varias especies de mami'feros e aves; e raramente encontrado em seres humanos e em primatas 

nao humanos. 5. sciuri subesp. carnaticus e encontrado principalmente em hospedeiros bovinos e came desses 

animais. 5. sciuri subesp. rodentium e encontrado principalmente em roedores. Foram encontrados isolados 

humanos de feridas e de infeegoes da pele e dos tecidos moles, e, em 1998, foi relatado urn caso de 
endocardite causada por 5. sc/M. 218,346,519 5. sciuri foi tambem isolado como causa de peritonite em urn 
paciente submetido a dialise. Em urn exame de 30 isolados clfnicos humanos de 5. sciuri, foi constatado que 

70% consistiam em subesp. sciuri, 23% em subesp. rodentium e 7%, em subesp. carnaticus. Foi constatado 

que todas as subespecies de 5. sciuri possuem urn homologo do gene da resistencia a meticilina de 5. aureus, 
mecA, que e encontrado em cepas de MRSA. 114,608 Esses dois homologos d emecA apresentam uma 
semelhan^a de pares de bases de cerca de 80%. As cepas de 5. sciuri que possuem o seu homologo mecA 

nativo expressam resistencia limitrofe a meticilina, enquanto as cepas que possuem o gene mecA de MRSA 

expressam resistencia heterogenea a meticilina. 

S.simiae m 

Essa especie foi isolada de amostras de swabs retais obtidas de macacos-esquilos. 

S. stepanovicii m 

S. stepanovicii e uma especie de estafilococo resistente a novobiocina, que foi isolado da pele, da pelagem e do 

trato intestinal de pequenos mamiferos silvestres, incluindo roedores, ratazanas, camundongo do campo e 

musaranhos. 

S. vitulinus m 

Essa especie, que foi descrita em 1994, e encontrada como parte da microbiota de equinos, ratazanas e 

baleias-piloto. Foi tambem isolada de came, incluindo came de cordeiro, galinaceos, came mofda de vaca e 

came de vitelo. Os estudos de hibridizagao do DNA mostraram que essa especie esta mais estreitamente 

relacionada com S. lentus e S. sciuri. 


Outros estafilococos (principalmente ambientais) 


r 477 

5. carnosus 

Essa especie e utilizada como cultura iniciadora no processamento de carnes, como salame e salsicha. No 
momento atual, sao reconhecidas duas subespecies: 5. carnosus subesp. carnosus e 5. carnosus subesp. uf/7/s. 438 

S. condiment / 438 

Essa especie e encontrada na massa de soja (como 5. piscifermentans) e esta estreitamente relacionada com 

subespecies de 5. carnosus. 

5. fleurettii 577 

Essa especie foi isolada de queijos preparados com leite de cabra. 



5. piscifermentans 531 Essa especie e encontrada em peixes, em produtos fermentados de peixe e massa de soja e esta estreitamente 

relacionada com 5. carnosus e 5. condomenti. 

S. succinus m Essa especie, descrita pela primeira vez em 1998, foi isolada de urn fragmento de ambar da Republica 

Dominicana de 25 a 35 milhoes de anos. 310 Essa especie assemelha-se fenotipicamente a S. xylosus e esta 
estreitamente relacionada com 5. xylosus, S. saprophyticus, S. equorum e outros estafilococos resistentes a 
novobiocina. Foi proposta uma subespecie de 5. succinus, S. succinus subesp. casei, para os isolados de queijo 
sui'go amadurecido. 434 Em 2006, varios isolados de amostras ch'nicas humanas foram identificados como S. 

391 

succinus. 


Staphylococcus aureus subesp. aureus 

S. aureus e, de longe, o patogeno humano mais importante entre os estafilococos. S. aureus e encontrado no 
ambiente extemo e nas narinas anteriores de 20 a 40% dos adultos. Outros locals de colonizagao incluem pregas 
cutaneas intertriginosas, o perlneo, as axilas e a vagina. Embora esse microrganismo frequentemente constitua parte 
da microbiota humana, ele pode causar infecgoes oportunistas significativas em condigoes apropriadas. Os fatores 
que podem predispor um individuo a infecgoes graves por S. aureus incluem os seguintes: 

• Falbas na quimiotaxia dos leucocitos, tanto congenitos (p. ex., sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de Down, 
sindrome de Job e sindrome de Chediak-Higashi) como adquiridos (p. ex., diabetes melito, artrite reumatoide) 

• Falhas na opsonizagao por anticorpos em consequencia da presenga de hipogamaglobulinemia congenita ou 
adquirida ou deficiencias e/ou defeitos dos componentes do complemento (particularmente C3 e C5) 

• Falhas na destruigao intracelular das bacterias apos fagocitose, em virtude da incapacidade de ativar o sistema 
oxidativo ligado a membrana, resultando na ausencia de peroxidos e superoxido de vacuolos fagociticos (p. ex., 
doenga granulomatosa cronica, leucemia linfoblastica e leucemia mielogena tanto aguda quanto cronica) 

• Lesoes cutaneas (p. ex., queimaduras, incisoes cinirgicas, eczema) 

• Presenga de corpos estranhos (p. ex., suturas, acessos intravenosos, proteses) 393 

• Infecgao por outros agentes, particularmente virus (p. ex., influenza) 

• Doengas de base cronicas, como neoplasia maligna, alcoolismo e doenga cardiaca 

• Administragao profilatica ou terapeutica de agentes antimicrobianos. 

Nessas circunstancias, S. aureus pode causar uma variedade de processos infecciosos, que incluem desde 
infecgoes cutaneas relativamente benignas ate doengas sistemicas potencialmente fatais (Boxe 12.3). As infecgoes 
cutaneas incluem foliculite simples e impetigo, bem como celulite, furunculos e carbunculos, que acometem os 
tecidos subcutaneos e causam sintomas sistemicos, como febre (Prancha 12.1 A e B). Com frequencia, S. aureus e 
isolado de infecgoes pos-cirurgicas de feridas, que podem atuar como nicho para o desenvolvimento de infecgoes 
sistemicas. A broncopneumonia estafilococica adquirida na comunidade e habitualmente observada em individuos 
idosos e tem sido associada a pneumonia viral como fator predisponente. A pneumonia hospitalar causada por S. 
aureus ocorre nos contextos cllnicos de doenga pulmonar obstrutiva, intubagao e aspiragao. As doengas de base 
malignas sao reconhecidas como importantes fatores de risco para o desenvolvimento da bacteriemia por S. aureus. 
A bacteriemia tambem pode levar o microrganismo em locais distantes por todo o corpo, podendo resultar em 
endocardite, osteomielite, pioartrite e formagao de abscessos metastaticos, particularmente na pele, nos tecidos 
subcutaneos, nos pulmdes, no figado, nos rins e no cerebro. 11 ' 1 A meningite por S. aureus ocorre em pacientes 
com anormalidades do sistema nervoso central relacionadas com traumatismo, cirurgia, neoplasia maligna e 
hidrocefalia. S. aureus tambem constitui um dos numerosos microrganismos associados a peritonite em pacientes 
submetidos a dialise peritoneal ambulatorial continua. As toxinas produzidas por S. aureus sao responsaveis pela 
necrolise epidermica toxica (sindrome da pele escaldada estafilococica) e pela sindrome do choque toxico (Boxes 
12.3, 12.4 e 12.5) (Prancha 12.1 C) 16N As cepas de S. aureus tambem podem causar intoxicagao alimentar, devido a 
elaboragao de exotoxinas durante o seu crescimento em alimentos contaminados. S. aureus possui varias 
propriedades, que se acredita que possam contribuir para sua capacidade de produzir doenga (Boxe 12.4). 
Entretanto, esses fatores de virulencia nao sao encontrados em todas as cepas de S. aureus, e esse microrganismo 
continua sendo uma fonte constante de surpresa a medida que vao sendo descobertas novas e diferentes 




propriedades patogenicas. 592 Outras informagdes sobre infecgoes associadas ao S. aureus sao fornecidas no Boxe 
12.3. A definigao de caso da smdrome do choque toxico e fomecida no Boxe 12.5. 

A penicilina foi o farmaco de escolha original para o tratamento das infecgoes graves por S. aureus, e o 
aparecimento de resistencia foi devido a aquisigao de elementos geneticos transportados por plasmidios, que 
codificam betalactamases. Foram desenvolvidas penicilinas semissinteticas e resistentes a penicilinase (/. e., 
oxacilina, meticilina, nafcilina) para o tratamento, as quais foram introduzidas para uso clinico em 1959. Durante a 
decada de 1980, foi tambem constatado o aparecimento de resistencia a esses farmacos. A resistencia a meticilina 
deve-se a presenga de uma proteina de ligagao da penicilina alterada, denominada PBP2a (ou PBP2'), que resulta da 
aquisigao de um gene cromossomico, denominado mecA, que esta localizado dentro de um grande elemento 
cromossdmico estafilococico movel, conhecido como SCC mec (cromossomo cassete estafdococico). Foram 
identificados muitos tipos e subtipos SEC mec desde a prescrigao inicial desses elementos geneticos (ver segao sobre 
tipagem, adiante). 195 Curiosamente, acredita-se que S. aureus tenha adquirido o transposon SCC mec de S. sciuri, 
uma especie de estafilococo coagulase-negativo encontrada em animais e no ambiente. 609 A proteina PBP2a possui 
baixa afmidade por todos os agentes betalactamicos, incluindo as cefalosporinas. Uma vez inativadas as PBP 
normalmente presentes por um agente betalactamico, a PBP2a continua atuando e possibilita a sintese de uma 
estrutura de peptidoglicano estavel, permitindo, assim, o crescimento e a divisao do microrganismo. As cepas de S. 
aureus que contem SCC mec sao denominadas S. aureus resistente a meticilina (MRSA; do ingles, methicillin- 
resistant S. aureus) para distingui-las do S. aureus que carecem desse elemento e que, portanto, e sensivel a 
meticilina (MSSA; do ingles, methicillin-susceptible S. aureus). 


Boxe 12.3 


Infecgoes associadas a Staphylococcus aureus 

Infecgao Comentarios 

Foliculite A foliculite e uma infecgao benigna da derme superficial, restrita aos ostios dos foliculos pilosos e 

caracterizada pela presenga de pequenas lesoes avermelhadas e dolorosas e ausencia de sintomas sistemicos. 

Impetigo 0 impetigo e uma infecgao estafilococica superficial da derme, que e observada principalmente em criangas e 

que, em geral, acomete areas expostas, particularmente a face. Existem duas formas de impetigo: nao 
bolhoso e bolhoso. 179 0 impetigo nao bolhoso comega na forma de uma macula ou papula vermelha isolada, 
que rapidamente se transforma em vesicula. A vesicula sofre ruptura para formar uma erosao, e a lesao e o seu 
conteudo secam, formando crostas cor de mel caracteristicas, com bordas eritematosas, que podem ser 
pruriginosas. 0 impetigo pode se disseminar para areas adjacentes por autoinoculagao. 0 impetigo bolhoso e 
uma forma localizada da smdrome da pele escaldada estafilococica, que afeta mais comumente recem- 
nascidos, mas que tambem pode ocorrer em criangas de mais idade e adultos. As vesiculas superficial 
evoluem para bolhas com bordas bem definidas, sem eritema circundante. Quando as bolhas sofrem ruptura, 
formam-se crostas amarelas com exsudagao. 0 impetigo bolhoso e habitualmente encontrado em areas 
intertriginosas umidas (/. e., area das fraldas, axilas, pregas do pescogo). Os sintomas sistemicos nao sao 
comuns, mas podem incluir febre e, algumas vezes, gastrenterite. Os casos sao, em sua maioria, autolimitados 
e regridem sem deixar cicatrizes dentro de varias semanas. 5. aureus e responsavel por 80 a 90% dos casos de 
impetigo, enquanto o restante esta associado a estreptococos beta-hemoliticos do grupo A. 0 impetigo 
causado por esses dois microrganismos e clinicamente indistinguivel. 

Furunculos e carbunculos Os furunculos sao infecgoes de localizagao mais profunda dos foliculos pilosos, em que a supuraqio se estende 

pela derme e alcanga os tecidos subcutaneos. Essas lesoes manifestam-se como lesoes elevadas, firmes e 
dolorosas, com centros necroticos contendo material purulento. Em geral, nao ha sintomas sistemicos 
generalizados. Os carbunculos referem-se a lesoes de localizagao ainda mais profunda, que acometem os 
tecidos subcutaneos e varios foliculos pilosos adjacentes. Podem ocorrer varias lesoes, que podem coalescer 



Hidradenite supurativa 


Mastite 


Infecgao de feridas 


Celulite e infecgoes complicadas de 
tecidos moles 


Infecgoes da corrente sangui'nea 


por meio da formaqio de trajetos fistulosos subcutaneos. Os carbunculos tendem a ocorrer na nuca e, com 
frequencia, estao associados a sinais sistemicos de calafrios e febre. Os carbunculos exigem drenagem 
cirurgica imediata, e o tratamento deve incluir terapia antimicrobiana parenteral. 

A hidradenite supurativa e uma doen^a inflamatoria cronica ou recidivante da pele, gue acomete as areas com 
glandulas apocrinas, incluindo axilas, virilha e areas perineal e perianal. Essa condiqio caracteriza-se pela 
present de multiplas lesoes semelhantes a furunculos, associadas a obstruqio e infecqio das glandulas 
sudoriparas apocrinas. Apesar da presenga de dor local, edema e eritema, os sintomas sistemicos, como febre, 
estao habitualmente ausentes. 

A mastite refere-se a infecgao das mamas associada ao parto e a lactaqio e caracteriza-se por edema, 
tumefaqio, consistency firme e, em certas ocasioes, eritema dos tecidos mamarios. Os abscessos superficiais 
podem ser drenados por meio de aspiraqio com agulha, enguanto as lesoes persistentes e mais profundas 
necessitam de incisao e drenagem para cura, freguentemente em associaqio com antibioticoterapia. 

As infecgoes de feridas causadas por estafilococos ocorrem, em sua maioria, no pos-operatorio e sao 
reconhecidas pela present de eritema, edema e dor ao redor do local cirurgico e ocorrencia de drenagem 
sorossanguinolenta turva. A abordagem para os cuidados de pacientes com feridas infectadas por 
estafilococos depende da profundidade da infecqio, do estado do hospedeiro, da present e/ou gravidade dos 
sinais e sintomas dinicos e da presen^a/ausencia de corpos estranhos na ferida. Esses fatores determinam a 
extensao do desbridamento necessario, bem como a necessidade de quimioterapia antimicrobiana parenteral. 
Com frequencia, essas infecgoes sao causadas pela mesma cepa de 5. aureus encontrada nas narinas anteriores 
do paciente infectado. 579 

A celulite refere-se a rapida dissemina^ao de inflama^ao e infec^ao dos tecidos subcutaneos moles, podendo 
acometer a fascia superficial e a gordura subcutanea. Embora os estreptococos beta-hemoliticos do grupo A 
sejam as causas mais frequentes dessa infecqio, 5. aureus e, em certas ocasioes, responsavel, particularmente 
na present de abscesso ou de ulcera cutanea. A celulite pode envolver S. aureus, outros microrganismos 
gram-positivos e bacterias gram-negativas, de modo que a coleta das amostras deve incluir aspirados da 
borda condutora da celulite em processo de disseminaqio e coleta de hemoculturas, devendo-se iniciar uma 
terapia empirica de amplo espectro. A erisipela e urn tipo de celulite com borda elevada bem demarcada, que 
e habitualmente causada por estreptococos beta-hemoliticos do grupo A, porem causada, em certas ocasioes, 
por5. aureus. Essa infecgao e dolorosa, e o comprometimento linfatico e proeminente. A semelhan^a da 
celulite, a coleta de amostras localizadas e as hemoculturas sao uteis, e deve-se administrar imediatamente 
uma cobertura antimicrobiana que deve ser de amplo espectro. A fasciite necrosante pode resultar da 
disseminagao localizada de infecgao estafilococica ou pode origem hematogenica. Essa infecqio evolui 
rapidamente, de modo que o diagnostic, o desbridamento cirurgico e a fasciotomia imediata sao 
absolutamente necessarios para obter urn resultado clinico satisfatorio. A fasciite necrosante pode envolver 5. 
aureus, estreptococos beta-hemoliticos e bacterias gram-negativas (p. ex., P. aeruginosa), de modo que 
justifica-se uma terapia antimicrobiana de amplo espectro em altas doses. 

5. aureus e responsavel por 20 a 30 episodios de infecgao da corrente sangui'nea em cada 100.000 individuos 
por ano no mundo inteiro e esta associado a uma taxa de mortalidade de 20 a 30%. 43 ' 454 Do ponto de vista 
operacional, as infecgoes da corrente sangui'nea sao adquiridas em hospitais ou na comunidade. As infec^oes 
hospitalares ocorrem habitualmente dentro de 2 dias ou mais apos a internagao, enquanto as infecijoes 
adquiridas na comunidade surgem dois ou mais dias antes da hospitaliza^ao do individuo. A bacteriemia 
adquirida na comunidade (AC) pode estar associada a exposigao previa ou atual a uma institui^ao de 
assistencia a saude ou consultas ambulatoriais; em consequencia, as infecgoes da corrente sanguinea AC sao 



Endocardite 


designadas de modo mais acurado como infecgoes da corrente sangui'nea de imcio na comunidade associadas 
aos servigos de saude (ASS) ou de ini'cio na comunidade (AC). 440 As infecgoes da corrente sanguinea ASS 
geralmente ocorrem em pacientes com cateteres de demora ou outros dispositivos de acesso ou em pacientes 
submetidos a dialise ou a protocolos de tratamento ambulatorial. As infecgoes da corrente sanguinea AC de 
ini'cio na comunidade acometem indivfduos previamente sadios e desenvolvem-se a partir de uma infecgao 
localizada em outra parte do corpo (p. ex., infecgoes da pele e dos tecidos moles, abscessos, ulceras, infecgao 
ossea, gueimaduras). As infecgoes da corrente sanguinea ASS gue surgem no hospital ou na comunidade 
habitualmente envolvem cepas de S. aureus mais resistentes do gue as infecgoes cujo imcio ocorre fora do 
ambiente de cuidados de saude com o paciente internado/ambulatorial. Os pacientes com bacteriemia 
estafilococica habitualmente apresentam calafrios, tremores e febre. Pode-se observara presenga de 
peguenas lesoes cutaneas hemorragicas, e as gue acometem a pele podem evoluir, formando ulceras 
necroticas maiores. A endocardite apos bacteriemia porS. aureus ocorre em cerca de 10% dos pacientes e 
pode se manifestar de maneira sutil ou com multiplos sinais e sintomas. 86 Em caso de infecgao das valvas 
cardi'acas, podem-se observar manifestagoes hemorragicas mais sutis (p. ex., lesoes de Janeway, mancha de 
Roth, hemorragias subungueais). Pode-se constatar a presenga de sopros cardiacos, atrito pericardico e 
derrames pericardicos, gue, dependendo do tipo de sopro, freguentemente sugerem a provavel localizagao do 
envolvimento bacteriano e a insuficiencia valvar. A ecocardiografia transtoracica e a transesofagica ajudam a 
delinear a extensao do comprometimento cardiaco e mostram-se uteis para determinar a necessidade e a 
urgencia das intervenes cirurgicas. Com frequencia, verifica-se a presenga de trombocitopenia, enguanto a 
coagulagao intravascular disseminada representa uma complicagao rara, porem fatal, gue ocorre 
precocemente na evolugao ch'nica. Pode-se observar o desenvolvimento de focos metastaticos de infecgao em 
multiplos sistemas de orgaos, e a semeadura hematogenica do rim pode resultar em insuficiencia renal leve a 
grave, abscessos e pielonefrite. Se a infecgao da corrente sanguinea estiver associada a dispositivos de acesso 
infectados, a retirada desses materiais e fundamental para a eliminagao do microrganismo da corrente 
sanguinea. ! 11 Durante e apos a retirada, recomenda-se urn ciclo de 8 a 10 dias de terapia antimicrobiana 
parenteral, com acompanhamento do paciente, incluindo coleta de hemoculturas adicionais e exdusao de 
endocardite infecciosa. Outras complicates da infecgao da corrente sanguinea porS. aureus podem exigir 
ciclos mais longos de antibioticos, de 10 a 14 dias apos infecgoes cutaneas ate esguemas de 4 a 6 semanas no 
caso de infecgoes de localizagao profunda (p. ex., abscessos, infecgoes osseas). 1 1 Antes da disponibilidade de 
informagoes sobre a sensibilidade a agentes antimicrobianos, a cobertura terapeutica inicial era dirigida 
contra MRSA. 

S. aureus constitui uma causa de endocardite de valva nativa e tambem representa uma importante causa de 
endocardite de protese valvar. 161,381378 ' 586 A endocardite infecciosa por5. aureus manifesta-se habitualmente 
na forma de uma sindrome septica aguda com febre, sintomas inespecificos (/. e., artralgias, mialgias, dor 
pleuritica) e aparecimento de sopro cardiaco recente. Pode-se observar a presenga de lesoes cutaneas 
peteguiais e lesoes de Janeway, gue indicam o desenvolvimento de embolos septicos. Pode haver formagao de 
grandes vegetates sobre as valvas, gue se desprendem e embolizam para as arterias coronarias e arterias 
perifericas e para varias sistemas de orgaos. Os embolos septicos e aneurismas micoticos podem ser 
transportados ate o sistema nervoso central, onde podem causar infartos cerebrais, abscessos e hemorragias 
intracerebrais ou subaracnoideas. 0 diagnostico e auxiliado pela ecocardiografia, sendo as abordagens 
transesofagicas mais uteis para a detecgao de aneurismas micoticos. A endocardite do lado direito e observada 
principalmente em usuarios de drogas intravenosas. Para a endocardite de valva nativa causada por MSSA, 
administra-se geralmente uma penicilina resistente a penicilinase (p. ex., oxacilina, nafcilina) ou uma 
cefalosporina de primeira geragao (p. ex., cefazolina), com ou sem aminoglicosidio. 440 Recomenda-se o uso de 
vancomicina para pacientes com alergia a antibioticos betalactamicos e para agueles com endocardite 
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causada por MRSA. 0 tratamento pode ser continuado durante 4 a 6 semanas. Para a endocardite de protese 
valvar causada por MSSA, administra-se uma penicilina resistente a penicilinase, juntamente com rifampicina 
e gentamicina. A vancomicina com rifampicina e gentamicina e recomendada para pacientes com alergia aos 
betalactamicos e para agueles com endocardite causada por MRSA. 0 tratamento da endocardite de protese 
valvar precisa ser continuado durante pelo menos 6 semanas. 

A meningite por 5. aureus pode ocorrer como complicagao de bacteriemia ou traumatismo local devido a 
intervenes neurocirurgicas, colocagao de shunts, cirurgia ou lesao (p. ex., traumatismo cranioencefalico 
grave). 44,432 A meningite como complicate da bacteriemia ocorre habitualmente em indivi'duos 
comprometidos, com foco de infecgao em outra parte do corpo (/. e., abscesso, osteomielite, pneumonia). 419 
Embora os sinais e os sintomas sejam semelhantes aos de outras infecgoes das meninges, verifica-se a 
present mais freguente de comorbidades (p. ex., imunodeficiencia, doen t de base). A meningite causada 
porS. aureus e rara (2 a 8% de todos os casos de meningite), porem a taxa de mortalidade e elevada. 

A pericardite (infec^ao das membranas gue circundam o cora^ao) causada porS. aureus pode surgir por via 
hematogenica ou pode ser secundaria a infecgoes locais em conseguencia de traumatismo toracico 
penetrante, cirurgia ou embolos septicos. 463 A pericardite tambem pode ocorrer como complicate da 
endocardite estafilococica. Os pacientes apresentam dor toracica, atrito pericardico, insuficiencia cardiaca 
generalizada e/ou mediastinite. 

As infecgoes pulmonares causadas porS. aureus podem surgir em conseguencia de aspira^ao ou de 
dissemina<;ao hematogenica a partir de outro local. A pneumonia por aspiragao adguirida na comunidade e 
habitualmente observada no individuo idoso como complicate de pneumonia pelo virus influenza, enguanto 
aguela adguirida no hospital e habitualmente secundaria a intubai;ao e assistencia ventilatoria. 332 S. aureus 
esta emergindo como causa mais freguente de pneumonia hospitalar, e mais de 50% desses casos sao devidos 
ao MRSA. 385 A pneumonia causada porS. aureus progride rapidamente, com necrose tecidual e cavitates, e as 
complicates em ambos os tipos de infecgoes pulmonares consistem em bacteriemia, abscessos pulmonares e 
desenvolvimento de empiemas pleurais. 192 As radiografias de torax desses pacientes podem revelar infiltrados 
dispersos e focais, abscessos ou nodulos definidos, consolidate ou cavitagao. Em crian^as peguenas, podem- 
se observar pneumatoceles de parede delgada com niveis hidroaereos. A pneumonia por MRSA-AC apresenta 
sintomas respiratorios graves, febre, hipotensao e secretes respiratorias sanguinolentas purulentas. 185,375 A 
radiografia de torax habitualmente revela multiplos infiltrados com cavitagao e abscessos. Essa apresentato 
clinica e tipicamente observada em adultos jovens com infecto P or MRSA-AC apos uma doen^a inicial 
semelhante a influenza. Ocorre infeegao pulmonar hematogenica como complicate de endocardite do lado 
direito; essa infeegao e secundaria a embolizato de lesoes valvares, resultando em infartos pulmonares. As 
complicates da pneumonia por 5. aureus incluem empiema pleural e forma to de fistulas broncopleurais. 67 
Essas complicates habitualmente sao resultado da extensao direta de infeegao de urn local contiguo ao 
tecido pulmonar. Diversos procedimentos de varredura (p. ex., ultrassonografia, TC) podem ser uteis para o 
estabelecimento do diagnostico. 

5. aureus e o patogeno mais comum associado a infectes osseas e articulares, e houve aumento da frequencia 
relativa de MRSA nas infectes tanto hospitalares guanto AC. 3 A osteomielite causada porS. aureus ocorre 
mais freguentemente como complicate local em conseguencia de extensao direta ou disseminato 
hematogenica. Em geral, a osteomielite hematogenica e observada em crian^as e caracteriza-se pelo 
acometimento dos ossos longos, embora tambem ocorra comprometimento das costelas e da coluna lombar. 
Varios tipos de cintilografias, induindo RM e TC, mostram-se uteis para avaliar a extensao do 
comprometimento e, no caso de lesoes da coluna, a present de abscessos paravertebrais. Para obter urn 
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diagnostico definitivo, deve-se proceder a aspiragao e cultura dos abscessos e das lesoes osseas h'ticas. Em 
geral, os pacientes apresentam sintomas inespecificos de febre, perda de peso e dor ossea. A osteomielite 
causada por 5. aureus pode simular neoplasias malignas, como osteossarcoma em exames radiologicos, e a 
biopsia de agulha e essencial para a identifica^ao da causa microbiana. A artrite septica por 5. aureus ocorre 
principalmente em criangas pre-puberais e constitui habitualmente uma complica^ao da bacteriemia tanto 
em criangas guanto em adultos. 404 Nesses casos, o paciente apresenta uma articulagao tumefeita e guente 
(envolvendo, com mais frequencia, as articulates do joelho, do guadril, do cotovelo e do ombro ou as 
articulates interfalangicas), que e dolorosa com o movimento. A aspiragao da artlculagao, a coloragao pelo 
metodo de Gram e a cultura do exsudato purulento sao necessarias para o tratamento. A osteomielite e a 
artrite septica causadas por MRSA-AC e MSSA-AC sao observadas principalmente em crlangas, porem raras 
entre adultos. 137,570 Na maioria dos casos, nao ha nenhuma doenga de base. No caso do MRSA-AC, a fonte do 
microrganismo consiste habitualmente em Infecgoes da pele e dos tecidos moles. 0 tratamento dessas 
infectes consiste normalmente na administrate de vancomicina, e a dindamicina tambem tern sido efetiva 
quando os isolados nao demonstram ter resistencia induzivel a dindamicina. 24,349,559 Foram tambem relatadas 
infectes de proteses articulares causadas por MSSA e MRSA. 5 Essas infectes desenvolvem-se 
habitualmente pouco depois de substltulgao articular e exigem terapia antimicrobiana e substituigao da 
protese para obtera cura. 

A piomiosite e uma Infecgao dos musculos esqueleticos, que habitualmente ocorre em consequencia de 
traumatismo, frequentemente na adjacencia de urn foco existente de infecgao (p. ex., furunculo). 413 Em geral, 
os pacientes apresentam febre e dor muscular; a asplragao e a cultura revelam a presenga de S. aureus. A cura 
e obtida por meio de incisao e drenagem, em associagao a administrate de urn agente antimicrobiano 
adequado. 

A intoxicagao alimentar por estafilococos se da pela ingestao de alimento contaminado com cepas de S. 
aureus, que produzem enterotoxinas termoestaveis. Em geral, o alimento implicado torna-se contaminado em 
consequencia de manuseio, com crescimento subsequente dos microrganismos e produgao de toxina. Os 
alimentos implicados incluem saladas de batata, sorvete, cremes, produtos de confeitaria, alimentos 
enlatados e carnes processadas. Os sintomas, que consistem em nauseas, vomitos, colicas abdominais e 
diarreia, surgem habitualmente dentro de 2 a 6 h apos a ingestao do alimento e desaparecem depois de 8 a 10 
h. Tipicamente, nao ha febre nem sinais neurologicos. 0 tratamento consiste em reidratagao devido aos 
liquidos perdidos no vomito e na diarreia, ate que a recuperagao seja completa. 

A sindrome da pele escaldada estafilococica (SPEE) e causada por cepas de 5. aureus que produzem toxinas 
esfoliativas e ocorre habitualmente em recem-nascidos e lactentes com menos de 5 anos de idade. Nos casos 
de SPEE, as infecgoes por S. aureus podem acometer as conjuntivas, as narinas, o umbigo e o perineo. A SPEE 
tambem pode resultar de infecgoes estafilococicas extracutaneas, incluindo infecgao das vias urinarias, artrite 
septica, pneumonia e endocardite. 500 Nos casos de infecgao localizada, a SPEE pode aparecer como lesoes 
bolhosas, que se assemelham ao impetigo bolhoso. Quando as toxinas sofrem absorgao sistemica na corrente 
sanguinea, ocorre SPEE generalizada, com desenvolvimento de eritema disseminado e aparecimento de lesoes 
bolhosas em grandes areas do corpo, com descamagao subsequente das camadas superficial da pele. Isso 
resulta na exposigao de grandes areas de pele desnuda. Na maioria dos casos, ocorre descamagao, e os 
sintomas desaparecem em 5 a 7 dias. As toxinas responsaveis sao antigenicas, e os anticorpos produzidos 
contra elas sao protetores (Boxe 12.4). Ocorreram surtos de SPEE em unidades de terapia intensiva neonatais e 
bergarlos. 147 A cultura das lesoes pode nao contribuir com dados relevantes, de modo que e necessario obter 
amostras de outros locals possiveis de infecgao (/. e., narinas, conjuntivas, umbigo, nasofaringe). 305 A SPEE 
causada por MSSA exige tratamento com uma penicilina resistente a penicilinase ou clindamicina, com base 
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na sensibilidade do microrganismo isolado. E necessario um cuidado de apoio assi'duo (p. ex., isolamento de 
contato, tratamento da dor e limpeza delicada da pele) para prevenir superinfecgoes secundarias. 

A sfndrome do choque toxico (SCT) e uma doen^a multissistemica, que se caracteriza por uma sfndrome clfnica 
que consiste em febre, hipotensao, tontura ortostatica, eritroderma (exantema que empalidece a compressao) 
e graus variaveis de vomitos, diarreia, insuficiencia renal, cefaleia, calafrios, faringite e conjuntivite. 97,446,489 A 
princfpio, a doem;a era observada, com mais frequencia, em mulheres, ocorrendo o seu infcio principalmente 
durante a menstrua^ao. As pesquisas dos casos iniciais constataram uma associado entre o infcio da doen^a e 
o uso de absorventes fntimos internos de alta absor^ao durante a menstrua^ao (SCT menstrual). 489 0 material 
de fibra utilizado em tais absorventes de alta absor^ao criou o meio ideal para produ^ao da toxina, quando 
introduzido na vagina. Os nfveis elevados de oxigenio retido dentro do material absorvente, juntamente com o 
ambiente rico em protefna e C0 2 e de pH neutro fornecido pelo sangue estimulam a produ^ao de toxina TSST-1 
(do ingles, toxicschocksyndrome toxin ) por 5. aureus. A toxina produzida localmente atravessa as membranas 
mucosas e entra na corrente sangufnea; em geral, nao sao obtidas hemoculturas positivas em pacientes com 
SCT. Subsequentemente, foi relatada a ocorrencia de SCT em homens e mulheres nao associada a menstrua^ao 
como complicai;ao de abscessos estafilococicos, osteomielite, infec^oes das feridas pos-operatorias, 
queimaduras, tamponamento nasal e pneumonia pos-influenza. 446 Cerca de 20% dos isolados de S. aureus de 
portadores e de amostras dfnicas produzem TSST-1. 35 Embora a TSST-1 seja implicada na maioria dos casos de 
SCT menstrual, a SCT nao menstrual tambem pode ser resultado de enterotoxinas SEB e SEC. 357 0 papel de 
TSST-1, SEB, SEC e de outros superantfgenos (SAgs) na doen^a e sustentado pelo infcio agudo dos sintomas, 
com desenvolvimento de congestao vascular dentro de um perfodo de 1 a 2 dias. Com o aumento do 
extravasamento capilar e diminui^ao sistemica da resistencia vascular, ocorre perda de Ifquido intravascular 
para dentro dos espa^os intersticiais. A perda de Ifquido tambem e exacerbada pela present de diarreia em 
alguns pacientes. A perda do volume intravascular leva a hipotensao e hipoxia tecidual. A sfndrome do 
desconforto respiratorio agudo e a coagulagao intravascular disseminada constituem complicates comuns 
potencialmente fatais da SCT. A TSST-1 tambem parece exercer alguns efeitos toxicos diretos sobre o 
miocardio, o musculo esqueletico, o ffgado e o tecido renal. Curiosamente, os pacientes que desenvolvem SCT 
apresentam baixos tftulos de anticorpos contra TSST-1 ou carecem deles, bem como outros SAgs implicados, 
antes e no decorrer da doen^a aguda, e mais de 50% dos pacientes permanecem suscetfveis a SCT quando nao 
ha produ0o de anticorpos protetores. 521 Outras afectes que podem ser indufdas no diagnostico diferencial 
da SCT induem outras infecgoes mediadas portoxinas (p. ex., sfndrome da pele escaldada, gastrenterite, 
escarlatina), infecgoes locais com choque e/ou dor abdominal aguda (p. ex., gastrenterite infecciosa, 
salpingite, aborto septico, infecgoes agudas das vias urinarias) e doen^as multissistemicas de etiologia 
infecciosa (p. ex., choque septico associado a pneumococos, meningococos ou Haemophilus influenzae tipo b; 
sarampo, febre maculosa das Montanhas Rochosas, tifo transmitido por carrapato, leptospirose, infecgao por 
Legionella; toxoplasmose; e sfndromes adenovirais ou enterovirais) e de etiologia nao infecciosa (doengas de 
Kawasaki, lupus eritematoso sistemico, febre reumatica aguda, artrite reumatoide, reaves medicamentosas). 
Em geral, o diagnostico de SCT baseia-se nos sinais e sintomas dfnicos, de acordo com a definito de caso 
(Boxe 12.3). 0 tratamento da SCT consiste em antibioticoterapia, cuidados de apoio e, em alguns casos, 
cirurgia. Em certas ocasioes, pode-se recomendar o uso de agentes antimicrobianos que inibem a sfntese de 
toxinas (p. ex., dindamicina, fluoroquinolonas, rifampicina). A imunoglobulina serica pode ser util nos casos 
graves. A preven^ao da SCT envolve a rapida aten^ao para infecgoes de feridas e de tecidos moles por S. aureus 
e a interrupto do uso de tampoes hiperabsorventes. 0 estado de portador nasal pode ser eliminado pelo uso 
de mupirocina. A taxa de mortalidade associada a SCT estafilococica e de cerca de 3%. 

0 isolamento de 5. aureus da urina pode estar associado a bacteriemia e doen^a invasiva, em que as vias 



urinarias urinarias constituem a fonte do microrganismo.” Por outro lado, a presenga do microrganismo nas vias 

urinarias pode resultar de disseminagao hematogenica de outra fonte para os rins. A emergencia da 
resistencia a meticilina foi associada a um aumento concomitante na frequencia de MRSA em culturas de 
urina. Os pacientes com 5. aureus na urina sao, em sua maioria, assintomaticos, porem ate um ter^o pode 
apresentar sintomas sugerindo infecgao das vias urinarias (/. e., febre, disuria, hematuria e piuria). 377 Os 
fatores de risco para a bacteriuria por S. aureus induem idade avan<;ada, cateterismo ou instrumental das 
vias urinarias, residencia em institutes de cuidados prolongados e cirurgia, obstrugao ou neoplasia maligna 
das vias urinarias. 
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Polissacaridios capsulares e Mais de 90% de 5. aureus produzem exopolissacaridios que atuam para promover a aderencia dos 

forma^ao de biofilme microrganismos as celulas hospedeiras e a dispositivos de protese e impedir a fagocitose do microrganismo 

por celulas polimorfonucleares. 261 ' 316,380 ' 541 Os polissacaridios capsulares de 5. aureus tambem sao capazes de 
alterar a ligagao e a funcionalidade do complemento. Esses exopolissacaridios foram observados ao exame de 
microscopia eletronica de deriva^oes de marca-passos, cateteres peritoneais e acessos intravenosos infectados 
por 5. aureus e foram demonstrados imunologicamente in vitro. Ate o momento, foram descritos 13 tipos de 
polissacaridios capsulares em 5. aureus, e cerca de 70 a 80% dos isolados de importancia ch'nica pertencem 
aos sorotipos capsulares 5 ou 8. 456,582 Os outros sorotipos capsulares sao muito raros entre os isolados clmicos. 
Esses tipos capsulares sao encontrados em isolados tanto de MRSA quanto de MSSA. Em um estudo, 64% dos 
MRSA eram do tipo 5 capsular, enquanto 60% das cepas de MSSA eram do tipo 8. 575 Cerca de 10 a 20% dos 
isolados clmicos nao sao tipaveis pelos metodos empregados para caracterizar esses polissacaridios 
capsulares, e as cepas nao tipaveis frequentemente possuem os genes para os tipos 5 ou 8 capsulares, porem 
esses genes nao sao expressos. 10 Alguns isolados nao tipaveis expressam um polissacaridio de superficie 
celular, denominado 336PS, que se assemelha estruturalmente a polirribitol-fosfato /V-acetil-glicosamina e 
acidos teicoicos de 5. aureus. m,3% Os polissacaridios capsulares sao importantes componentes dos biofilmes, 
que consistem em agrupamentos de microrganismos fixados a superficie, envolvidos por matriz polimerica 
extracelular que consiste em exopolissacaridios, acidos teicoicos, material proteinaceo e DNA extracelular. 0 
DNA encontrado nos biofilmes de 5. aureus origina-se da degradagao do DNA celular pela termonudease. 0s 
microrganismos induidos na matriz exibem metabolismo reduzido e sao recalcitrantes a penetra^ao e 
atividade dos agentes antimicrobianos. A forma^ao inicial dos biofilmes envolve a fixa^ao por meio de 
proteinas sericas (p. ex., fibrinogenio, fibronectina, vitronectina) que recobrem os cateteres ou outros 
dispositivos de demora ou a sua fixagao direta ao proprio material de plastico de demora. Essa fixa^ao e 
promovida por um grupo de moleculas de superficie que pertencem a familia MSCRAMM (componentes da 
superficie microbiana que reconhecem as moleculas de adesao da matriz; do ingles, microbial surface 
components recognizing adhesive matrix molecules) de adesinas. Apos a ocorrencia de intercedes de superficie 
iniciais, ocorre liga^ao cruzada intercelular por meio da PIA. A atividade de nuclease das celulas estafilococicas 
lisadas degrada o DNA extracelular no biofilme e ajuda a dispersar a superficie do biofilme. Houve um 
renovado interesse por esses polisssacarfdios capsulares, visto que eles constituem fatores essenciais de 
virulencia, e os anticorpos dirigidos contra eles parecem ser protetores. Em consequencia, foi desenvolvida 
uma vacina a base de antfgenos capsulares para os sorotipos 5 e 8, que contem esses polissacaridios 




Adesinas 


Peptidoglicano, acidos teicoicos e 
lipoteicoicos 


Protei'na A 


especfficos quimicamente conjugados a urn carreador proteico haptenico (StaphVAX*, Mabi 
Biopharmaceuticals, Rockville, MD). 159,491,492 Existe tambem uma vacina conjugada contra S. aureus 336 PS em 
desenvolvimento. 

A farm'lia MSCRAMM (componentes da superficie microbiana que reconhecem as moleculas de adesao da 
matriz) de adesinas indui mais de 20 proteinas pequenas, que estao ligadas ao peptidoglicano da parede 
celular de S. aureus . 4,5 Os genes para essas moleculas estao localizados no cromossomo e estao presentes em 
todas as cepas de 5. aureus. Essas proteinas medeiam a aderencia as proteinas de matriz do hospedeiro (p. ex., 
fibronectina, fibrinogenio, elastina e outros lipidios celulares) e a dispositivos de plastico implantados. Outras 
adesinas atuam na ligagio da hemoglobina, hemina, transferrina e haptoglobina. Algumas adesinas sao 
fatores de virulencia que se correlacionam com a ecologia dos estafilococos e doen^as especificas causadas. 

Por exemplo, o fator de agregagio de B (Clf B), as proteinas de liga^ao da fibronectina A e B (FnPBA, FnBPB) e 
a protei'na de ligagao do colageno (Cna) estao associados a colonizagao nasal porS. aureus, infecgoes 
relacionadas com dispositivos de assistencia ventricular e osteomielite, respectivamente. 25,433,598 Foram 
descritas varias outras proteinas (proteinas de superficie de S. aureus B, C, D, F, G, H e K), cujos alvos e 
especificidades de ligantes ainda nao foram determinados. 

As paredes celulares de 5. aureus contem peptidoglicanos (polimeros de ligagao cruzada de N- 
acetilglicosamina e acido IV-acetilmuramico), que se assemelham aqueles encontrados em outras bacterias 
gram-positivas, e acidos teicoicos, que consistem em polimeros de ribitol (monossacaridio de cinco carbonos)- 
fosfato singulares (ver Capitulo 5). Os acidos teicoicos atuam para promover a aderencia as superficies 
mucosas e ancorar enzimas associadas a parede celular. Os acidos lipoteicoicos sao encontrados na membrana 
plasmatica e mantem a liga^ao do peptidoglicano a membrana celular. Alem de proporcionar rigidez e 
elasticidade a parede celular dos estafilococos, os componentes de peptidoglicano e os acidos teicoicos e 
lipoteicoicos tambem possuem atividades biologicas que podem contribuir para a virulencia. Essas 
propriedades induem a capacidade de ativar o complemento, e o aumento da quimiotaxia das celulas 
polimorfonucleares, a indugio da produgio de interleucina-1 pelos monocitos humanos e a estimulagio da 
produgio de anticorpos opsonicos. Foram investigados testes sorologicos para a detecgio de anticorpos contra 
essas moleculas quanto a seu possivel valor diagnostic e/ou prognostic; os resultados foram 
decepcionantes, devido a consideravel superposigio dos titulos de anticorpos entre individuos infectados e 
nao infectados, ao amplo espectro de infecgoes e doen^as causadas por 5. aureus e a variabilidade da resposta 
imune dependente do hospedeiro, devido a idade, a outras infecgoes e a imunocompetencia geral. Varias 
outras proteinas, incluindo adesinas da farm'lia MSCRAMM, estao incorporadas de modo covalente a estrutura 
do peptidoglicano de 5. aureus. 4 ' 5 

A proteina A e uma adesina da familia MSCRAMM de 42.000 Da, que e encontrada tanto na superficie celular 
quanto no meio de crescimento. Essa proteina singular liga-se a regiao Fc de todas as subclasses de IgG 
humanas, exceto a lgG 3 . A proteina A interfere na opsonizagio e na fagocitose dos microrganismos pelas 
celulas polimorfonucleares, ativa o complemento e pode desencadear reaves de hipersensibilidade de tipo 
imediato e de tipo tardio. A proteina A tambem e urn "superantigeno das celulas B", visto que pode se ligar a 
determinados receptores de celulas B e, consequentemente, limitar sua capacidade de sintetizar anticorpos 
especfficos. 194 A proteina A liga-se tambem ao fator de von Willebrand e a proteina C3 do complemento, 
promovendo, assim, a aderencia das bacterias as plaquetas, e tern a capacidade de catalisar a conversao de C3 
em C3b. 106 A molecula de proteina A tambem liga-se ao receptor de TNF-a e, ao faze-lo, reduz a sinalizagao de 
citocinas pro-inflamatorias. 1 A proteina A e codificada pelo genes/w cromossomico. A presenga da proteina 
A sobre 5. aureus constitui a base para testes de coaglutinagio, que sao utilizados em muitos laboratories 



Enzimas 


Hemolisinas e leucocidinas 


ch'nicos para a identifica<;ao do microrganismo e para a detec^ao de antigenos bacterianos nos h'guidos 
corporais. 

5. aureus produz diversas enzimas gue contribuem para a sua virulencia. A produ^ao de catalase por esses 
microrganismos pode atuar inativando o peroxido de hidrogenio e radicals livres toxicos formados pelo 
sistema da mieloperoxidase no interior das celulas fagociticas apos a ingestao dos microrganismos. 0 fator de 
agrega^ao, urn material ligado a celula gue tern a capacidade de ligar-se ao fibrinogenio, e responsavel pela 
liga^ao de 5. aureus tanto a fibrina guanto ao fibrinogenio. A coagulase, gue pode existir na forma livre no 
meio ou em uma forma ligada a celula, liga-se a protrombina e a ativa e promove a conversao do fibrinogenio 
em fibrina. Essa atividade enzimatica pode atuar para recobrir as celulas bacterianas com fibrina, tornando-as 
mais resistentes a opsoniza^ao e a fagocitose. 56 As fibrinolisinas degradam os coagulos de fibrina e facilitam a 
disseminagao da infec^ao para os tecidos adjacentes. De modo semelhante, a hialuronidase hidrolisa a matriz 
intercelular de mucopolissacaridios acidos nos tecidos e, por conseguinte, pode atuar disseminando os 
microrganismos para areas adjacentes no tecido. 212 Foi constatado gue as cepas de 5. aureus gue causam 
furunculose cronica produzem lipases potentes, gue podem ajudar a disseminar os microrganismos nos 
tecidos cutaneos e subcutaneos. 459,469 Foi tambem descrita uma fosfolipase C fosfatidilinositol-especifica 
associada a cepas isoladas de pacientes com sfndrome de desconforto respiratorio do adulto e coagula^ao 
intravascular disseminada. Os tecidos afetados por essa enzima tornam-se mais suscetiveis a lesao e 
destruigao por componentes do complemento e produtos bioativos durante a ativagao do complemento. 5. 
aureus tambem produz uma nuclease ou fosfodiesterase gue possui atividades tanto de exonuclease guanto 
de endonuclease. Estudos imunologicos e de especificidade de substratos indicam gue 5. aureus produz varios 
tipos diferentes de enzimas betalactamases. A produ^ao dessas enzimas pode ser reduzivel (/. e., sao apenas 
produzidas na present de agentes antimicrobianos betalactamicos) ou constitutiva (/. e., sao produzidas 
continuamente) e torna esses microrganismos resistentes a penicilina e a ampicilina. Os genes gue codificam 
essas enzimas estao habitualmente em plasmi'dios (DNA extracromossomico), gue tambem possuem genes 
para a resistencia a diversos antibioticos, como eritromicina e tetracidina. Esses genes de resistencia podem 
ser transferidos para outras bacterias por transformagjo e transdu^ao. 

As hemolisinas de 5. aureus possuem varias atividades biologicas. 55 A a-hemolisina eletal para uma 
variedade de tipos celulares in vitro e provoca lise dos eritrocitos de varias especies de animais, porem os 
eritrocitos humanos sao muitos menos sensiveis. Os monocitos, os macrofagos e os linfocitos humanos sao 
suscetiveis a lise pela a-hemolisina, porem os granulocitos sao altamente resistentes. Essa toxina e uma 
proteina com peso molecular de 33.000 Da, gue e secretada no meio de cultura durante o crescimento 
logaritmico tardio. Agrupamentos de fosfatidilcolina, varios lipidios associados a membrana e outras proteinas 
associadas a celula atuam em conjunto para a ligado especifica da a-hemolisina em celulas-alvo 
suscetiveis. 552 ' 555 Os monomeros individuals interagem e agregam-se na membrana da celula-alvo, formando 
homo-heptameros cilindricos com urn poro central aguoso. Esses poros possibilitam o rapido efluxo de ions 
potassio e de outras moleculas peguenas e o influxo de ions sodio e calcio, resultando em edema osmotico e 
ruptura da celula. Essa toxina tambem e ativa contra plaguetas e pode contribuir para eventos tromboticos 
septicos durante a bacteriemia por 5. aureus. m A a-hemolisina e dermonecrotica guando administrada por 
injegao subcutanea e e letal para animais guando administrada por via intravenosa. A toxina a-hemolisina e 
responsavel pela zona de eritrocitos hemolisados observada ao redor de colonias de algumas cepas de 5. 
aureus gue crescem em SBA. A (3-hemolisina e uma esfingomielinase neutra (hidrolisa o lipocarboidrato 
esfingomielina), gue e ativa contra uma variedade de tipos de celulas. A (3-hemolisina e uma exotoxina 
proteica, com peso molecular de 35.000 Da, gue e secretada no meio guase no final da fase de crescimento 
logaritmica. A atividade hemolitica reguer a presenga de ions magnesio, e a especificidade de substrato 



limita-se a esfingomielina, que e hidrolisada, formando ceremida e fosforilcolina. A (3-hemolisina de 5. aureus 
e citotoxica para os monocitos humanos, porem e inativa contra granulocitos, linfocitos efibroblastos. 584 A 
suscetibilidade variavel dos eritrocitos de diferentes especies de animais a lise mediada pela (3-hemolisina 
deve-se, provavelmente, a diferengas no conteudo de esfingomielina da membrana. A (3-hemolisina e uma 
hemolisina "quente-fria" isto e, suas propriedades hemolfticas sao intensificadas pela exposigao subsequente 
dos eritrocitos a baixas temperaturas. Essa propriedade pode ser produzida pela ruptura inicial das forgas de 
coesao dentro da membrana e separagao de fase subsequente no interior da membrana, a medida que a 
temperatura e reduzida. A morte celular provavelmente resulta da ruptura da fluidez da membrana 
plasmatica da celula hospedeira. 246 A (3-hemolisina, juntamente com o fator CAMP produzido por 
estreptococos do grupo B, e responsavel pela hemolise sinergica observada em teste CAMP positivo para 
identificaqao presuntiva de estreptococos do grupo B. A S-hemolisina e a y-hemolisina sao encontradas em 
algumas cepas de 5. aureus e tambem causam lise de uma variedade de tipos celulares. A 6-hemolisina e urn 
pequeno pepti'dio anfipatico, com peso molecular de 3.000 Da, que e secretada no meio quase no final da fase 
exponencial de crescimento. Essa hemolisina e produzida por mais de 97% das cepas de 5. aureus e tambem e 
encontrada em 50 a 70% dos estafilococos coagulase-negativos. A 6-hemolisina atua principalmente como 
surfactante ou molecula semelhante a detergente, que interage com as membranas celulares e forma canais 
que desestabilizam a membrana e que aumentam de tamanho com o passar do tempo, resultando em 
extravasamento lento do conteudo celular. 76 A Y-hemolisina e a PVL sao ambas toxinas formadoras de poros 
de dois componentes, que sao compostas de polipeptidios, os quais sao diferenciados no laboratory pela sua 
velocidade de migragao na eletroforese em gel em componentes "lento" (S, slow), ou rapido (F, fast): A y- 
hemolisina e composta por combinagoes dos polipeptidios HlgA ou HlgC (componente S) com HlgB 
(componente F). A PVL e transmitida entre cepas de estafilococos por bacteriofagos lisogenicos (fago cpSLT) e 
e composta por uma combinagao de LukS e LukF. LukED e LukGH (tambem denominada LukAB) sao toxinas 
adicionais formadoras de poros de dois componentes. Os monomeros dessas toxinas ligam-se de modo 
sequencial as membranas celulares suscetiveis e sofrem oligomeriza^ao em poros compostos de quatro 
componentes S e quatro componentes F. As celulas afetadas sofrem desgranulagao do citoplasma, 
intumescimento e Use. 397,418 Os componentes da PVL consistem em proteinas extracelulares secretadas, 
embora LukGH seja encontrada como proteina de superficie celular predominante durante a fase de 
crescimento exponencial tardia. >74 A PVL e li'tica para uma variedade de tipos de celulas, incluindo neutrofilos 
humanos, macrofagos alveolares murinos e neutrofilos de coelho, porem o papel da PVL na patogenese das 
infecgoes humanas nao esta bem-esdarecido. 328 Modelos de animais (/. e., camundongos, coelhos, macacos) e 
estudos realizados com tipos de celulas humanas usados na pesquisa da PVL produziram resultados 
divergentes e levantaram uma preocupa^ao quanto a aplicabilidade desses modelos a doen^a humana. Foi 
proposto urn papel para a PVL na patogenese das infecgoes por MRSA-AC, particularmente infecgoes da pele e 
dos tecidos moles, pneumonia hemorragica e osteomielite, e varios estudos realizados examinaram essa 
associa^ao. 121 Estudos de grande porte centrados no paciente nao documentaram qualquer papel especifico 
da PVL em associa^ao a resultados dinicos adversos em infec^oes de pele e de tecidos moles ou em 
pneumonias hospitalares. 27,490 Os genes de PVL sao altamente conservados e sao encontrados em quase todos 
os MRSA-AC, incluindo a cepa USA300 que provoca a maioria das infecgoes por MRSA-AC nos EUA. 49,373,540 Os 
isolados de MRSA-ASS e MSSA apresentam baixa prevalence do gene que codifica PVL. 558,580 As cepas de 
MRSA-AC produtoras de PVL habitualmente apresentam SCCmec tipo IV. Tendo em vista que os genes 
estruturais da PVL no MRSA-AC sao encontrados em fagos lisogenicos, as linhagens tipo PVL refletem o 
fagotipo, a localizagao da insergao do gene PVL no cromossomo do estafilococo e o grau de expressao do gene 
PVL. 58 Foi descrito urn grupo de pequenos pepti'dios citotoxicos, denominados PSM, em 5. aureus, S. 
epidermidis e outros estafilococos coagulase-negativos. 588 Os PSM sao pepti'dios a-helicoidais secretados 
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relacionados com a 6-hemolisina, que tambem atuam por meio de desestabiliza^ao das membranas, 
causando extravasamento celular. 0 papel dos PSM nas infecgoes estafilococicas humanas ainda nao foi 
esclarecido, porem um gene PSM, psm-mec, e encontrado dentro do elemento genetico movel SCCmecnos 
SCCmec tipos II, III e VIII. 90 Foram tambem descritas varias moleculas semelhantes a superantigenos em S. 
aureus, que sao capazes de inibir a migra^ao dos neutrofilos. 617 

Toxinas esfoliativas ou epidermoh'ticas sao produzidas por 1 a 2% das cepas de S. aureus e consistem em duas 
proteinas, designadas como ET-A e ET-B, tendo, cada uma delas, um peso molecular de 24.000 Da. 0 gene 
para a ET-A (eta) e transportado por um bacteriofago integrado no cromossomo, enquanto o gene ET-B (etb) 
encontra-se em um plasmi'dio. 303 Essas moleculas sao distintas do ponto de vista tanto bioqui'mico quanto 
imunologico, apresentam atividades biologicas semelhantes e tambem possuem atividades de 
superantigenos. Tanto ET A quanto ET-B possuem atividade de serina protease e tern como alvo a desmogleina 
1 (Dsgl), uma das quatro glicoproteinas de adesao que estao localizadas dentro dos desmossomos na 
epiderme. 387,611 A dissolugao da matriz mucopolissacaridica do estrato granuloso na epiderme resulta em 
separa^ao intraepitelial das ligates celulares no estrato granuloso. 305 As toxinas esfoliativas sao responsaveis 
pela apresenta^ao clinica da SPEE. Ambas toxinas podem tambem funcionar como superantigenos. Foram 
tambem identificadas outras isoformas de toxinas epidermoh'ticas (/. e., EF-C e EF-D). As enterotoxinas A a E, H 
e I sao moleculas termoestaveis, que sao responsaveis pelas manifesta^oes clinicas da intoxicagao alimentar 
estafilococica, que constitui a causa mais comum de intoxicagao alimentar nos EUA. 0 modo exato de a$ao 
dessas enterotoxinas nao e conhecido, porem foi constatado que elas aumentam o peristaltismo intestinal. A 
ingestao de enterotoxinas pre-formadas em alimentos que sustentam o crescimento de estafilococos (p. ex., 
produtos de confeitaria, cremes, salada de batata, carnes processadas, sorvete) resulta em vomitos, com ou 
sem diarreia, dentro de 2 a 8 h. Essas condigoes toxicas sao autolimitadas (24 a 48 h) e so necessitam de 
terapia de suporte. Sao observadas a Iteragoes inflamatorias (p. ex., mucosa hiperemica, infiltrados de 
neutrofilos, exsudatos duodenais mucopurulentos, ruptura da borda em escova) em todo o trato 
gastrintestinal, porem as lesoes mais graves e extensas sao observadas no estomago e na parte superior do 
intestinodelgado. 

As enterotoxinas estafilococicas (SE; do ingles, staphylococcalenterotoxins ) pertencem a um grupo de pelo 
menos 15 toxinas, coletivamente conhecidas como exotoxinas pirogenicas, que tambem inclui a toxina da 
sindrome do choque toxico (TSST-1, ver adiante). As SE incluem SE A, B, C n , D, E, G, H, I, J, K, L, M, N e 0. Todas 
essas moleculas comportam-se como superantigenos (SAg) e, consequentemente, apresentam designates 
paralelas em letra maiuscula como SAg. Todas essas toxinas compartilham tres caracteristicas biologicas: 
pirogenicidade, superantigenicidade e capacidade de aumentar em ate 100.000 vezes os efeitos letais de 
quantidades diminutas de endotoxina em coelhos. Os superantigenos sao, em sua maioria, pequenas 
proteinas (20 a 28 kDa) secretadas, cuja maior parte e codificada em elementos geneticos moveis. A 
superantigenicidade refere-se a capacidade dessas toxinas de estimular a proliferate dos linfocitos T, sem 
nenhuma relagao com suas especificidades antigenicas. Todas essas toxinas induzem a proliferate de celulas 
T policlonais por meio de coligagao entre moleculas do complexo principal de histocompatibilidade dasse II 
sobre celulas apresentadoras de antigenos e a por^ao variavel da cadeia (? do receptor de antigenos das celulas 
T. Apos ativagao por superantigenos, um grande surto de liberagao de citocinas leva a uma resposta 
inflamatoria maci^a e a sindrome do choque. Na sindrome do choque toxico, a TSST-1, uma pequena proteina 
com peso molecular de 22.000 Da, e capaz de cruzar membranas mucosas adjacentes e entrar na circulagao 
apos a sua product) local por cepas de 5. aureus produtoras de TSST-1. A liberagao sistemica de citocinas e 
seus efeitos fisiologicos amplos resultam no rapido desenvolvimento de doen^a multissistemica com SCT. 




Boxe 12.5 


Definite) de caso de sindrome do choque toxico 


Caracteristica 

Comentario 

Febre 

Temperatura > 38,9°C 

Exantema 

Eritroderma macular difuso 

Descamato 

1 a 2 semanas (habitualmente 10 a 14 dias) apos o ini'cio da doem;a, acometendo particularmente as palmas 

das maos, as plantas dos pes e os dedos das maos e dos pes 

Hipotensao 

Pressao sistolica < 90 mmFIg em adultos ou inferior ao quinto percentil por idade para criangas com menos de 

16 anos de idade. Queda ortostatica da pressao diastolica de > 15 mmFIg da poslgao de decubito para a 

sentada; sfncope ortostatica ou tontura ortostatica 


Comprometimento de tres ou mais sistemas organicos 


Gastrintestinal 

Vomitos ou diarreia no ini'cio da doen<;a 

Muscular 

Mialgia intensa ou creatinina fosfoquinase acima de duas vezes o limite superior da normalidade 

Mucosas 

Hiperemia vaginal, orofarlngea ou conjuntival 

Renal 

Ni'veis de ureia sangulnea ou de creatinina serica acima de duas vezes o limite superior da normalidade para o 

laboratorio ou sedimento urinario com piuria (> 5 leucocitos por campo de grande aumento) na ausencia de 

infec^ao das vias urinarias 

Hepatico 

Ni'veis de bilirrubina total, alanina aminotransferase ou aspartato aminotransferase de pelo menos duas vezes 

o limite superior da normalidade para o laboratory 

Hematologico 

Contagem de plaquetas < 100.000/mm 3 

SNC 

Desorientato ou altera^oes da conscience sem sinais neurologicosfocais, na ausencia de febre e hipotensao 

Criterios laboratoriais 

Resultados negativos nos seguintes testes: 


Hemocultura, culturas de amostras de garganta e li'quido cefalorraquidiano (as hemoculturas podem ser positivas para 5. aureus) 
Testes sorologicos para febre maculosa das Montanhas Rochosas, leptospirose e sarampo 

Classificacao dos casos 


Confirmado 

Urn caso em que estao presentes todos os seis achados clmicos descritos anteriormente 

Provavel 

Urn caso em que estao presentes cinco dos seis achados clmicos descritos anteriormente 


Outros achados laboratoriais patognomonicos para a SCT, porem atualmente nao induidos na definicao de caso: 

• Isolamento de 5. aureus de mucosa ou local do corpo normalmente esteril 

• Produ^ao de TSST-1 ou de uma toxina alternativa que cause reconhecidamente SCT por urn isolado de estafilococo incriminado 

• Suscetibilidade sorologica a toxina relevante por ocasiao da doenp aguda 

• Desenvolvimento de anticorpos contra a toxina relevante durante a convalescent 



Com a fmalidade de caracterizar ainda mais esses microrganismos, foram examinados, por eletroforese em gel 
de campo pulsado (PFGE; do ingles, pulsed-field gel electrophoresis), MRSA isolados de hospitals dos EUA; e 
foram defmidos oito grupos - USA100 a USA800. 358 Todos, com excegao de dois PFGE-tipo - USA300 e USA400 
- foram oriundos de infecgoes associadas a servigos de saude e infecgoes hospitalares. Subsequentemente, USA300 
emergiu como clone predominante responsavel por infecgoes por MRSA adquiridas na comunidade, tendo como 
apresentagao clinica predominante a ocorrencia de infecgoes graves da pele e dos tecidos moles. 401,540,558 Na 
atualidade, sao reconhecidos dois tipos de infecgoes por MRSA: as infecgoes por MRSA associado a servigos de 
saude (MRSA-ASS) e por MRSA adquirido na comunidade (MRSA-AC). 34 As infecgoes causadas por MRSA-ASS 
ocorrem principalmente entre individuos idosos e incluem infecgoes predominantemente da corrente sanguinea, 
pneumonia e coinfecgoes por outros agentes hospitalares. Os individuos que correm risco de adquirir essas 
infecgoes fornecem habitualmente uma historia de hospitalizagao recente, residencia em instituigao de cuidados 
prolongados, cateter de demora em posigao ou cirurgia recente. Os isolados de MRSA-ASS tambem tendem a ser 
multidrogarresistentes. As infecgoes por MRSA-AC acometem individuos sem fatores de risco associados aos 
servigos de saude, e as infecgoes observadas incluem infecgoes de tecidos moles (incluindo fasciite necrosante), 
pneumonia necrosante grave, sepse e infecgoes dos ossos e das articulagoes. 34,68,87,121,149,267,269,571 Ocorreram surtos 
de MRSA-AC entre diversas populagoes na comunidade, como detentos, criangas em creches, participantes de 
esportes de contato e recrutas militares, e esses casos estao desproporcionalmente representados entre populagoes 
com carencia de assistencia medica em areas urbanas. 34,68,87,121,149,267,269 Os aumentos relatados na incidencia de 
infecgoes pediatricas de pele/tecidos moles causadas por MRSA resultam, em grande parte, da emergencia do 
MRSA-AC. 1 8 Atualmente, o clone MRSA USA300 associado a comunidade disseminou-se da comunidade de volta 
as instituigoes de servigos de saude, onde tomou-se agora uma causa significativa de infecgoes associadas aos 
servigos de saude e infecgoes hospitalares da corrente sanguinea. 48 " Em um estudo que examinou as infecgoes da 
corrente sanguinea e de pele/tecidos moles causadas por MRSA, de 2000 a 2008, foi constatado que o USA300 
respondeu por 55% dos casos de bacteriemia e constituiu a cepa predominante causadora de infecgoes associadas a 
comunidade, aos servigos de saude de inicio na comunidade e a corrente sanguinea de inicio no hospital. 5 ' Na 
atualidade, foi relatada a ocorrencia do clone MRSA USA300 em 5 continentes e em mais de 36 paises. 324,386 O 
MRSA-ASS e o MRSA-AC tambem diferem quanto aos tipos SCC mec. Os tipos I, II e III sao encontrados nas 
cepas de MRSA-ASS, enquanto os tipos IV, V e VI predominam entre o MRSA-AC. Nos EUA, o subtipo 
predominante do clone MRSA-AC USA300, USA300-0114, possui SEC mec tipo IV e SCC mec tipo 4a. 
Recentemente, foram descritos varios novos tipos e subtipos SCC mec (SCC mec IIA-IIE, SCC mec tipos IVa-IVg, 
SCC mec tipos IX, X, V [5C2 e 5], subtipo C). 174,323 Os tipos SCC mec observados nas cepas MRSA-AC nao 
transportam genes multidrogarresistentes a antibioticos, conforme observado nas cepas de MRSA-ASS, e os tipos 
SCC mec de MRSA-AC tern mais tendencia a apresentar genes para a leucocidina Panton-Valentine (PVL) associada 
a fagos. 568 Foram relatados subtipos do tipo clonal USA300 em outros paises (p. ex., USA300-LV, USA300-P), que 
parecem causar doengas semelhantes aquelas do subtipo USA300 predominante nos EUA, com enfase nas infecgoes 
cutaneas e de tecidos moles (p. ex., furunculose). 12,184,268,571 

Nos individuos colonizados, S. aureus e encontrado predominantemente nas narinas anteriores, mas tambem 
pode ser isolado de outros locais, incluindo virilha, axila e meato acustico extemo. Lactentes sadios tornam-se 
colonizados durante o segundo ou terceiro mes de vida por cepas que habitualmente sao adquiridas da mae ou do 
ambiente. Nessa idade, a taxa de estado de portador pode alcangar 60%. Com o desenvolvimento do microbioma 
orofaringeo normal e o amadurecimento do sistema imune, as taxas de estado de portador habitualmente diminuem 
varias vezes depois dessa idade. As criangas e adolescentes apresentam taxas mais altas de estado de portador do 
que os adultos, e as taxas neste ultimo grupo sao influenciadas por muitos fatores (idade, estado geral de saude, 
comorbidades, doengas cronicas). Na atualidade, as taxas de prevalencia de colonizagao nasal de S. aureus em 
adultos sadios variam de 25 a 35%, dependendo da populagao examinada. Os individuos podem ser portadores 
persistentes da mesma cepa por periodos prolongados de tempo, enquanto outros sao portadores de uma unica cepa 
durante alguns meses, que acaba sendo substituida por outra cepa. 291 O estado de portador nasal de S. aureus 
tambem pode ter graves implicagoes clinicas. Os portadores apresentam taxas mais elevadas de infecgoes 
estafilococicas do que os nao portadores, e as infecgoes hospitalares por S. aureus sao frequentemente causadas pela 
cepa que coloniza as narinas dos proprios pacientes. A redugao ou a erradicagao do estado de portador nasal podem 
ter efeitos significativos sobre as taxas de infecgoes hospitalares. O estado de portador de MRSA, em particular, 
emergiu no inicio dessa ultima decada e representa um problema particular para servigos de saude, visto que esses 



individuos colonizados constituem os reservatorios mais importantes de MRSA tanto nos servigos de saude quanto 
na comunidade apos a liberagao de portadores provenientes de hospitais ou de instituigoes de cuidados 
prolongados. 291 

Tendo em vista que o MRSA provoca infecgoes graves com morbidade e mortalidade significativas, a prevengao 
da disseminagao do MRSA tomou-se uma prioridade nos ultimos 10 a 12 anos. Como no caso do MSSA, os 
portadores de MRSA ou aqueles com infecgoes causadas por MRSA constituem os reservatorios mais significativos 
do microrganismo em hospitais e outros servigos de saude. 471 Em 2001, o Veterans’ Administration Hospital em 
Pittsburgh, PA, implementou um programa de vigilancia multifacetado para o MRSA, envolvendo uma vigilancia 
ativa para a colonizagao nasal por MRSA, isolamento e precaugoes de contato para pacientes colonizados e atengao 
para a higienizagao das maos. Essa abordagem teve sucesso ao diminuir as infecgoes por MRSA-ASS em 75% na 
unidade de terapia intensiva. 251 Em 2003, foi proposta uma estrategia preventiva para MRSA e Enterococcus 
resistente a vancomicina (VRE; do ingles, vancomycin-resistant Enterococcus) pela Society for Healthcare 
Epidemiologists (SHEA) e pelos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), porem nao foi documentada 
nenhuma abordagem proativa nessa ocasiao. Em 2004, Davis el al., 122 do Brooke Army Medical Center, 
demonstraram que 19% dos pacientes colonizados com MRSA nas narinas por ocasiao de sua intemagao e 25% dos 
que se tomaram colonizados com o MRSA durante a hospitalizagao desenvolveram infecgao por MRSA, em 
comparagao com 1,5 e 2% dos pacientes colonizados por MSSA, respectivamente, por ocasiao da internagao. 
Durante o ano de 2007, a Veterans Administration tomou-se o primeiro sistema de servigo de saude a exigir um 
teste de vigilancia para MRSA, e, subsequentemente, Illinois aprovou a legislagao exigindo uma triagem para 
MRSA e notificagao dos pacientes com risco. A legislagao foi subsequentemente aprovada em Pensilvania, Nova 
Jersey, Minnesota, Maine e California. A fmalidade dessas estrategias preventivas proativas e detectar rapidamente 
os individuos colonizados com MRSA, e varios estudos documentaram que a vigilancia de MRSA em pacientes 
internados esta associada a uma redugao das infecgoes e doengas associadas ao MRSA. I20,210 ’ 426 ’ 452 ’ 522 ' 591 Em 
algumas instituigoes, todo individuo admitido em um servigo de saude e submetido a triagem, enquanto outros 
programas realizam a triagem apenas dos pacientes considerados de alto risco para a colonizagao por MRSA. Esses 
pacientes incluem os que foram transferidos de uma instituigao de cuidados prolongados ou de outra instituigao de 
assistencia de saude, aqueles que foram hospitalizados nos ultimos 6 meses e os que apresentam historia 
documentada de colonizagao ou infecgao por MRSA. Algumas instituigoes de cuidados de saude tambem realizam a 
triagem de individuos provenientes de paises com altas taxas de prevalencia de MRSA ou que viajaram para esses 
paises. 452 Os metodos de triagem para a detecgao de colonizagao por MRSA incluem tecnicas a base de culturas e 
moleculares (ver segoes sobre metodos de cultura e moleculares, adiante). As abordagens moleculares para a 
detecgao do MRSA oferecem varias vantagens sobre os metodos a base de cultura, incluindo limites mais baixos de 
detecgao, triagem de alto desempenho e menores tempos para a detecgao. Foi demonstrada uma redugao da 
transmissao do MRSA quando o teste de vigilancia foi realizado utilizando a reagao da cadeia de polimerase (PCR; 
do ingles, polymerase chain reaction) em tempo real; entretanto, nao foi observado nenhum impacto significativo 
sobre a transmissao quando foram realizados testes a base de cultura. 210 A detecgao do MRSA resulta em isolamento 
do paciente e, em alguns casos, em protocolos de descolonizagao para reduzir a carga de prevalencia do MRSA e 
diminuir a sua transmissao. Em geral, os protocolos de descolonizagao envolvem o tratamento com pomada de 
mupirocina para aplicagao nasal e banho com clorexidina. 

Com a emergencia de resistencia as penicilinas resistentes a penicilinase, o agente glicopeptidico vancomicina 
tomou-se o tratamento de escolha para infecgoes causadas por MRSA.” S. aureus sensivel a vancomicina (VSSA; 
do ingles, vancomycin-susceptible S. aureus) apresenta concentragoes inibitorias minimas (CIM) de vancomicina < 
2 pg/mC 1 " 7 Entretanto, em maio de 1996, foi relatada no Japao a primeira infecgao documentada causada por uma 
cepa de S. aureus com resistencia intermediaria a vancomicina. 229 Esses isolados receberam a designagao 
mnemonica de GISA (do ingles; glycopeptide-intermediate S. aureus ) para referir-se a S. aureus de resistencia 
intermediaria ao glicopeptidio, visto que essas cepas exibem sensibilidade diminuida a ambos os antibioticos 
glicopeptidicos, vancomicina e teicoplanina; VISA ( vancomycin-intermediate S. aureus), S. aureus de resistencia 
intermediaria a vancomicina, e a designagao utilizada nos EUA 374 (e em outros paises, inclusive no Brasil). Essas 
cepas apresentam CIM de vancomicina de 4 a 8 pg/m (' e exibem um fenotipo homogeneo. As cepas VISA 
apresentam paredes celulares espessadas, acredita-se que esta particularidade possa impedir a vancomicina de 
alcangar o seu local de agao no septo de divisao da parede celular bacteriana. 2 6 O Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) define os isolados de S. aureus que necessitam de concentragoes de vancomicina < 2 



pg/m/ para inibigao do crescimento como “sensiveis”, enquanto os que necessitam de 4 a 8 pg/m/ sao defmidos 
como intermediaries, e aqueles que exigem > 16 pg/m / de vancomicina, como resistentes. 19 ’ 107 ’ 202 Entre as cepas 
VISA, foi tambem reconhecido um fenotipo heterogeneo. Esses isolados parecem ser sensiveis aos glicopeptidios 
(CIM da vancomicina < 4 pg/m /), porem contem subpopulagoes de celulas com sensibilidade reduzida a 
vancomicina (CIM da vancomicina de 8 a 16 pg/m /), que ocorrem em baixas frequences. Essas cepas sao 
designadas como hVISA. Foram relatados raros isolados de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA; do ingles, 
vancomycin-resistant S. aureus), e esses isolados apresentam CIM da vancomicina > 16 pg/m/”. As cepas resistentes 
a vancomicina contem o determinante de resistencia vanA encontrado nos enterococos resistentes a vancomicina. A 
sensibilidade reduzida a vancomicina nao e detectada de modo confiavel por metodos de difusao em disco; esse 
metodo nao e capaz de diferenciar as cepas de sensibilidade intermediaria e sensiveis a vancomicina, e os diametros 
das zonas nao se correlacionam com as CIM da vancomicina para estafdococos. O teste de difusao em disco so ira 
detectar VRSA contendo o determinante vanA e nao ira apresentar nenhuma zona ao redor do disco de 30 pg. As 
cepas VRSA podem ser detectadas de modo confiavel por metodos atuais de referenda e comerciais, incluindo 
microdiluigao em caldo de referenda, diluigao de agar, paineis Trek® Sensititre MIC, paineis MicroScan® notumo e 
Synergies-Plus®, tiras Etest® 1 e agar de triagem de vancomicina. 202 Tanto BD Phoenix® quanto a triagem de VRSA 
em Vitek® 2 tambem irao detectar essas cepas. As cepas VISA sao mais facilmente detectadas por microdiluigao em 
caldo de referenda, Etest® com inoculo padronizado McFarland de 0,5 e diluigao em agar. Os metodos 
automatizados podem detectar cepas de VISA com CIM de 8 pg/m/’, mas podem nao detectar aquelas com CIM de 
4 pg/m/’. O uso de agar BHI (cerebro-coragao; do ingles, brain heart inffusion) com 6 pg/m/ 1 e um teste adjuvante 
util para a deteegao de cepas tanto de VISA quanto de VRSA. De fato, os CDC recomendam que os laboratories 
incorporem a placa de triagem em agar com vancomicina para todos os isolados de S. aureus. 2 " 2 O agar BHI com 6 
pg/m/ de vancomicina e inoculado com um inoculo de 10 p/ de uma suspensao equivalente a um padrao de 
turvagao McFarland de 0,5 e examinado quanto a ocorrencia de crescimento depois de um periodo completo de 
incubagao de 24 horas. Todos os isolados com CIM de vancomicina de 8 pg/m/ e alguns com CIM de 4 pg/m/ irao 
crescer nessas placas de triagem. Os isolados que crescem na placa de triagem devem ser entao testados por um 
procedimento de microdiluigao em caldo para confirmar a resistencia. O Etest® realizado em agar Miieller-Hinton 
com um inoculo preparado a partir de uma suspensao equivalente de McFarland de 0,5 e incubado durante 24 horas 
tambem constitui um metodo muito sensivel e especifico para a deteegao dessas cepas; com o Etest®, as cepas de 
VISA apresentam um CIM de vancomicina > 4 pg/m/, enquanto VRSA apresenta um CIM >16 pg/m/. De acordo 
com os CDC, tres criterios precisam ser preenchidos para verificar se determinada cepa e um VISA: CIM da 
vancomicina com microdilugao em caldo de 8 a 16 pg/m/, CIM da vancomicina Etest® >16 pg/m/ e crescimento 
dentro de 24 horas em placa de agar BHI contendo 6 pg/m/ de vancomicina (Tabela 12.1). 20- A deteegao imediata e 
acurada dessas cepas e a sua confirmagao sao necessarias e decisivas para o tratamento otimo de pacientes e para 
prevengao da transmissao dessas cepas a outros pacientes. Jacob et air 49 fizeram uma revisao e uma metanalise de 
resultados clinicos de adultos com infeegoes causadas por MRSA, em que os isolados tinham CIM elevada para 
vancomicina. 

Staphylococcus aureus subesp. anaerobius 

S. aureus subesp. anaerobius provoca a doenga de Morel em ovinos, caracterizada pela formagao de abscessos 
subcutaneos nos linfonodos superficiais e ao redor deles. 525 Essa bacteria nao foi isolada de infeegoes humanas nem 
de amostras clinicas. Entretanto, em 2006, foi isolado um estafdococo anaerobio obrigatorio semelhante da mao de 
um fazendeiro de 45 anos de idade que apresentava septicemia, artrite septica e multiplos abscessos pulmonares. 416 
Enquanto os isolados verdadeiros de S. aureus subesp. anaerobius sao catalase-negativos, o isolado desse paciente 
era fracamente catalase-positivo e diferia de S. aureus subesp. anaerobius e de S. saccharolyticus (a outra especie de 
Staphylococcus anaerobia obrigatoria) em varias caracteristicas fenotipicas. Os metodos genotipicos nao 
conseguiram diferenciar esse microrganismo de S. aureus subesp. aureus, S. aureus subesp. anaerobius ou S. 
saccharoliticus ; os autores deduziram que esse isolado era uma cepa variante de S. aureus subesp. anaerobius ou 
uma subespecie nao descrita de S. aureus. 

Tabela 12.1 Teste confirmatorio dos CDC para a deteegao de VISA e VRSA. 202 

Metodo Resultados para VRSA Resultados para VISA Comentarios 



Microdiluigao em caldode 

referenda 

CIM da vancomicina > 16 (ig/mf 

em caldo de Mueller-Hinton 

CIM da vancomicina de 4 a 8 gg/mf 

em caldo de Mueller-Hinton 

Incubar durante 24 h 

Agar infusao de cerebro-coraqio 

com 6 gg/mf de vancomicina 

(fonte comercial) 

Crescimento de > 1 colonia em 24 h 

Crescimento de > 1 colonia em 24 h 

A observaqio de duas ou mais 

colonias indica um teste 

positivo" 

Etesf 

CIM da vancomicina > 16 gg/mf 

em agar Mueller-Hinton 

CIM da vancomicina > 4 gg/mf em 

agar Mueller-Hinton 

Utilizar um padrao de McFarland de 

0,5 para preparar a suspensao 

do inoculo e incubar durante 24 

h 


a Para controle de qualidade, usar Enterococcus faecalis ATCC 29212 como controle sensivel e Enterococcus faecium como 
controle resistente. 

Estafilococos coagulase-negativos 

No passado, os estafilococos coagulase-negativos eram geralmente considerados contaminantes de pouca 
importancia cllnica. Alguns desses microrganismos sao importantes na industria de queijo. 434,435 Entretanto, no 
decorrer dessas ultimas quatro decadas, esses microrganismos passaram a ser reconhecidos como importantes 
agentes de doenga humana. 33,186 ’ 585 Apesar da descrigao de varias especies diferentes de estafilococos coagulase- 
negativos (Boxe 12.2), relativamente poucas causam infecgoes em seres humanos. Todavia, a medida que um maior 
numero de laboratories passou a tentar identificar os estafilococos coagulase-negativos, as infecgoes causadas por 
outras especies estao sendo reconhecidas com mais frequencia. Os tipos de infecgoes associadas a estafilococos 
coagulase-negativos estao descritos no Boxe 12.6. 

Staphylococcus epidermidis. Quando os achados clinicos sao correlacionados com o isolamento de estafilococos 
coagulase-negativos, o S. epidermidis e, de longe, o microrganismo isolado com mais frequencia, representando 50 
a mais de 80% dos isolados. Quase todas as infecgoes causadas por S. epidermidis sao adquiridas no hospital, a 
excegao da endocardite de valvas nativas e das infecgoes de dispositivos de acesso venoso semipermanentes. Alem 
da endocardite de valvas nativas e de proteses valvares, S. epidermidis tern sido isolado e documentado como 
patogeno em infecgoes das vias urinarias, infecgoes de feridas cinirgicas, infecgoes de varios dispositivos de 
proteses, infecgoes de derivagoes do liquido cefalorraquidiano (LCR), infecgoes relacionadas com dialise peritoneal 
e infecgoes oftalmicas (Boxe 12.6). 10 ’ Foram descritos diversos fatores de virulencia para S. epdermidis. 400,601 Os 
estudos de microscopia eletronica de transmissao e de varredura e o exame imunologico de cepas de S. epidermidis, 
obtidas de infecgoes de dispositivos medicos de demora, demonstraram que essas bacterias produzem 
macromoleculas de superficie celular e extracelulares que iniciam e, subsequentemente, aumentam a aderencia 
bacteriana a corpos estranhos, formando fmalmente um biofilme. 469 Quando dispositivos plasticos de protese sao 
implantados, sao rapidamente revestidos por proteinas sericas, e S. epidermidis tern a capacidade de se ligar 
especificamente a fibronectina, fibrinogenio, colageno e vitronectina, bem como ao proprio material plastico do 
cateter. Uma ampla gama de moleculas de adesinas que tem a capacidade de se ligar a essas proteinas sericas sao 
encontradas na superficie celular de S. epidermidis e incluem Aae e AltE (autolisna-adesina; do ingles, autolysin- 
adhesins), Ebp (proteina de ligagao de elasina; do ingles, Elasin-binding protein), Empb (proteina de ligagao da 
matriz extracelular; do ingles, extracellular matrix-binding protein), Fbe (proteina de ligagao do fibrinogenio; do 
ingles, fibrinogen-binding protein) e GehD (glicerol ester hidrolase; do ingles, glycerol ester hydrolase ). 60 ’ 213 ’ 223 
Foram tambem descobertas varias proteinas de superficie estafilococicas (p. ex., Ssps), que se ligam diretamente ao 
poliestireno. Apos aderencia inicial, os microrganismos sintetizam uma adesina intercelular polissacaridica (PIA; do 
ingles, polysaccharide intercellular adhesin) que estabelece ligagoes cruzadas entre as celulas dentro do biofilme 
em desenvolvimento. PIA e um polissacaridio linear constituido de residuos de 2-desoxi-2-amino-D-glicopiranosil 
de ligagao P-1,6, dos quais 80 a 85% sao /Y-acetilados, enquanto o restante e nao /V-acetilado e de carga positiva ou 
modificado com residuos de fosfato ou succinato e de carga negativa. 335,465 Os genes estruturais da PIA residem 
dentro de um operon cromossomico de 4 genes, denominado ica, sendo os quatro genes designados como icaA, 
icaB, icaC e icaD. S. epidermidis tambem produz modulinas soluveis em fenol (PSM; do ingles, phenol-soluble 
modulins) como S. aureus, que atuam para dispersar as camadas extemas de biofilme, que subsequentemente 



interagem com neutrofilos, causando desgranulagao e lise celular. 4 "" S. epidermidis tambem produz uma variedade 
de bacteriocinas, que se ligam a outras bacterias e provocam a sua lise, permitindo ao microrganismo competir de 
modo mais efetivo com outras bacterias e colonizar eficientemente as superficies cutaneas. Uma vez estabelecido 
em superficies cutaneas, alguns S. epidermidis produzem proteases, lipases e enzimas modificadoras de acidos 
graxos, que contribuem para as infecgoes estafilococicas e polimicrobianas cutaneas. 469 A resistencia a meticilina 
tambem e altamente prevalente entre isolados de S. epidermidis, com taxas que variam de 75% a mais de 90%, e 
foram detectadas diversas variantes desses tipos em isolados de S. epidermidis de seres humanos. 174,239 ’ 372 ’ 467 ’ 621 Os 
tipos SCC mec que conferem resistencia a meticilina tambem sao encontrados em outras especies de estafilococos 
coagulase-negativas associadas a seres humanos e animais, incluindo S. haemolyticus (variante SCC mec tipos I-V, 
III), S. warneri (SCC mec tipo IVE), S. saprophvticus (SCC mec tipo III), S. hominis (SCC mec III), S. capitis 
(SC Cmec tipos I, IA, II-V), S. sciuri (SCC mec tipo III), S. xylosus (SCC mec tipo III) e S. lentus (SCC mec tipo 
III) 174 ’ 342 ’ 467 ’ 618 ’ 621 


Boxe 12.6 


Inf echoes associadas a Staphylococcus epidermidis e a outros estafilococos coagulase-negativos 


Infeccao 

Infecgoes das vias urinarias 


Infecgoes reladonadas com 
proteses implantadas 


Comentarios 

Entre os estafilococos coagulase-negativos, 5. saprophyticus provoca infectes das vias urinarias tanto 
superiores guanto inferiores, acometendo principalmente mulheres jovens e sexualmente ativas. Esse 
microrganismo constitui a segunda causa mais comum de infeegoes das vias urinarias depois de Escherichia 
coli, sendo encontrado em 3 a 9% dos casos de cistite aguda nao complicada. 9,444 As complicates das 
infectes das vias urinarias por5. saprophyticus consistem em pielonefrite, sepse, calculos renais e, raramente, 
endocardite. l00,165,219,4% .S. saprophyticus tambem pode causar infeegoes das vias urinarias, com ou sem 
complicates associadas, em criangas e adultos do sexo masculino. 163,544 Na urina coletada por tecnica 
asseptica ou em amostras cateterizadas, as contagens de colonias de 5. saprophyticus podem ser inferiores a 
100.000 UFC/mC e, conseguentemente, o microrganismo pode ser considerado incorretamente como 
contaminante. Outros estafilococos coagulase-negativos constituem causas raras de infectes das vias 
urinarias, e cerca de 80 a 90% dessas infectes sao provocadas por 5. epidermidis. As infectes das vias 
urinarias causadas por 5. epidermidis e por outros estafilococos coagulase-negativos sao habitualmente 
hospitalares e estao associadas a cateteres urinarios de demora. Essas infectes ocorrem em homens idosos 
submetidos anteriormente a instrumentato das vias urinarias, transplante renal, com urolitiase ou outras 
anormalidades urologicas. Em geral, observa-se a present de piuria e de doen^a significativa das vias 
urinarias superiores em apenas cerca de 10% deste ultimo grupo de pacientes. 0s isolados coagulase- 
negativos desses pacientes freguentemente sao multidrogarresistentes. 

As infectes relacionadas com dispositivos induem, nessa categoria, varios tipos de proteses (p. ex., de joelho 
e substituigao de guadril). 0s estafilococos coagulase-negativos, particularmente 5. epidermidis, constituem a 
causa mais comum de infectes de dispositivos de proteses implantados. 26,581 Podem ser introduzidos 
peguenos numeros de microrganismos durante a colocato ou manipulate do dispositivo, levando a urn 
afrouxamento e falha do dispositivo, habitualmente dentro de 2 meses a 2 anos apos o implante. 0s pacientes 
tambem podem apresentar historia de doen^as de base incluindo neoplasia maligna, uso de corticosteroides, 
anemia falciforme, transplante de orgaos solidos e infeegao pelo HIV. Outras condi^oes tambem podem 
contribuir, como a obesidade. Em geral, os pacientes apresentam dor recorrente surda na area afetada. As 
infectes associadas a proteses sao diagnosticadas por meio de exame direto e cultura de aspirados por 
agulha do local afetado, por biopsia ossea ou retirada e cultura do material implantado. Foi constatado gue a 
sonicato do dispositivo explantado antes da realizato de cultura pode aumentar a produto dos 



Endocardite de valvas nativas 


Endocardite de proteses valvares 


Infecgoes de cateteres intravenosos 


microrganismos. 545 Apos a retirada do dispositivo e desbridamento do tecido, os pacientes geralmente sao 
tratados com antibioticos (/'. e., habitualmente com vancomicina apenas ou em associa^ao com rifampicina), e 
o dispositivo e reimplantado. Pode ocorrer osteomielite causada por estafilococos coagulase-negativos como 
complicagao da implanta^ao de proteses. A osteomielite hematogenica pode ser resultado de bacteriemia por 
estafilococos coagulase-negativos gue se originam de infecgoes de derivagoes ou de outros dispositivos de 
protese. 

Os estafilococos coagulase-negativos constituem causas raras de endocardite de valva nativa, respondendo 
por cerca de 7 a 11% de todos os casos, exduindo agueles associados a uso de drogas 
intravenosas. 10 ' 102 ' 104 ' 128 ' 378 ' 381 ' 430 A patogenese envolve a coloniza^ao de valvas cardlacas ou do endocardio 
previamente lesionados durante uma bacteriemia transitoria, embora ocorram casos raros de infec^ao de 
valvas nativas sem doenp cardlaca previa. 1 5. epidermidis e responsavel por cerca de 85% dos casos de 
endocardite de valvas nativas, sendo o restante causado por 5. hominis (cerca de 6%), 5. lugdunensis (cerca de 
5%), 5. haemolyticus, 5. capitis, S. caprae e 5. s/mu/rms. 116,156,258,495,520 5. lugdunensis constitui a causa de 3 a 8% 
dos casos de endocardite de valvas nativas, freguentemente no contexto de doen^a cardi'aca e valvar 
preexistente (p. ex., prolapso da valva mitral). A endocardite infecciosa causada por 5. lugdunensis pode ser 
inusitadamente grave, com destruigao maci^a da valva. i>7,417,495 E comum a ocorrencia de complicates (p. ex., 
fenomenos embolicos, defeitos de conduct Insuficiencla cardlaca congestiva) nesses pacientes, e mais de 
50% dos pacientes acabam necessitando de substituigao valvar. 3,102,4 A taxa de mortalidade associada a 
essa condi^ao pode ser elevada, alcangando 36 a 40%. I1M Podem ocorrer infecgoes de marca-passos cardlacos 
por ocasiao de sua colocato ou por colonizagao do dispositivo pela via hematogenica por microrganismos 
presentes em urn local distante. 

Diferentemente da endocardite de valvas nativas, os estafilococos coagulase-negativos constituem agentes 
etiologicos comuns da endocardite de proteses valvares e sao responsaveis por 20 a 40% dos casos, sendo S. 
epidermidis a especie isolada com mais freguencia, com guase exdusao de todas as outras. 104,308,586 Nessa 
infec^ao, os microrganismos infectam o anel de suturas gue mantem a valva em posigao, causando a formai;ao 
de microabscessos, gue sao relativamente protegidos de antibioticos. Em geral, esses microrganismos sao 
inoculados no local durante a cirurgia, e os sintomas tornam-se aparentes dentro de 8 a 12 meses. Em geral, o 
paciente apresenta febre e sinais de disfungao valvar. 0 diagnostic e estabelecido por hemoculturas, gue 
serao repetidamente positivas com o mesmo microrganismo, e por ecocardiografia transesofagica. As 
complicates sao comuns e induem deiscencia da valva, abscessos intracardfacos, obstruto valvar devido a 
formato de vegetates madias e, em certas ocasioes, arritmia cardlaca. 14,308,586 Como essas infecgoes sao, 
em sua maioria, provavelmente decorrentes da inocula^ao de urn pegueno numero de microrganismos no 
local por ocasiao da colocato da protese, os sintomas de endocardite aparecem lentamente no decorrer de 
urn perlodo de varios meses. Alem das proteses valvares, os estafilococos tambem podem infectar fios de 
marca-passo, desfibriladores implantados e enxertos vasculares. Essas infectes tambem exibem uma 
apresentato indolente, e a ecocardiografia transesofagica e muito util para delineara extensao da infec^ao. 
Em geral, as hemoculturas seguenciais sao positivas. 0 tratamento consiste na retirada do dispositivo e em 
terapia antimicrobiana, seguida, depois de urn certo tempo, da recolocagao do dispositivo. 

Os estafilococos coagulase-negativos sao responsaveis por 50 a 70% das infectes hospitalares da corrente 
sangulnea, envolvendo cateteres intravasculares, incluindo cateteres venosos centrais e intravenosos 
perifericos. Outros tipos de cateteres implicados induem sondas de hiperalimentagao central, cateteres de 
hemodialise na subclavia, acessos centrais de Hickman e Broviac e cateteres de Swan-Ganz. No caso dos 
cateteres perifericos, a infecgao resulta habitualmente de microrganismos da pele gue entram pela superflcie 
cutanea ao longo do cateter, com conseguente acesso a corrente sangulnea. Para cateteres de uso mais 
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prolongado e tunelizados, o canhao do cateter torna-se colonizado com bacterias da pele ou do meio 
ambiente. Em seguida, os microrganismos tern acesso a corrente sanguinea pelo lumen do proprio cateter. 146 
Os cateteres infectados podem constituira fonte de bacteriemia, que pode se disseminar para locais distantes, 
produzindo complicates infecciosas adicionais. Os cateteres e os locais de inser^ao de cateteres infectados 
frequentemente nao parecem estar infectados (p. ex., pode nao haver eritema nem purulencia), e a 
bacteriemia relacionada com o uso de cateteres pode ser minimamente sintomatica. Embora os cuidados 
assi'duos dos cateteres possam diminuir a incidencia desses episodios de bacteriemia, outras inova<;6es, como 
cateteres impregnados de antibioticos (p. ex., cateteres impregnados de rifampicina ou minociclina), parecem 
diminuir significativamente a incidencia de infecgoes relacionadas com o uso de cateteres. 1 A terapia para 
essas infectes consiste, se possi'vel, na retirada do cateter, juntamente com terapia antimicrobiana sistemica. 
A documentai;ao das infecgoes relacionadas com cateteres intravenosos e da bacteriemia envolve a cultura de 
amostras de sangue periferico obtidas por pun^ao venosa, cultura de sangue coletado atraves do cateter e, 
com frequencia, cultura da propria ponta do cateter. Foram propostos varios protocolos para a documenta^ao 
das infecgoes relacionadas com o uso de cateteres. Urn tempo de incuba^ao para positividade menor que 25 h 
foi considerado como indicador de bacteriemia relacionada com o uso de cateteres em pacientes pediatricos 
imunocomprometidos, visto que o sangue coletado atraves do cateter apresenta maior carga microbiana do 
que a coleta de sangue periferico. 337,348,614 Uma diferenga no tempo de detec^ao de 2 h ou mais entre 
hemoculturas obtidas atraves do cateter e uma hemocultura obtida de amostra de sangue periferico tambem 
foi considerada uma maneira sensivel e especifica para o diagnostico de bacteriemia relacionada ao uso de 
cateteres. 176,441 

5. epidermidis e outros estafilococos coagulase-negativos sao causas comuns de infecgao associada a 
derivagoes ventriculares, cateteres de demora do LCR, bombas intratecais e locais de ventriculostomia. 439,587 
Em geral, essas infecgoes ocorrem dentro de 2 semanas a 2 meses apos a colocagao da derivagio, mas tambem 
podem ser observadas durante outras manipulates de derivaijoes. Os pacientes com infec^oes de deriva^ao 
do LCR podem ser assintomaticos, embora alguns possam exibir sintomas sutis, incluindo febre baixa, 
nauseas, vomitos e cefaleia. 0 exame do LCR aspirado da derivagao pode revelar pleocitose leve, com niveis 
normais ou ligeiramente baixos de glicose. 0 diagnostico e estabelecido pela cultura do LCR da derivagao ou 
dos ventriculos cerebrais. A terapia antimicrobiana profilatica apos a colocai;ao da deriva^ao pode reduzir a 
infecgio relacionada com a deriva^ao em ate 50% dos pacientes. 443 Com frequencia, ha necessidade de 
retirada da deriva^ao e sua recolocato subsequente para obter a cura, embora algumas infects 
estafilococicas de derivaijoes tenham sido tratadas de modo efetivo apenas com agentes antimicrobianos. 4 
Em geral, os agentes terapeuticos induem vancomicina, rifampicina e urn aminoglicosidio administrado por 
via intraventricular, visto que essas infecgoes hospitalares frequentemente sao causadas por estafilococos 
resistentes a meticilina. 

Os estafilococos coagulase-negativos constituem os microrganismos isolados com mais frequencia de 
pacientes com peritonite associada a CAPD. 155,526 Do ponto de vista clinico, a peritonite caracteriza-se por dor 
abdominal, nauseas, vomitos, febre e efluente turvo apos dialise, embora muitos pacientes possam ter apenas 
alguns sintomas muito leves. 0 h'quido peritoneal pode ter aspecto turvo e pode confer > 100 leucocitos por 
ml. As coloraijoes pelo metodo de Gram do h'quido nao concentrado podem ser negativas, exigindo 
centrifugaijao ou filtraijao para o isolamento de urn pequeno numero de microrganismos. A terapia 
antimicrobiana para a peritonite estafilococica associada a CAPD pode ser administrada por via parenteral, 
oral e/ou intraperitoneal e habitualmente consiste em oxacilina ou meticilina, cefalosporinas, vancomicina ou 
sulfametoxazol-trimetoprima. 

As infecgoes de enxertos vasculares frequentemente sao causadas por cocos coagulase-negativos, 
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particularmente S. epidermidis^ 11 A incidencia de infecgoes de enxertos vasculares varia de 0,6 a 3% e 
depende da localiza^ao do enxerto, e os enxertos vasculares aorticos apresentam as maiores taxas de 
morbidade e de mortalidade, enquanto os enxertos inguinais que envolvem a area da virilha exibem maiores 
taxas de infec^ao. As infecgoes de enxertos vasculares, que ocorrem precocemente apos a coloca^ao do 
enxerto, sao mais agudas na sua apresenta^ao ch'nica e, em geral, envolvem bacterias gram-negativas (p. ex., 
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa) e 5. aureus, enquanto as infecgoes que surgem dentro de varios 
meses envolvem, habitualmente, estafilococos coagulase-negativos. Os isolados de estafilococos dessas 
infec^oes sao frequentemente multidrogarresistentes a farmacos, sugerindo que as infecgoes sao devidas a 
present de microrganismos contaminantes no proprio enxerto. Os pacientes podem ser considerados como 
acometidos de infecgao definida de enxerto vascular se apresentarem sinais ch'nicos de infec^ao (p. ex., febre, 
calafrios, choque, dor/eritema na area da protese), evidences biologicas de infecgao (p. ex., contagem elevada 
de leucocitos, nivel elevado de protei'na C reativa (PC-R), abscesso, present de ar ou de liquido perienxerto na 
TC) e hemoculturas positivas e/ou amostras intraoperatorias positivas do proprio enxerto. 319 Alem das 
hemoculturas, as amostras mais apropriadas para o diagnostico microbiologico de infecgao de enxertos 
vasculares induem tecido de enxerto explantado, liquido perienxerto obtido por meio de aspiragao guiada por 
TC ou amostras do enxerto obtidas durante a cirurgia. 320 Com frequencia, e necessaria a retirada do enxerto 
vascular, juntamente com terapia antimicrobiana, para evitar qualquer morbidade e mortalidade 
adicionais. 1 ( 

Em alguns centres medicos, os estafilococos coagulase-negativos (particularmente S. epidermidis) constituem 
os agentes mais comuns de infec^oes da corrente sangumea, sendo responsaveis por 30 a 40% desses casos. 602 
Em geral, esses microrganismos alcan^am a corrente sangumea por meio de dispositivos de acesso vascular 
infectados. 362 Os pacientes que desenvolvem bacteriemia estafilococica relacionada com o uso de cateteres 
habitualmente apresentam multiplos dispositivos de acesso em posi^ao para o tratamento de neoplasias 
malignas hematologicas ou para a administrate de agentes quimioterapicos para transplante de medula 
ossea. Os pacientes habitualmente apresentam sinais e sintomas de bacteriemia, com febre, hipotensao e 
leucocitose, porem pode nao haver sinais e sintomas ch'nicos obvios. 59 A situagao e complicada pelo fato de 
que os estafilococos coagulase-negativos representam os contaminantes mais comuns de hemoculturas, e, 
com frequencia, os cateteres intravenosos ficam contaminados com estafilococos coagulase-negativos. As 
hemoculturas a partir de amostras coletadas por meio de cateteres devem ser acompanhadas de culturas de 
amostras de sangue periferico coletadas por pun<;ao venosa, de modo a avaliar se o cateter constitui a fonte de 
possi'vel infeegao da corrente sangumea. l2 Nos laboratories, e comum a realiza^ao de culturas 
semiquantitativas das pontas dos cateteres intravenosos. A tecnica de rota^ao do cateter, descrita por Maki et 
al.? 37 indica que a obten^ao de contagens de colonias de 15 UFC ou mais sugere urn possivel diagnostico de 
infec^ao da corrente sangumea relacionada com o uso de cateteres. As culturas semiquantitativas positivas 
com culturas negativas de sangue periferico indicam coloniza^ao do cateter. 468 A terapia empirica deve ser 
dirigida contra estafilococos coagulase-negativos resistentes a meticilina, mas tambem exige a retirada do 
cateter, se possivel. 

As infeegoes pediatricas sao, em sua maioria, bacteriemias estafilococicas hospitalares que ocorrem em 
unidades de terapia intensiva neonatal. 264,573 Essas infeegoes estao associadas a prematuridade, baixo peso ao 
nascer, presenga de acessos perifericos e/ou centrais de demora, assistencia ventilatoria e administra gao de 
nutri^ao parenteral total. 169,581 Embora os agentes estafilocdcicos nessas infeegoes sejam, em sua maioria, 5. 
epidermidis, foram tambem envolvidas outras especies (p. ex., 5. haemolyticus, 5. hominis, S. warned, 5. cohnii, 
S. capitis). Em alguns casos, estafilococos coagulase-negativos que causam infec^oes em unidades de terapia 
intensiva neonatais originam-se de enfermeiros e de outros cuidadores ou do ambiente hospitalar. Os recent- 



nascidos com bacteriemia causada por estafilococos coagulase-negativos podem apresentar neutropenia, 
trombocitopenia, acidose metabolica e apneia. Alem da bacteriemia, os estafilococos coagulase-negativos 
tambem podem causar pneumonia, meningite, infecgoes das vias urinarias e manifesta^oes cutaneas. 

Infecgoes oculares Os estafilococos coagulase-negativos constituem os patogenos mais freguentemente implicados como 

causadores de endoftalmite pos-cirurgica. Os procedimentos cirurgicos associados a essas infecgoes induem 
implantagio de lentes e cirurgias de cataratas. 1 ' 46 ' 119 ' 31 0 diagnostic e estabelecido por aspiragao e cultura do 
humor vitreo. 0 tratamento da endoftalmite por estafilococos coagulase-negativos exige a administrate 
tanto parenteral guanto intraventricular de agentes antimicrobianos, incluindo linezolida, rifampicina e/ou 
vancomicina. Os estafilococos coagulase-negativos tambem constituem uma causa de conjuntivite hospitalar 
em UTI neonatais, infec^oes de cornea relacionadas com suturas apos ceratoplastia penetrante, 
blefaroceratoconjuntivite e conjuntivite purulenta. ,9 ' 235 ' 607 Os estafilococos coagulase-negativos tambem 
podem constituir uma causa de ceratite bacteriana, particularmente no contexto de doenp previa da 
superffeie da cornea e traumatismo ocular. 197 Os estafilococos coagulase-negativos constituem os 
microrganismos predominantes gue causam dacriocistite cronica (inflamagao do saco lacrimal). Em urn estudo 
conduzido na India, 44,2% dos isolados de pacientes com infecqio cronica consistiram em estafilococos 
coagulase-negativos, enguanto 5. aureus eS. pneumoniae representaram, respectivamente, 10,8% e 10% dos 
isolados. 29 Os estafilococos coagulase-negativos tambem constituem uma causa significativa de conjuntivite 
em recem-nascidos. 183 Em uma pesguisa de sensibilidade de 117 isolados de estafilococos coagulase- 
negativos da cornea, foi constatado gue todos foram sensiveis a vancomicina, linezolida e rifampicina, 
enguanto a sensibilidade a gentamicina, tetracidina e fluoroguinolonas variou de modo consideravel. 150 
Estudos de vigilancia ocular ARMOR observaram gue havera necessidade de monitoramento prospectivo da 
resistencia dos estafilococos coagulase-negativos as fluoroguinolonas oftalmicas (p. ex., ofloxacino, 
gatifloxacino, moxifloxacino), de modo a prevenir fracassos do tratamento e fornecer uma oriental para a 
terapia empirica das infeegoes oculares. 201 

Infecgoes cutaneas Podem-se isolar estafilococos coagulase-negativos a partir de uma variedade de lesoes cutaneas (cistos, 

carbunculos, furunculos), tanto isoladamente guanto em associaqio a outras bacterias piogenicas, incluindo 5. 
aureus e estreptococos beta-hemoh'ticos. Os estafilococos coagulase-negativos tambem sao comuns em 
infec^oes de local cirurgico polimicrobianas, particularmente apos cirurgia cardiotoracica. 2 As especies mais 
comumente implicadas incluem 5. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis e 5. hominis. As infeegoes 
cutaneas incomuns gue envolvem S. epidermidis incluem a otite externa maligna. 


Staphylococcus saprophyticus subesp. saprophyticus. As especies de S. saprophyticus coagulase-negativas 
merecem uma mengao especial, visto que essa especie constitui uma causa bem-documentada de infeegoes agudas 
das vias urinarias. Em 1996, uma nova subespecie de S. saprophyticus foi caracterizada entre cepas coagulase- 
negativas e resistentes a novobiocina, isoladas de 7% das culturas de amostras de narinas de vacas saudaveis. 21 ’ 7 As 
caracteristicas fenotipicas, a analise da parede celular e dos acidos graxos e os estudos de relagao genetica 
mostraram que esses isolados eram semelhantes, porem distintos das cepas de S. saprophyticus isoladas de seres 
humanos. Desde entao, essas cepas bovinas foram denominadas S. saprophyticus subesp. bovis, enquanto os 
isolados humanos sao atualmente designados como S. saprophyticus sebesp. saprophyticus (que, daqui em diante, 
sera designada como S. saprophyticus). 

S. saprophyticus provoca infeegoes das vias urinarias tanto superiores quanto inferiores, principalmente em 
mulheres jovens e sexualmente ativas. Esse microrganismo constitui a segunda causa mais comum de infeegoes das 
vias urinarias depois de Escherichia coli, e verifica-se a sua presenga em 3 a 9% dos casos de cistite aguda nao 
complicada. 221,444,601 Em amostras de urina obtidas dessas pacientes, o microrganismo esta habitualmente presente 
em quantidades de < 100.000 UFC/m A, porem e detectado em amostras sequenciais. As pacientes apresentam 



habitualmente disuria, piuria e hematuria. Podem ocorrer infecgoes das vias urinarias superiores (i. e., pielonefrite) 
em 41 a 86% dos pacientes, e, em certas ocasioes, pode ocorrer bacteriemia por S. saprophyticus como complicagao 
da infecgao das vias urinarias superiores. 1 '"' 1 As complicagoes das infecgoes das vias urinarias por S. 
saprophyticus incluem pielonefrite, sepse e calculos renais. 100,165,219,496 S. saprophyticus tambem pode constituir uma 
causa de infecgoes sintomaticas agudas das vias urinarias em criangas e adolescentes de ambos os sexos na ausencia 
de anormalidades estruturais das vias urinarias. 4,211 ’ " 44 Esse microrganismo tambem tern causado infecgoes agudas 
das vias urinarias, uretrite e infecgoes das vias urinarias associadas a cateteres em homens, prostatite em homens 
idosos e, raramente, bacteriemia, sepse e endocardite. 50 ’® 88,262,282,496 Em 1999, Hell el a/. 224 relataram o isolamento de 
S. saprophyticus como causa de pneumonia hospitalar. O canal retal provavelmente serve de reservatorio para o 
microrganismo, e o alimento pode constituir a fonte final desse microrganismo, visto que tern sido isolado de 
animais de criagao, carne bovina e suina cruas, pasto e forragem. 220,221 Os estudos moleculares de isolados de 
infecgoes das vias urinarias indicam que multiplos tipos clonais de S. saprophyticus sao capazes de provocar 
doenga, e esses clones patogenicos estao amplamente disseminados e persistem na populagao por varios anos. 6 " 1 

Outros estafilococos coagulase-negativos. Outras especies de estafilococos sao encontradas em seres humanos e 
em animais como parte do microbioma normal e como causa de varios tipos de infecgao (Boxe 12.2). Algumas 
especies sao encontradas no ambiente e sao usadas em diversas industrias, incluindo o processamento de alimentos. 
Embora especies coagulase-negativas diferentes de S. epidermidis e S. saprophyticus sejam frequentemente 
encontradas como contaminantes de amostras clinicas, os avangos medicos estabeleceram um importante papel para 
muitos dos outros estafilococos coagulase-negativos nas infecgoes e doengas humanas. Varias especies foram 
descritas como causas de infecgoes humanas, principalmente em feridas, infecgoes das vias urinarias, infecgoes da 
corrente sanguinea, osteomielite, sepse relacionada com o uso de cateter, infecgoes de derivagao 
ventriculoperitoneal e endocardite de valvas nativas e proteses valvares (Boxes 12.2 e 12.6). Trata-se de importantes 
patogenos oportunistas em pacientes imunocomprometidos, incluindo lactentes prematuros, pacientes com cancer e 
neutropenia, idosos com doengas de base graves e pacientes intemados apos procedimentos invasivos e com 
cateteres de demora de material plastico. As infecgoes causadas por muitas dessas outras especies sao adquiridas no 
ambiente hospitalar. As especies comumente implicadas incluem S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. 
warneri, S. hominis, S. simulans, S. capitis, S. cohnii, S. xvlosus e S. saccharolyticus , 455 Alguns desses agentes, 
como S. schleiferi e S. warneri, produzem uma variedade de produtos extracelulares (/. e., glicocalice, DNase, lipase 
esterase, protease e a e (i-hemolisinas), que contribuem para a virulencia. S. haemolyticus despertou maior interesse, 
em virtude do aparecimento de resistencia aos glicolipidios nessa especie. S. lugdunensis emergiu como patogeno 
importante, causando principalmente endocardite e infecgoes cutaneas/de tecidos moles. Os nichos ecologicos e a 
importancia clinica dos estafilococos diferentes de S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus sao descritos no 
Boxe 12.2, enquanto os processos infecciosos associados a S. epidermidis e a outros estafilococos coagulase- 
negativos estao descritos no Boxe 12.6. 

Especies de Micrococcus e generos relacionados 

Varias especies de micrococos foram isoladas de amostras clinicas humanas, particularmente especies de Kocuria, 
especies de Kvtococcus e especies de Micrococcus. Kocuria kristinae foi isolada como causa de bacteriemia 
relacionada com o uso de cateter, endocardite infecciosa, infecgoes associadas a dialise peritoneal e infecgoes 
associadas a colecistite. ’ ’ K. kristinae, K. marina e K. rosea foram descritas como causas de peritonite em 
pacientes submetidos a dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD; do ingles, continuous ambolatory 
peritoneal dialysis) K. rhizophila tambem causou bacteriemia persistente relacionada com um acesso central 

danificado, e, em outro caso, esse microrganismo colonizou o Port-A-Cath® de um paciente pediatrico, resultando 
em episodios septicos durante um periodo de 2 anos, quando as culturas do acesso e as do sangue periferico foram 
positivas. 26,271 K. variants foi isolada como unico agente em um abscesso cerebral de um paciente diabetico." 49 As 
especies de Kytococcus, particularmente K. schroeteri, emergiram como agentes incomuns em uma variedade de 
infecgoes humanas. Desde 2002, apareceram diversos casos de endocardite de protese e bioprotese de valva da aorta 
e de valva mitral causada por K. schroeteri. i7 ’ i14 ’ 310 ’ 447 ’ 616 Com frequencia, a terapia exige intervengao cirurgica, 
embora tenham sido relatados resultados bem-sucedidos do tratamento com vancomicina/gentamicina mais 
rifampicina e monoterapia com daptomicina. ’ 2<1 Em tres pacientes com leucemia mieloide aguda, foi documentada a 
ocorrencia de pneumonia bacteriemica causada por K. schroeteri. Em geral, esses microrganismos isolados 


mostraram-se sensiveis a linezolida, sulfametoxazol-trimetoprima (SXT), rifampicina, gentamicina, imipenem, 
meropenem e vancomicina. ■ ’ K. schroeteri tambem foi isolada de casos de artrite cronica relacionada com 
implantes, osteomielite e espondilodiscite pos-operatoria. 85,250 Neste ultimo caso, o paciente foi submetido a 
discectomia cinirgica para tratamento de ciatica cronica. 250 K. schroeteri foi isolada de amostras de liquido 
ventriculoperitoneal associado a derivagao, e tanto K. schroeteri quanto K. sedentarius foram isoladas de liquido 
peritoneal de pacientes tratados com CAPD 93,255,476 Foram isoladas especies de Micrococcus de casos de 
bacteriemia, peritonite associada a dialise peritoneal, artrite septica, meningite e endocardite de valva nativa e de 
protese valvar. 260 ’ 367 ’ 551 

Rothia mucilaginosa 

Desde 1978, R. mucilaginosa foi descrita como agente oportunista em uma variedade de cenarios clinicos. 
Apareceram na literatura diversos casos de endocardite de valva nativa e de proteses valvares causados por R. 
mucilaginosa ; em alguns casos, a infecgao cardiaca foi associada ao uso de drogas intravenosas. 112 Foi relatada a 
ocorrencia de sepse por R. mucilaginosa em associagao a traumatismo de cabega e pescogo, dispositivos de acesso 
central e periferico, quimioterapia para o cancer, cateterismo cardiaco apos infarto do miocardio, CAPD e 
prematuridade extrema. 232 ’ 369 ’ 436,464 R. mucilaginosa tambem emergiu como patogeno importante tanto em adultos 
quanto em criangas com neoplasias malignas como doenga de base (p. ex., leucemia, linfoma, cancer de mama, 
doenga de Hodgkin, carcinoma de celulas escamosas, osteossarcoma, rabdomiossarcoma e AIDS), bem como em 
receptores de transplante de medula ossea. 2,17,190 ’ 294,315 ’ 546 ’ 550 As infecgoes incluiram bacteriemia transitoria e 
duradoura, sepse associada a acesso periferico e central, pneumonia, meningite, osteomielite vertebral e 
colangite. 2,17 ’ 158 ’ 190 ’ 315 O isolamento de R. mucilaginosa desses pacientes esteve associado a neutropenia grave, em 
consequencia da doenga de base, imunossupressao ou quimioterapia citotoxica. Os dispositivos de acesso de demora 
(p. ex., acessos intravenosos ou intra-arteriais, cateteres de Brouviac e de Hickman) colonizados constituiram a 
fonte do microrganismo em alguns pacientes, enquanto se acredita que, em outros pacientes, as possiveis fontes 
consistiram em ulceragoes da mucosa ou do esofago em consequencia de quimioterapia citotoxica, doenga 
periodontal ou infecgoes ou procedimentos dentarios. Raramente, R. mucilaginosa pode causar infecgoes osseas e 
articulares, incluindo artrite septica, osteomielite vertebral e espondilodiscite pos-operatoria. 69,22 Em raros casos, R. 
mucilaginosa pode causar doenga grave (p. ex., meningite) em individuos saudaveis. 4 

Isolamento e diferenciagao preliminar dos estafilococos e cocos gram-positivos 
relacionados 

Esfregagos diretos corados pelo Gram 

Em esfregagos diretos de amostras clinicas corados pelo metodo de Gram, os estafilococos aparecem como cocos 
gram-positivos ou gram-variaveis, cujo diametro varia de 0,5 pm a cerca de 1,5 pm (Prancha 12.1 D e F). Sao 
observadas celulas maiores entre membros do genero Macrococcus', todavia, essas especies nao constituem causas 
de infecgoes humanas. 2M Os microrganismos podem aparecer isolados, em pares, em cadeias curtas ou em grupos, 
tanto no interior quanto fora das celulas polimorfonucleares. As variagoes no tamanho das celulas e na reagao de 
Gram provavelmente devem-se a agao das celulas inflamatorias e suas enzimas hidroliticas sobre as celulas 
bacterianas. Nos esfregagos diretos, os pares ou as cadeias curtas de microrganismos nao podem ser diferenciados 
dos estreptococos, micrococos ou peptoestreptococos, embora os estreptococos frequentemente aparegam como 
cadeias de diplococos, e nao como cadeias de celulas individuals. Os relatos de esfregagos diretos devem incluir a 
quantificagao dos tipos de celulas e microrganismos (p. ex., “numerosos PMN, quantidade moderada de cocos 
gram-positivos”). Se o aspecto na coloragao pelo Gram for mais tipico, pode-se fazer um relato de “cocos gram- 
positivos semelbantes a estafilococos”, seguido de confirmagao com cultura. A morfologia na coloragao por metodo 
de Gram nao pode ser usada para diferenciar os estafilococos dos micrococos e generos relacionados ou de 
planococos. 

Isolamento de amostras clinicas 

Para o isolamento de estafilococos e microrganismos relacionados, e preciso semear amostras clinicas em agar- 
sangue de cameiro (SBA; do ingles, sheep blood agar) e outros meios bacteriologicos. Para o isolamento de 
microrganismos de amostras densamente contaminadas, as amostras tambem dever ser semeadas em meios de 


colistina-acido nalidixico Columbia (CNA; do ingles, Columbia colistin-nalidixic acid) ou em agar feniletil-alcool 
(PEA; do ingles, phenylethyl alcohol agar), que inibem o crescimento das bacterias gram-negativas e possibilitam o 
desenvolvimento de microrganismos gram-positivos. O agar manitol e um bom meio seletivo para avaliar a presenga 
de S. aureus em amostras, como culturas de amostras nasais. No SBA, a maioria dos estafilococos exibe um bom 
crescimento dentro de 24 horas, embora os micrococos possam necessitar de 48 horas para o crescimento de 
colonias identificaveis. Algumas especies de estafilococos tambem podem necessitar de mais de 24 a 48 horas de 
incubagao, de modo a verificar se a amostra contem uma cultura pura ou mista. Pode ser necessaria uma incubagao 
mais prolongada - de ate 72 horas - para assegurar que a identificagao e os testes de sensibilidade estejam sendo 
realizados em uma cultura pura, particularmente quando se tern uma amostra de multiplas colonias para obter um 
inoculo representativo. 

Morfologia das colonias 

As especies de Micrococcus e Staphylococcus formam colonias distintas em SBA. As colonias da maioria das 
especies de estafilococos crescem mais rapidamente que as dos micrococos e apresentam um diametro de 1 a 3 mm 
depois de 24 horas de incubagao, embora algumas (p. ex., S. warneri, S. simulans, S. auricularis, S. vitulinus, S. 
lentus) possam formar colonias menores durante esse periodo de tempo. As cepas de algumas especies de 
estafilococos exibem uma consideravel variagao no tamanho das colonias na mesma placa de cultura, dando a 
aparencia de cultura mista. As colonias de estafilococos sao habitualmente lisas e butiraceas e exibem um perfil 
convexo baixo, com borda continua. As colonias de algumas cepas de S. aureus sao habitualmente grandes (4 a 6 
mm de diametro), lisas, de borda continua e consistencia butiracea, embora algumas cepas possam ter aparencia 
umida ou “pegajosa”. Algumas cepas podem ter pigmento amarelo ou amarelo-alaranjado (dai a designagao de 
“aureus ”, que significa “dourado”), enquanto outras cepas podem produzir colonias esbranquigadas ou cinzentas. 
Estas ultimas cepas podem assemelhar-se a estreptococos do grupo D e enterococos (catase-negativos). A produgao 
de pigmento tanto por S. aureus quanto pelos estafilococos coagulase-negativos toma-se habitualmente mais 
pronunciada apos incubagao em temperatura ambiente durante 2 a 3 dias. Algumas cepas de S. aureus e algumas 
especies coagulase-negativas podem exibir uma zona distinta ou difusa de (S-hcmolise ao redor das colonias 
(Prancha 12.1 E); essa propriedade hemolltica pode tomar-se evidente somente apos incubagao prolongada. 

Os isolados de S. aureus de pacientes que foram tratados com agentes antimicrobianos por longos periodos de 
tempo ou que apresentam determinadas doengas de base persistentes, como fibrose cistica, podem crescer formando 
pequenas colonias atipicas, conhecidas como variantes de colonias pequenas. Em geral, essas colonias sao muito 
pequenas, nao pigmentadas e crescem melhor na presenga de C0 2 . Alem disso, pode ser dificil testar a sensibilidade 
desses isolados a antimicrobianos, em virtude de seu crescimento escasso. O caldo utilizado no teste de 
sensibilidade com microdiluigao para esses isolados pode exigir suplementagao, e os metodos de diluigao em agar, 
difusao em disco e sensibilidade de Etest® devem ser realizados em agar Miieller-Hinton contendo 5% de sangue de 
cameiro. 

Em geral, os micrococos e especies relacionadas crescem mais lentamente, exigindo, com frequencia, uma 
incubagao de 48 horas para que se possa identificar a morfologia tipica das colonias. Depois desse periodo de 
tempo, as colonias de micrococos medem 1 a 2 mm de diametro, possuem aspecto opaco ou fosco e exibem um 
perfil convexo alto com borda continua. As colonias de especies de Micrococcus, Nesterenkonia, Dermacoccus, 
Kocuria eA. agilis podem ter aparencia lisa ou fosca. Algumas especies nao sao pigmentadas (M lylae, N. halobia) 
ou podem produzir colonias de cor amarela (M. luteus, K. sedentarius, K. varians, K. palustris, K. rhizophila), 
laranja (D. nishinomiyaensis, K. kristinae) ou rosa a vermelha (K. rosea, A. agilis) em meios de agar (Prancha 12.1 
H). Em geral, a pigmentagao torna-se mais obvia ou intensa se as placas forem incubadas em temperatura ambiente 
por varios dias. As colonias de R. mucilaginosa exibem coloragao cinza a branca e podem ter aspecto mucoide. 
Tendem a aderir ao agar e, quando removidas do meio de cultura, sao de aparencia elastica e dificeis de emulsificar. 

Teste da catalase 

Os estafilococos e os micrococos sao diferenciados dos estreptococos, dos enterococos e das bacterias “semelhantes 
a. Streptococcus" pelo teste da catalase. Esse teste detecta a presenga da enzima catalase (ver Quadro 1.1 online). O 
teste da catalase e efetuado com peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) a 3% em lamina de vidro. A produgao imediata e 
vigorosa de bolhas indica a conversao do H 2 0 2 em agua e gas oxigenio (Prancha 12.1 G). Em condigoes ideais, o 


teste da catalase deve ser realizado a partir de um meio de cultura que nao contenha sangue, visto que os proprios 
eritrocitos podem produzir uma reagao de catalase fracamente positiva. Entretanto, como a maioria dos laboratories 
cllnicos isola estafdococos em meios nao seletivos ou seletivos contendo sangue (p. ex., agar SBA e CNA, 
respectivamente), deve-se ter o cuidado de coletar apenas a parte superior das coldnias para realizar o teste, de modo 
a evitar a coleta de sangue e a obtengao de posslveis reagoes falso-positivas. Isso pode ser feito mais rapidamente 
com uma alga de madeira em forma de agulha. Existem cepas raras de estafdococos que podem ser catalase- 
negativas, enquanto alguns enterococos produzem uma “pseudocatalase” e sao fracamente reativos com H 2 0 2 . R. 
mucilaginosa e, em geral, catalase-negativa ou fracamente positiva. 

Metodos para a diferenciagao de micrococos e estafilococos 

Dispde-se de varios metodos para diferenciar as especies de Micrococcus e especies relacionadas e especies de 
Staphylococcus, os dois generos catalase-positivos observados com mais frequencia no laboratorio clinico, de outros 
cocos gram-positivos catalase-positivos. Alguns necessitam de meios especiais e de incubagao prolongada, 
enquanto outros estao disponiveis no comercio e fomecem resultados dentro de 18 a 24 horas ou menos. A Tabela 
12.2 fornece uma lista dos testes fenotipicos para a diferenciagao das especies de Micrococcus, Macrococcus e 
Staphylococcus. Embora as especies de Macrococcus sejam principalmente isoladas de equinos, as reagoes dessas 
especies sao incluidas para o reconhecimento primario de isolados de macrococos obtidos em laboratories que 
fomecem servigos a clinicas veterinarias. 

Fermentagao da glicose. Esse teste e realizado de modo semelhante aos testes de oxidagao-fermentagao (OF) para 
bacilos gram-negativos nao fermentadores. O meio de OF para estafdococos contem nutrientes adicionais como 
extrato de levedura, para preencher as necessidades mais especificas de crescimento dos estafdococos. Esse metodo, 
considerado como o procedimento de referencia para a diferenciagao das Micrococcaceae, exige uma incubagao 
prolongada e nao e facilmente adaptavel ou acessivel a uso rotineiro no laboratorio. 

Sensibilidade a lisostafina. A lisostafma e uma endopeptidase que cliva as pontes cruzadas de pentapeptidios ricos 
em glicina do peptidoglicano da parede celular dos estafdococos. Essa atividade toma as celulas suscetiveis a lise 
osmotica. Certas especies de estafdococos (/. e., S. aureus, S. simulans, S. cohnii, S. xylosus ) sao mais sensiveis a 
lisostafma do que outras (p. ex., S. hominis, S. saprophvticus, S. haemolyticus), de modo que a padronizagao e a 
interpretagao desse teste sao algumas vezes dificeis. Dispde-se no comercio de um teste em tubo para sensibilidade 
a lisostafma pelo Remel (Remel Inc., Lenexa, KA). Prepara-se uma suspensao densa do microrganismo em 0,2 m{ 
de soro fisiologico esterilizado e, em seguida, adiciona-se 0,2 m{ da solugao de lisostafma de Remel. A suspensao e 
incubada a 35°C durante 2 horas. A clarificagao da suspensao indica suscetibilidade a lisostafma. A sensibilidade a 
lisostafma tambem pode ser determinada utilizando um metodo de difusao com disco de papel de filtro. Uma placa 
de agar Miieller-Hinton e semeada com o microrganismo a ser testado (padrao de turvagao de McFarland de 0,5), e, 
em seguida, coloca-se um disco impregnado com 10 pg de solugao de lisostafma esterilizada por filtragao (287 
unidades/m (’) sobre a placa. A placa e entao incubada a 35°C, durante 24 horas. Em geral, as especies de 
Staphylococcus apresentam zonas de inibigao de 10 a 16 mm de diametro. As especies de Micrococcus e especies 
relacionadas nao exibem nenhuma zona. Para obter resultados otimos com o teste de sensibilidade a lisostafma, o 
microrganismo deve crescer em meio a base de peptona bovina, em lugar de um meio a base de peptona de caseina 
ou peptona de soja. O fator crucial consiste no conteudo de glicina do meio, visto que a glicina constitui uma 
importante parte da parede celular dos estafdococos e e essencial para a agao da lisostafma. 

Tabela 12.2 Caracteristicas fenotipicas para a diferenciagao de Staphylococcus , Micrococcus e especies 
relacionadas e Macrococcus. 


Reagao/descrigao para: 


Caracteristica 


Micrococcus e especies 
Staphylococcus relacionadas" 


Macrococcus 


Tamanho do microrganismo 


0,6 a 1,6 gm 


la 1,8 gm 


1,3 a 2,5 gm 


Perfil das colonias 


Elevadas, convexas baixas 


Elevadas 


Convexas baixas, em cupula 



Taxa de crescimento 

Lento a rapido 

Muito lento 

Lento 

Fermentagao da glicose 

+ 

- 

- 

Sensibilidade a furazolidona (disco de 100 pg de 

furazolidona) 

S 

R 

S 

Sensibilidade a bacitracina (disco Taxo A de 0,04 unidade) 

R 

S 

R 

Teste de oxidase modificado 

_b 

+ 

+ 

Sensibilidade a lisostafina 

s 

R 

S 

Crescimento facultativo sob uma laminula em agar-sangue 

1+a 4+ 

-/1 + 

Dl 

Produ^ao aerobia de acido a partir do glicerol na presenga 

de 0,4 pg/m£ de eritromicina 

+ 

- 

Dl 


a lnclui os generos Micrococcus, Kytococcus, Dermacoccus, Nesterenkonia e Kocuria. 

'Todas as especies de Staphylococcus sao negativas para oxidase modificada, exceto S. vitulinus, S. sciuri e S. lentus. 
+ = reagao positiva; - = reagao negativa; S = sensivel; R = resistente; Dl = dados indisponiveis. 


Produgao de acido a partir de glicerol na presenga de eritromicina. Nesse teste, prepara-se um meio contendo 
glicerol (1%) e eritromicina (0,4 tig/m t ) com base de agar enriquecido contendo purpura de bromocresol como 
indicador, e coloca-se esse meio em placas de Petri. Sao realizadas estrias de varias colonias do isolado em uma 
unica linha sobre o meio, e a placa e incubada a 35°C, por ate 3 dias. Os estafdococos irao produzir acidos nesse 
meio, o que nao ira ocorrer com os micrococos e especies relacionadas. 

Sensibilidade a furazolidona. Esse teste e realizado como procedimento de sensibilidade em discos, utilizando 
discos disponiveis no comercio (discos FX, 100 pg, BD Biosciences, Sparks, MD). O procedimento para esse teste e 
descrito de modo detalhado no Quadro 12.1 online. Os estafdococos sao inibidos pela furazolidona e formam zonas 
de 15 mm ou mais, enquanto os micrococos e especies relacionadas sao resistentes e formam zonas de 6 mm 
(ausencia de zona) ate 9 mm (Prancha 12.2 A e B). 28 Todavia, em certas ocasioes, podem-se observar estafdococos 
coagulase-negativos, que exibem resistencia a furazolidona. 

Teste de oxidase modificada. 28,157 Este teste tambem esta disponivel no comercio por Remel (Microdase Test 
Disks®, Remel, Inc.). Sao utilizados discos de papel de filtro impregnados com dicloridrato de tetrametil-/;- 
fenilenodiamina (reagente de oxidase) em dimetilsulfoxido (DMSO). O DMSO toma as celulas permeaveis ao 
reagente. Com um aplicador, retira-se uma colonia do meio de crescimento, que e entao esfregada sobre o disco. O 
aparecimento de uma cor azul-purpura em 30 segundos fomece um resultado positivo. A ausencia de cor dentro 
desse periodo constitui um teste negativo (Prancha 12.2 C). As especies de Micrococcus, N. halobia, D. 
nishinomiyaensis, A. agilis, K. kristinae e especies de Macrococcus sao positivas para oxidase modificada, enquanto 
as cepas de K. sedentarius, K. rosea, K. various, K. palustris e K. rhizophila sao negativas."' ’ ’ Todas as 
especies de Staphylococcus sao negativas para oxidase modificada, exceto as cepas de S. sciuri, S. lentus e S. 
vitulinus. 2 * 1 

Sensibilidade a bacitracina. Esse procedimento emprega o mesmo disco de bacitracina utilizado para a 
identificagao presuntiva de estreptococos beta-hemolfticos do grupo A. O microrganismo e semeado em uma placa 
de agar Mueller-Hinton ou de agar-sangue, conforme descrito anteriormente para o teste com disco FX, e coloca-se 
um disco diferencial de bacitracina (Taxo A, 0,04 unidade de bacitracina, BD Biosciences) sobre o inoculo. Depois 
de uma incubagao durante a noite, mede-se o tamanho da zona. Os estafdococos sao resistentes e crescem ate a 
borda do disco, enquanto os micrococos e especies relacionadas sao sensiveis, produzindo zonas de 10 mm ou 
mais. 28 

Metodo de crescimento em laminula. Esse metodo utiliza a natureza estritamente aerobia dos micrococos e 
especies relacionadas e o metabolismo facultativo dos estafdococos/' 111 Para a realizagao desse teste, o 
microrganismo e semeado para isolamento em placa de agar-sangue e coloca-se uma laminula esterilizada sobre a 



area densamente semeada da placa (i. e., o segundo quadrante de uma semeadura de quatro quadrantes). Depois de 
uma incubagao durante a noite a 35 a 37°C, examina-se a placa a procura de crescimento abaixo da lammula. Na 
descrigao original desse teste, foram testados 15 cepas de S. aureus, 20 isolados de estafilococos coagulase- 
negativos, 18 isolados de M. luteus e isolados de outros microrganismos semelhantes a Micrococcus (K. rosea, D. 
nishinomiyaensis, K sedentarius, K, kristinae, K. varians). Todos os micrococos e especies relacionadas nao 
cresceram sob a lammula, enquanto todos os estafilococos, com excegao de alguns isolados de animais (p. ex., S. 
equorum, S. intermedins, S. kloosii, S. lentus, S. sciuri ) demonstraram um crescimento de pelo menos 1+. O teste 
apresentou uma boa correlagao com os testes de sensibilidade a furazolidona e a bacitracina. 

A escolba do metodo empregado em determinado laboratorio depende do tipo de trabalho realizado (p. ex., 
laboratorio de referenda, microbiologia ambiental, laboratorio cllnico). Na maioria dos laboratories de 
microbiologia clinica, o teste de oxidase modificada, o teste com disco de furazolidona e o teste com disco de 
bacitracina Taxo A sao, provavelmente, as escolhas mais logicas, visto que sao rapidos, confiaveis, de baixo custo e 
comercialmente disponfveis. 

Metodos para a deteegao direta de MRSA em amostras clmicas 
Meios cromogenicos para vigilancia da colonizagao por MRSA 

Dispde-se de varios meios cromogenicos para a deteegao de MRSA em amostras de narina e outros locais a partir 
dos quais sao obtidas amostras para determinar a colonizagao por esse microrganismo (p. ex., axila, virilba). Esses 
meios contem cefoxitina para a deteegao de resistencia a meticilina e substratos cromogenicos que, quando 
hidrolisados por enzimas bacterianas especificas, produzem colonias coloridas. Os meios cromogenicos atualmente 
disponiveis incluem agar Spectra* MRSA (Remel, Lenexa, KA), BBL CHROMagar® MRSA II (Becton-Dickinson, 
Sparks, MD), MRSASb/ecf® (Bio-RAd, Hercules, CA), agar chromID® MRSA (bioMerieux, Durham, NC), agar 
Brilliance® MRSA (Oxoid/Remel) CHROMagar® (CHROMagar, Microbiology, Franga) e Oxacillin-Resistance 
Screening Agar® (ORSA, Oxoid, apenas a forma desidratada). O Brilliance® MRSA obteve liberagao da FDA como 
Spectra® MRSA (Remel) nos EUA, de modo que esses dois meios sao os mesmos. Os meios cromogenicos sao 
inoculados e incubados por periodos de tempo especificos, conforme recomendado pelo fabricante. Por exemplo, as 
leituras para Spectra® MRSA, chromID® MRSA e Brilliance® MRSA sao feitas depois de 24 horas de incubagao a 
35 a 37°C, enquanto o agar MRSASb/ect® pode ser lido depois de 18 horas e incubado por ate 28 horas antes que 
possa ser considerado negativo para MRSA. Na maioria das avaliagoes desses meios, sao geralmente utilizados 
periodos de incubagao de ate 48 horas, sendo a primeira leitura realizada com 18 a 24 horas, dependendo do produto 
usado. A sensibilidade desses meios cromogenicos para a deteegao do MRSA varia de apenas 78 a 80% ate 97 a 
99% em comparagao com metodos convencionais para a deteegao do MRSA (Tabela 
12.3). 79 ’ 129 ’ 214 ’ 217 ’ 298 ’ 340 ’ 376 ’ 424 ’ 448 ’ 564 ’ 566 ’ 597 ' 604 As especificidades desses meios para MRSA encontram-se na faixa de 92 
a 99%. Em alguns casos, o prolongamento do tempo de incubagao dessas culturas resulta em ligeiro aumento da 
sensibilidade, com diminuigao concomitante da especificidade. Por exemplo, em um estudo do agar MRSA.SWeet®, 
a especificidade do meio para a deteegao do MRSA diminuiu de 97,2% depois de 24 horas de incubagao para 92,1% 
depois de 48 horas, enquanto a sensibilidade aumentou de 80,7 para 92,6% durante esse mesmo periodo de 
tempo. 340 No mesmo estudo, a sensibilidade do chromID® MRSA aumentou de 82,8% com 24 horas de incubagao 
para 93,5% depois de 48 horas, com uma diminuigao da especificidade de 96,3% depois de 24 horas para 89,7% 
depois de 48 horas. Foi tambem constatado que os meios cromogenicos para deteegao de MRSA aumentam o 
rendimento do MRSA em comparagao com os metodos convencionais (/. e., agar-sangue e agar CNA) para amostras 
de ferida polimicrobiana e amostras pulmonares selecionadas, e esses meios tern sido usados como metodo para a 
deteegao precoce do MRSA em hemoculturas. 211,425 Em algumas instituigoes, amostras de narinas e outras amostras 
para vigilancia sao semeadas em caldo de enriquecimento (habitualmente TSB com NaCl a 6,5%) e incubadas por 
18 a 24 horas antes de plaqueamento em meios cromogenicos. Embora esse procedimento possa aumentar o 
rendimento de amostras positivas, perde-se a vantagem de um rapido tempo de resposta, particularmente se as 
placas cromogenicas forem incubadas por 48 horas antes da leitura final. 

Metodos moleculares para vigilancia da colonizagao por MRSA 

Dispde-se tambem de abordagens moleculares autorizadas pela FDA para a deteegao de MRSA em programas de 
vigilancia e controle de infeegao. Essas abordagens consistem em ensaios baseados na PCR em tempo real, com 


tempo de resposta curto, em comparagao com os metodos baseados em culturas. Os testes atualmente disponiveis 
incluem o ensaio BD GeneOhrn R MRSA (Becton-Dickinson Diagnostics, San Diego, CA), o ensaio BD Max® 
MRSA (Becton-Dickinson), GeneXpert" MRSA (Cepheid, Sunnyvale, CA) e o ensaio Roche LightCycler® 1 MRSA 
Advance. O ensaio BD GeneOhrn 11 foi comercializado pela primeira vez como ensaio IDI-MRSA. 462 Esses ensaios 
foram autorizados pela FDA apenas para amostras de narinas, embora estudos tenham examinado a utilizagao 
desses testes em amostras de virilha, axila e garganta, ou amostras combinadas de narina/virilha. ■ ’ ■ Ambos 
os ensaios BD GeneOhrn® e Cepheid GeneXpert® coamplificam a extremidade do SCC mec e parte do gene orfX 
adjacente especifico de S. aureus no local de insergao SC-C mec; esses ensaios nao sao direcionados especificamente 
para o gene mecK. O ensaio BD GeneOhm®' e realizado com o instrumento SmartCycler® (Cepheid), enquanto o 
GeneXpert® MRSA e realizado na plataforma de PCR em tempo real GeneXpert®. Nesse ensaio, a amostra e 
colocada em um cartucho de uso unico descartavel, que contem esferas liofilizadas com todos os reagentes 
necessarios para extragao, amplificagao e detecgao do DNA da amostra. Esse ensaio requer um tempo minimo de 
pratica e pode ser executado em menos de 90 minutos. As taxas de inibigao da amostra para o ensaio BD 
GeneOhm® sao de 1,3 a 1,7%, enquanto as taxas para o teste GeneXpert® MRSA sao de 1,6 a 1,8%. O teste 
LightCycler® MRSA Advanced e um sistema de ciclo termico em carrossel com capacidade de ate 32 amostras (30 
testes e 2 controles), realizado com o instrumento LightCycler®. 22 O ensaio LightCycler® MRSA Advanced utiliza 
extragao de swab e lise mecanica para a preparagao da amostra, amplificagao por PCR em tempo real do DNA do 
MRSA e sondas de hibridizagao fluorogenicas especlficas para o alvo, para detecgao do DNA amplificado. Cada 
mistura da reagao contem um controle intemo para detectar a inibigao da amostra. Esses ensaios moleculares foram 
avaliados de modo individual e em varias comparagoes lado a lado (Tabela 

12 . 4) .22,56,61,95, H7.139,215,234,248,272,312,341,392,412,427,457,461 518,590,605 Esses diferem ^ popula9 5 es testadas 

(prevalences baixa e alta), nos metodos de comparagao usados (cultura direta em meio cromogenico, cultura de 
enriquecimento seguida de subcultura para o meio cromogenico) e nos metodos para analise de resultados 
discrepantes. Em geral, esses ensaios moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade, com valores 
preditivos negativos que variam de 93 a 100%. 


Tabela 12.3 Meios cromogenicos para o isolamento de MRSA. a 


Meio de 


Incubagao' 1 



Sensibilidade (%) 

Especificidade (%) 

cultura 

Fabricante 

(horas) 

MRSA 

Nao MRSA 

24 h 

48 h 

24 h 

48 h 

MRSASelecf 

Bio-Rad 

18 a 28 

Colonias pequenas 

rosadas/cor de 

malva 

Colonias brancas, 

incolores 

81 a 98,2 

92,6 a 98,7 

91,4 a 100 

88 a 90,6 

Spectra* MRSA 

Remel 

24 

Colonias pequenas 

a medias, cor 

azul denim 

contra um 

fundo branco 

opaco 

Colonias inibidasou 

brancas 

83,6 a 96 

99 

92,1 a 99,7 

98,5 a 99,2 

BBLCHROMagar* 

MRSA II 

BD 

20 a 26 

Colonias corde 

malva 

Ausencia de 

crescimento, 

colonias sem 

cor de malva 

84,6 a 87,7 

92,4 a 96,8 

99,2 a 99,8 

97,8 a 100 

ChromlD* MRSA 

bioMerieux 

24 

Colonias verdes 

Colonias nao verdes 

81,4 a 97,4 

88,6 a 98 

96,3 a 100 

89 a 99 

ChromlD* MRSA 

New 

bioMerieux 

18 e 24 

Colonias verdes, 

verde- 

Outras 

94,3 

Dl 

95,4 

Dl 




azuladas, 
escuras (24) 


HardyCHROM* 

MRSA 

Hardy 

Diagnostics 

24 

Colonias rosadasa 

magenta 

Pelicula decor 

purpura 

93,3 

97 

99,7 

99,7 

Brilliance" MRSA 

Oxoid 

24 

Colonias peguenas 

amedias cor 

azul denim 

contra um 

fundo branco 

opaco 

Colonias inibidasou 

brancas 

90 

96,4 

86,9 

69 

CHROMagar" 

CHROMagar 

Microbiology 

24 

Colonias corde 

malva 

Colonias azuis, 

incolores ou 

inibidas 

81,9 

93,1 

99,1 

97,4 

Oxacillin- 

Resistance 

Screening 

agar 

Oxoid 

24 a 48 

Azulintenso 

Sem crescimento, 

colonias corde 

palha 

96,1 

99,3 

96 

76 

Denim-Blue" 

MRSA 

Oxoid 

24 

Azul 

Brancas 

96 

Dl 

98 

Dl 


a Obtidos das references 79, 129, 214, 217, 298, 340, 376, 424, 425, 448, 566, 597 e 606. 
'’Tempo de incubagao recomendado pelo fabricante. 


A medida que a experiencia com esses ensaios foi aumentando, o mesmo ocorreu com o reconhecimento de 
isolados de estafilococos que perderam todo ou parte do SCC mec. Esses isolados sao denominados “perda de 
mecA ”, visto que carecem de um gene mec A funcional, porem contem a sequencia de jungao SCC mec. Essas 
sequencias de jungao tambem podem variar, e os estafdococos coagulase-negativos podem conter sequencias 
semelhantes que podem levar a uma identificagao falsa de estafdococos coagulase-negativos como 
MRSA. 31,55,312,421,514 Os isolados de MSSA podem-se originar de MRSA apos excisao parcial ou completa do 
SCC mec, e, por outro lado, o MRSA pode resultar do MSSA por integragao especlfica de local do SCC mec ao local 
cromossdmico orfiC. Tendo em vista que ensaios como o BD CieneOhm " e o GeneXpert® MRSA sao direcionados 
para a jungao SCC mec-orJX e nao especificamente direcionados para o gene mec A , as cepas de MSSA que perderam 
o gene mecA funcional podem ser detectadas como MRSA-positivas (“MRSA falso-positivas”). 2u Shore et a/., 493 na 
Irlanda, investigaram 25 isolados de hospitals MSSA multidrogarresistentes quanto a presenga de SCC mec e 
realizaram o sequenciamento de multilocus e tipagem spa. Varios desses isolados tinham remanescentes de 
SCC mec, e tres dos isolados de MSSA foram detectados como MRSA pelos ensaios GeneXpert® e BD GeneOhm®. 
A sensibilidade cllnica desses ensaios moleculares diretos para MRSA e influenciada pela prevalencia desses 
isolados aberrantes. Em um relatorio da Belgica, o Cepheid GeneXpert® MRSA teve uma sensibilidade de apenas 
60,7%, devido a presenga de novas variantes de SCC mec e alguns isolados de MSSA que apresentavam reagao 
cruzada com sequencias geneticas semelhantes a SCC mec. 4 ' 1 Com base nesses relatos, e possivel que esses testes 
moleculares diretos possam sobreviver algum dia quanto a sua utilidade, a menos que as cepas de MRSA e MSSA 
sejam monitoradas quanto a perda ou aquisigao de sequencias de SCC mec, semelhantes a SSC mec e adjacentes (p. 
ex., orfX), passiveis de afetar a sensibilidade e a especificidade desses ensaios para genes alvo-especificos. 

Tabela 12.4 Desempenho de ensaios moleculares para a detecgao de MRSA em amostras de vigilancia. 



Refe¬ 

rences 

95 

117 


412 


215 


234 


272 


392 


590 


312 





BD GeneOhnT* 





LightCycler® MRSA 



Local de cultura 


MRSA(%) 


GeneXpert* MRSA (%) 

Advanced (%) 


Nari- 

Viri- Gar- 








Metodo de cultura 

nas 

Axila Ilia ganta 

SENS 

SPEC PPV 

NPV 

SENS 

SPEC PPV 

NPV 

SENS SPEC PPV NPV Comentarios 

• 498 swabs nasais em pares, cultivados em 
Pgar-sangue 

• Baixa prevalSncia de MRS A (2.8%) 

X 


92,9 

95,7 38,2 

99,8 





• Baixa prevalSncia de MRSA (4,1 %| 

X 


93,9 

99,2 83,8 

99,7 




• Plataforma BDMax® 
totalmente automatizada 

• Menor numero de re- 










sultados nao resolvidos 
em comparagao com 
GeneOhm® 

• Avaliados os procedimentos de lise por 

X 


92 

94,6 75,4 

98,5 




• 0 procedimento ACP di- 

acromopeptidase em comparagao com o 









minui o tempo de teste, 

mdtodo de kitde lise de MRSA 









pois tr§s passos (duas 

• Testados 1.216 swabs nasais (pacientes 









centrifugagBes e uma 

internados, ambulatoriais e de clfnicas 









lavagem) sao omitidos 

geriatricas) 









• 0 tempo medio para a 

• Cultura direta em CHROMagar®, com lei- 









positividade foi de 69,3 

tura em 24 e 48 h 









h para cultura e 2,83 h 

• Enriquecimento em TSB com NaCI a 6,5%, 









para BD 

incubagao durante 24 h, subcultura em CHRO- 
Magar®, com incubagao durante 24 e 48 h 










• Coleta de 728 swabs nasais e 1.539 

X 


97,2 

99,4 89,7 

99,9 




• 0 sequenciamento de 

swabs de virilha 


X 

100 

98,7 61,5 

100 




amostras discordantes 

• Cultura direta em agar-sangue, sais de 









confirmou MRSA em 

manitol, agar MH com NaCI a 4% 









40% dos esp6cimes que 

• PrevalSncia de 4,8% 









foram negativos em cul¬ 
tura e positivos em PCR 
por ambos os m6todos 

• Enriquecimento em TSB com NaCI a 7,5% 

X 


100 

99,5 93,8 

100 

100 

99,4 91,7 

100 

• Dados mostrados ap6s a 

durante 24 h 


X 

100 

99,5 93,3 

100 

100 

99,4 88,9 

100 

resolugao de resultados 


> Subcultura em meio cromog§nico 
chromID® e incubagao de 24 h 


discordantes de PCR por 
positividade de cultura 
em qualquer local 

• A coleta de swabs de nariz 
e virilha resultou em uma 
taxa maior de detecgao de 
carreadores de MRSA 

• TDR para BD, Xpert® e 
cultura foi de 5h40min, 
2h20min e 54h30min, 
respectivamente 


• Amostras de 43 pacientes X X 84,8/ 92,7/ 76,5/ 95,6/ 87,0/ 93,8/ 80,0/ 96,2/ 

• Taxa elevada conhecida de colonizagao de 73,2 93,5 80,4 90,6 75,0 94,7 84,0 91,1 

MRSA (12 a 15%) 

• Coleta de swabs de narinas, virilha e 
swabs combinados 

• Cultura direta em 3gar MRSA cromog§nico 
com incubagao durante 24 a 48 h 

• Em seguida, os swabs foram colocados em 
TSB com NaCI a 6,5%, incubados durante 
48 h e, em seguida, repicados em Sgar 
MRSAcromogSnico 


• Estudo conduzido na Belgica X 

• 500 amostras de narinas 

• Preval§ncia de 1,6% 

• Cultura enriquecida em TSB-NaCI a 3,5%, 
com incubagao durante a noite 

• Subcultura em MRSASe/ecfcom incuba¬ 
gao durante 48 h 

• Estudo conduzido nos Pafses Baixos X 

• 1.764 pacientes derisco 

• Preval§ncia de 3,3% 

• Caldo enriquecido durante 24 h e repicado 
em agar MRSA-ID cromog§nico, com incu¬ 
bagao durante 24 h 

• Estudo conduzido na Belgica X 

• 246 amostras de pacientes de alto risco 

• As taxas de preval£ncia aumentaram de 
4,7% para 19% de 2002 a 2005 

• Cultura direta em MRSASe/ecf, com incu¬ 
bagao durante 24 h 

• Swabco\ocat\o em TSB com NaCI a 6,5%, 
com incubagao durante 24 h 

• Caldo repicado em MRSASe/ecf, com incu¬ 
bagao de 24 h 


62,5 99,0 50,0 99,4 62,5 97,7 31,3 99,4 


82,5 96,5 44,2 99,5 75,0 94,5 33,3 99,1 


78,3/ 97,7/ 78,3/ 97,7/ 
69,2 97,7 78,3 96,3 


• Dados das amostras 
combinadasfornecidos 

• Dados: desempenho em 
comparagao com a cul¬ 
tura de enriquecimento 
de48h 

• Nfveissemelhantesde 
acuracia utilizandoa 
abordagem das amostras 
combinadas. 0 uso de 
amostras combinadas 
aumenta a detecgao de 
colonizagao por MRSA 

• Foi observada sensibili- 
dade menor na popula- 
gao de baixa preval§ncia 
testada 


• A sensibilidade, a espe- 
cificidade, o VPP e o VPN 
da cultura foram, res¬ 
pectivamente, de 85,7%, 
96,6%, 46,2% e 99,5 

• Dados: desempenho 
com cultura direta/de- 
sempenhamcom cultura 
enriquecida 

• Os dados in vitro mostra- 
ram que o Xpert MRSA 
detectou 39/40 cepas de 
MRSA representatives 
pertencentes a SCCmef 
tipos I, II, IV e V 

• Dos sete isolados omi- 
tidos por Xpert, quatro 
eram variantes SCC mec 
tipo IV nao identificadas 
peloensaio genXpert 
atual para MRSA 




605 • Avaliagao multic&ntrica do Xpert 8, MRSA X 

• 1.077 amostras de narinas de sete locais 
dos EUA 

• Preval§ncia: 5,2 a 44% 

• Cultura direta em CHROMagar® com incu- 
bagao de 18 a 24 h 

• Enriquecimento em TSB-NaCI a 6,5% e 
subcultura em CHROMagar®, com incuba- 
gao durante 24 a 48 h 

139 • Estudo conduzido nos Pa fses Baixos X 

• Baixa prevaIGncia, de 3,9% (polftica natio¬ 
nal de "procurar e destruir") 

• Enriquecimento em caldo de fenilmanitol 
com ceftizoxima e aztreonam 

• Subcultura em meio cromog£nico com 
confirmagao dentro de 24 a 48 h 

461 • Estudo conduzido na Irlanda X 

• Amostras de swabde quatro locais de 204 
pacientes 

• Culturas diretas em agar MRSA Select X 

• Enriquecimento com subcultura em 
MRSA Select 


94,3/ 93,2/ 73,0/ 98,8/ 
86,3 94,9 80,5 96,6 


457 


X X 


91,6 97,0 54,3 99,7 


X X 
X 


* Cultura direta ap6s enriquecimento em 
CHROMagar durante a noite 


» Coleta de 1.891 swabs nasais 
> Cultura direta em chromID® MRSA 
(bioMerieux), com incubagao de 48 h 


60,7 97,3 


» Dados: desempenho com 
cultura direta/desem- 
penho com cultura de 
enriquecimento 


• Dados de desempenho 
combinados para tr£s 
locais do corpo 

• Quatro de 12 resultados 
positivos detectados 
somente ap6s cultura de 
enriquecimento 


88/79 

92/94 53/71 

99/96 

• Dados: desempenho com 

84 

92 

67 

97 

cultura direta/desem- 
penho com cultura de 

92 

94 

69 

99 

enriquecimento 

63 

98 

83 

93 

• Dados de desempenho 
para locais individuais do 


corpo, em comparagao 
com resultados apenas da 
cultura de enriquecimento 

> Xpert® avaliado com 114 
MRSA, representando 
SCC mec tipos IVa, IVb, 
IVc, IVd, Vt e Vi com de- 
teegao de todos os 114 
isolados de MRSA e sete 
cepas de controle 

> 0 nfvel de deteegao 
(NDD)foi de 610UFC/m/ 
(equivalente a 58 UFC/ 
swab) 


56 

• Lfquido eswab usado para PCR e cultura X 

X 



89 

99 

• Resultados reunidos 


de enriquecimento 






de andlises separadas 


• Caldo para estafilococo incubado durante 


X 


68 

98 

de todos os trSs locais 


a noite e repicado em MRSASe/ecf 






aumentarama sensibili- 


• 50 portadores de MRSA conhecidos 



X 

78 

98 

dade para 92% 








• 0 teste das amostras 








reunidasdurante tme¬ 
ses apresentou VPP de 
77% e VPN de 99% 

341 

• Estudo conduzido na Btigica X 



90,9/ 

100/ 


• Dados: desempenho com 




X 

71.4 

57,1 


cultura direta/desem- 


• 52 amostras nasais e de virilha de porta¬ 



100/ 

88,2/ 


penho com cultura de 


dores de MRSA previamente identificados 



90,5 

76.1 


enriquecimento 


• 0 enriquecimento du¬ 
rante a noite aumentou 
drasticamente o niimero 
de resultados positivos 
verdadeiros de MRSA 
nas amostras de triagem 

• Para 14 amostras que 
nao apresentaram MRSA 
em cultura direta, o 
Xpert® detectou 2 e o 
BD, 7 

• Comparagao da sensibi- 
lidade diagndstica dos 
ensaios BD e Xpert®'. 

As sensibilidades foram 
altas com concentragoes 
deKPUFC/mfde MRSA 
(92,3% para BD, 96,3% 
para Xpert®) 

• De 24 MRSA isolados 
de Xpert® negativos, a 
amostra 3 abrigou SCC- 
mec composto 

• Entre 61 emostras que 
foram negativas para 
cultura e positivas para 
Xpert®, 15 MSSAtive- 
ram resultado positivo 
com coldnias puras em 
Xpert® 

• 0 MSSA incluiu cepas 
com delegoes do SC- 
C mec, incluindo com¬ 
plexes clonais mecA e 
MLST 


22 • 1.202 coletas de swabs duplos usadas X 

para cultura com PCR 

• Cultura direta em MRSA 

• Culturas incubadas durante 18 a 28 h 

• Sem enriquecimento 

• Preval§ncia naofornecida 


427 • Estudo multic©ntrico com parando o ensaio 95,7/ 91,7/ 

LightCycler® Advanced com BD GenOhm® 88,8 91,8 

• 1.402 amostras de narinas obtidas de 
cinco centros 

• Cultura direta em CHROMagar® MRSA 
com leitura depois de 24 e 48 h 

• Enriquecimento em TSB-NaCI a 6,5%, com 
subcultura em CHROMagar® e incubagao 
durante 24 a 48 h 


99 95,5 95,2 95,5 • 0 sequenciameneto de 

amostras discordantes 
confirmou a presenga 
de MRSA em 40% das 
amostras que foram 
negativas em cultura e 
positivas para PCR por 
ambos os m6todos 

95,2/ 96,4/ 37,8 99,9 • Dados: Desempenho com 
89,9 96,8 cultura direta/desem- 

penho com cultura de 
enriquecimento 

• Ap6s anSlise de discre¬ 
pancy, as sensibilidades 
relativas de LightCycler® 
e GeneOhm® foram, res- 
pectivamente, de 92,2 e 
93,2% 

• A especificidade foi sig- 
nificativamente melhor 
com o ensaio LightCy¬ 
cler® Advanced 

• A sensibilidade da cul¬ 
tura direta foi de 80,4% 


Metodos moleculares para a detecgao do MRSA e do MSSA em hemoculturas e 
infecgoes de pele/tecidos moles 

Dispde-se tambem no comercio de ensaios moleculares autorizados pela FDA para detecgao de MSSA e MRSA em 
hemoculturas positivas e em amostras de infecgoes da pele e dos tecidos moles. Os testes incluem o GeneXpert® 
MRSA/SA BC e GeneXpert® MRSA/SA SSTI (Cepheid) e o ensaio BD GeneOhm® StaphSR (Becton-Dickinson). 
O ensaio GeneXpert®' contem iniciadores e sondas que detectam simultaneamente tres alvos - sequencias dentro do 
gene SPA (proteina A), cassette SCC mec e o gene para a resistencia a meticilina mediada por PBP2a ( mecA ). Wolk 
etal. 606 avaliaram ambos os ensaios GeneXpert® e constataram que o teste BC apresentou sensibilidades de 100% 
para o MSSA e de 98,3% para o MRSA, com especificidades de 98,6% e 99,4%, respectivamente. Nas amostras de 
feridas, o MSSA e o MRSA foram detectados com sensibilidade de 100% e de 97,1%, respectivamente, com 
especificidade superior a 96%. Spencer et a/. 510 avaliaram o GeneXpert® MRSA/SA quando foram observados 
cocos gram-positivos em agrupamentos na coloragao de Gram de hemoculturas positivas. O ensaio teve 
sensibilidade e especificidade de 100% para a detecgao do MRSA e sensibilidade de 100% e especificidade de 
99,5% para o MSSA. Em outro estudo do sistema GeneXpert® MRSA/SA foi constatada uma concordancia 
fenotipica e genotipica dos resultados em 94,6% dos casos. 5 Em uma avaliagao realizada por Kelley et al., 21i 21 de 
102 amostras de hemoculturas foram positivas para S. aureus', 17 eram MSSA e 4, MRSA. O GeneXpert® 
identificou 20 (95,4%) de 21 MSSA e 3 (75%) de 4 MRSA. Uma unica cepa de MRSA foi identificada como 
MSSA. Esses pesquisadores tambem avaliaram o sistema com hemoculturas contendo 28 isolados de S. aureus com 
resistencia intermediaria heterogenea a vancomicina (/. e., VISA e hVISA). O teste GeneXpert® identificou 84,6% 
dos isolados VISA e 80% dos isolados hVISA como MRSA. O teste Xpert® MRSA/SA SSTI tambem foi avaliado e 
comparado com a cultura para o diagnostico de infecgoes osteoarticulares estafilococicas. 144 Foram obtidas 
sensibilidade de 100% e especificidade de 95,3% a 100% para a detecgao de MSSA, MRSA e estafilococos 
coagulase-negativos resistentes a meticilina. A rapidez de execugao do ensaio (72 minutos) em comparagao com a 
cultura (que exige 1 a 4 dias) permite que a terapia direcionada seja iniciada muito mais cedo nos casos de infecgoes 
osseas estafilococicas. 

BD GeneOhm®’ StaphSR tambem foi avaliado por varios grupos. Utilizando meios de hemocultura enriquecidos, 
Grobner et a/. 198 constataram que o teste tern sensibilidade e especificidade de 100% para a detecgao do S. aureus. 
Para a detecgao do MRSA, o ensaio teve uma sensibilidade de 95,6% e especificidade de 95,3%. Entre os cinco 
isolados de MRSA discrepantes, tres eram cepas que reverteram MRSA para isolados sensiveis a meticilina, e dois 
nao foram detectados. 1 ' 4 Uma avaliagao clinica realizada em 2007 utilizando hemoculturas consecutivas positivas 
para cocos gram-positivos em agrupamentos constatou que o teste BD apresenta sensibilidade e especificidade de 
98,9% e 96,7%, respectivamente, para detecgao de MSSA e de 100% e 98,4%, respectivamente, para detecgao de 
MRSA/ 1 ’ Em um estudo de 100 hemoculturas contendo cocos gram-positivos em agrupamento, realizado em 2009, 
23 apresentaram crescimento de MSSA, 36 tiveram crescimento de MRSA e 41, crescimento de isolados nao S. 
aureus. O teste BD GeneOhm® StaphSR identificou de modo incorreto 3 (8,3%) de 36 MRSA como MSSA e 1 
(4,3%) de 23 hemoculturas com crescimento de MSSA que tiveram resultado negativo." Os tres MRSA que foram 
identificados de modo incorreto como MSSA foram variantes SCC mec que nao possuem parte do local de 
integragao de SCC mec, o alvo molecular utilizado no ensaio BD. Frey et at. 72 utilizaram o ensaio BD GeneOhm® 



StaphSR para detectar e diferenciar os estafilococos em 24 amostras de tecido valvar (12 amostras frescas e 12 
amostras preparadas em parafma e fixadas com formol) de pacientes com endocardite por S. aureus. 1 72 O ensaio 
teve sensibilidade e especificidade de 100% para a detecgao do S. aureus em tecido valvar, incluindo amostras de 
blocos de tecido desparafmizados. Vinte e duas amostras valvares (11 frescas e 11 com parafma) de pacientes sem 
endocardite estafdococica foram uniformemente negativas. Nesse estudo, houve uma correlagilo de 87,5% entre a 
presenga do gene mecA e o resultado da oxacilina utilizando o BD GeneOhm ’ MRSA/SA BC. 

Identificacao de Staphylococcus aureus 

A unica caracteristica mais confiavel para a identificagao de S. aureus e o teste da coagulase. O teste convencional 
da coagulase pode ser realizado pelos procedimentos em lamina ou em tubo. O meio usado para ambos os 
procedimentos e o plasma de coelho com acido etilenodiaminotetracetico (EDTA). Nao se deve utilizar plasma 
citratado, visto que os microrganismos que sao capazes de utilizar o citrato (p. ex., especies de Enterococcus ) 
produzirao resultados positivos se forem confundidos com estafdococos; deve-se realizar sempre um teste de 
catalase em primeiro lugar. O plasma humano (p. ex., material de prazo vencido de bancos de sangue) pode conter 
anticorpos antiestafilococos e nao deve ser usado para a realizagao de testes da coagulase. 

Teste da coagulase em lamina 

As cepas de S. aureus possuem, em sua maioria, uma coagulase ligada ou “fator de agregagao” na superficie da 
parede celular. Esse fator reage diretamente com o fibrinogenio no plasma, provocando rapida aglutinagao das 
celulas (Prancha 12.2 D). A realizagao desse teste e descrita de modo detalhado no Quadro 1.3 online. O teste pode 
ser efetuado com microrganismos crescidos em agar-sangue, agar CNA ou outro meio nutritivo nao seletivo, porem 
nao deve ser realizado a partir de meios com alto conteudo de sal (p. ex., agar sal manitol), visto que a presenga de 
alto teor de sal induz a autoaglutinagao de algumas cepas de S. aureus. As cepas que sao negativas no teste da 
coagulase em lamina devem ser confirmadas com um teste de coagulase em tubo; as cepas com deficiencia de fator 
de aglutinagao frequentemente produzirao coagulase livre. Algumas especies coagulase-negativas humanas (p. ex., 
S. lugdunensis e S. schleiferi subesp. schleiferi ) produzem fator de aglutinagao e podem ser coagulase-positivas em 
lamina. Com meios cromogenicos para a detecgao do MRSA, consultar a bula para verificar se o teste da coagulase 
pode ser realizado diretamente a partir dos meios, ou se ha necessidade de subcultura. 

Teste da coagulase em tubo 

A coagulase detectada por esse metodo e secretada extracelularmente e reage com uma substancia no plasma, 
denominada “fator de reagao com a coagulase (CRF; do ingles, coagulase-reacting factor)”, formando um 
complexo, que, por sua vez, reage com o fibrinogenio para formar fibrina (formagao de coagulo) (Prancha 12.2 E). 
Os testes negatives depois de 4 horas de incubagao a 35°C devem ser mantidos em temperatura ambiente, e deve-se 
proceder a uma nova leitura depois de 18 a 24 horas, visto que algumas cepas produzirao fibrinolisina apos 
incubagao prolongada a 35°C, causando dissolugao do coagulo durante o periodo de incubagao. Raras cepas de S. 
aureus podem ser coagulase-negativas, e alguns isolados de animais (.S', intermedins, S. hvicus, S. delphini e S. 
schleiferi subesp. coagulans ) podem ser positivos para a coagulase em tubo. 134 ’ 204,205 ’ 556,569 Cepas de S. schleiferi 
subesp. schleiferi, que sao positivas para o fator de agregagao e para a coagulase em tubo e que tambem produzem 
endonuclease termoestavel, foram isoladas de infecgoes humanas e podem ser identificadas incorretamente como S. 
aureus. Essas cepas podem ser diferenciadas pela ausencia de produgao de acido a partir da maltose, lactose, 
manitol e sacarose. S. schleiferi subesp. coagulans, uma causa de otite externa em caes, foi isolado de seres 
humanos e pode ser identificado incorretamente como S. aureus negativo para o fator de agregagao. Essas cepas 
podem ser diferenciadas por meio de testes fenotipicos. 

Procedimentos alternatives para o teste da coagulase 

Testes de aglutinagao. Varios produtos que usam essa abordagem estao comercialmente disponiveis e incluem 
Staphaurex® e Staphaurex® Plus (Remel, Lenexa. KA), Slidex® StaphKit (bioMerieux), o teste com latex BBL 
Staphyloslide (BD), Pastorex® Staph Plus (Bio-Rad) (Prancha 12.2 F), Dryspot Staphytect® Plus, Staphytect® Plus e 
Staphylase® Test (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Esses procedimentos utilizam particulas de latex recobertas com 
plasma, exceto o Staphylase® Test, que usa eritrocitos como particulas carreadoras, e o Slidex® Staph-Kit, que 


utiliza tanto particulas de latex quanto eritrocitos como partlculas carreadoras. O fibrinogenio ligado aos carreadores 
detecta o fator de agregagao, e as moleculas de IgG tambem presentes nos carreadores detectam a protema A, a 
protema da parede celular estafilococica, que e capaz de se ligar a moleculas de imunoglobulina G pela regiao Fc. 16 
A mistura desses reagentes de latex com material de coldnias de meio agar com rapida aglutinagao e um teste 
positivo, que identifica os isolados como S. aureus. Esses reagentes tambem fornecem uma identificagao dos 
microrganismos crescidos em meios de agar inoculados com sedimentos obtidos de hemoculturas positivas para 
cocos gram-positivos em agrupamentos e incubadas por 4 a 6 horas. 2 ®' As primeiras avaliagoes comparando kits 
para aglutinagao com latex com testes de coagulase em tubo de 4 e de 24 horas relataram que testes de aglutinagao 
utilizando latex podem ser falso-negativos quando cepas MRSA sao testadas. Entre os MRSA, o tipo capsular 
predominante e o sorotipo capsular 5, enquanto a maioria dos outros consiste em sorotipo capsular 8. 163,164 Por 
conseguinte, alguns fabricantes acrescentaram o anticorpo dirigido contra o polissacarldio capsular do sorotipo 5 
como uma das moleculas de detecgao ligada ao latex ou a eritrocitos estabilizados. Assim, Dry Spot Staphytect® 
Plus, Staphytect® Plus e Pastorex® Staph Plus tambem apresentam anticorpos contra polissacarldios capsulares 
estafilococicos dos tipos 5 e 8 ligados as partlculas de latex, enquanto o Staphaurex® Plus contem anticorpos contra 
o polissacarldio capsular tipo 5 e o antigeno glicopolissacaridio estafilococico 18 ligados as partlculas de latex. O kit 
Slidex” Staph-kit consiste em uma mistura de particulas de latex sensibilizadas com anticorpos IgG monoclonais e 
anticorpo contra proteinas de superflcie celular e eritrocitos estabilizados sensibilizados com fibrinogenio para a 
detecgao do fator de agregagao. O teste Staphaurex® e o Pastorex® Staph Plus sao testes de um unico reagente, 
enquanto o Staphaurex"' Plus, o BBL Staphyloslide®, o Slidex" Staphkit, o Staphytect® Plus, o DrySpot Staphytect® 
Plus e o Staphylase® incluem um reagente controle negativo com particulas de latex nao sensibilizadas e/ou 
eritrocitos estabilizados. A mistura do reagente do teste com cepas obtidas de uma placa de agar resulta em rapida 
agregagao da suspensao carreadora do microrganismo, enquanto com os reagentes de latex nao 
sensibilizado/eritrocitos controle, nao ocorre agregagao. Avaliagoes comparativas desses testes mostraram uma 
sensibilidade de 93 a 100% para a identificagao de MSSA e de 82 a 100% para isolados de MRSA. 14,596 O 
Staphaurux" Plus e o teste Staphylase® mostraram uma sensibilidade acentuadamente menor para a identificagao de 
isolados de MRSA. Em geral, a especificidade desses testes situa-se na faixa de 96 a 99%, e alguns deles exibem 
uma especificidade menor (/. e., 91 a 92%) em algumas avaliagoes. Dependendo dos kits utilizados, resultados falso- 
positivos podem ser obtidos com algumas cepas de S. intermedius, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. saprophyticus, S. 
hyicus e S. delphini. 

Outros testes confirmatorios/identificadores para Staphylococcus aureus 

Teste da desoxirribonuclease. Algumas cepas de S. aureus podem produzir reagoes fracas ou equivocadas de 
coagulase em tubo, e raros isolados podem ser, de fato, coagulase-negativos. Felizmente, outros testes exibem uma 
alta correlagao com a produgao de coagulase. S. aureus produz tanto desoxirribonuclease (DNase) quanto uma 
nuclease termoestavel com atividade endonucleolitica e exonucleolitica (Prancha 12.2 G). A DNase pode ser 
detectada por meio de inoculagao de pontos densos do microrganismo em meio de teste para DNase contendo o 
corante metacromatico, azul de toluidina O (disponivel, no comercio, por varios fomecedores). Depois de 24 horas 
de incubagao a 35°C, o meio abaixo e ao redor do inoculo adquire uma cor azul intensa a rosada, indicando a 
hidrolise do DNA. O conteudo de azul de toluidina O no meio nao deve ultrapassar 0,005%; concentragoes mais 
altas podem mascarar a detecgao da atividade da DNase. A semeadura em pontos e necessaria, visto que as cepas de 
S. aureus nao crescem bem nos meios, e nao ha necessidade de crescimento para a detecgao da enzima. Embora esse 
teste seja util como auxiliar para a identificagao de S. aureus, outros estafilococos tambem podem produzir DNase. 

Teste da endonuclease termoestavel. Utiliza-se o mesmo meio do teste da DNase; todavia, apenas orificios de 3 
mm no agar com um perfurador esterilizado sao efetuados, e as cavidades sao preenchidas com caldo de uma cultura 
de 24 horas do microrganismo em estudo, que foi aquecido em banho-maria fervente durante 15 minutos. A placa e 
incubada durante a noite, a 35°C. Cepas de S. aureus produzirao uma zona rosada ao redor da cavidade que contem 
a suspensao previamente aquecida. Certos isolados de animais (p. ex., S. caprae, S. schleiferi, S. intermedius, S. 
hyicus ) tambem produzem uma termonuclease termoestavel, e alguns estafilococos coagulase-negativos (i. e., S. 
epidermidis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus) podem produzir reagoes positivas fracas. A especificidade desse 
ensaio para endonuclease termoestavel de S. aureus pode ser confirmada por soroinibigao da reagao com anticorpos 
monoclonais ou policlonais dirigidos contra a enzima de S. aureus, ou por meio de amplificagao com PCR e 


sequenciamento do nuc que codifica a endonuclease termoestavel de S. aureus (ver adiante). 63 Uma modificagao 
desse metodo foi superior ao teste da coagulase em tubo para a identificagao direta de S. aureus em hemoculturas. 30 ' 1 
Iniciadores e sondas para a amplificagao e a detecgao do gene nuc de S. aureus tambem foram sintetizados e 
examinados quanto a sua utilidade na confirmagao de culturas e detecgao direta.' 12 Para identificagao, o limite 
inferior de sensibilidade do ensaio com PCR foi de 5 a 20 UFC do microrganismo. Utilizando amostras clinicas 
isentas de estafilococos, que foram semeadas com varias diluigoes de S. aureus, o limite inferior para a detecgao 
direta de S. aureus pelo ensaio da PCR variou de 10 a 20 UFC ate 1.000 UFC, dependendo do tipo de amostra 
clinica. O ensaio a base de PCR teve uma especificidade de 100% para S. aureus. 62 

Fermentagao do manitol. Diferentemente de S. epidermidis e de varias outras especies coagulase-negativas, S. 
aureus produz acido a partir do manitol. Essa propriedade e utilizada em estudos epidemiologicos para a detecgao 
do S. aureus no solo, nas fezes e na triagem de portadores nasais de S. aureus. O agar sal manitol contem manitol 
(1%), NaCl a 7,5%, vermelbo de fenol e peptonas. A alta concentragao de sal desestimula o crescimento de outros 
microrganismos (com excegao dos enterococos) e isola seletivamente os estafilococos. As colonias de S. aureus 
podem ser detectadas por uma zona amarela ao redor das colonias isoladas. Outras especies de estafilococos 
isoladas com pouca frequencia tambem podem fermentar o manitol, de modo que os microrganismos isolados desse 
meio devem ser confirmados por outros testes. 

AccuProbe® Staphylococcus aureus. O teste AccuProbe® Staphylococcus aureus (Gen-Probe, San Diego, CA) 
utiliza uma sonda quimioluminescente dirigida contra gene de rRNA para obter uma identificagao a partir de 
colonias em meio com agar. 88 O teste utiliza uma sonda de DNA de filamento simples marcada com ester de 
acridininio quimioluminescente, que e complementar as sequencias de RNA ribossomico especificas de S. aureus. 
As celulas das colonias sao lisadas, e adiciona-se a sonda. A sonda liga-se a sequencia de rRNA de modo especifico, 
e a sonda nao hibridizada e removida utilizando uma etapa de protegao de hibridizagao do fabricante. Apos retirada 
da sonda nao hibridizada, utilize-se um luminometro Leader® 50i (Gen-Probe) para detector a hidrolise do ester de 
acridinio presente na sequencia de acido nucleico hibridizada com o rRNA do microrganismo. A emissao de luz a 
partir da hidrolise da sonda e expressa em unidades relativas de luz (RLU), sendo um resultado de > 50.000 RLU 
considerado positivo. O teste e adequado para a identificagao de S. aureus em meio com agar, porem o seu 
desempenho e menos satisfatorio com sedimentos obtidos de hemoculturas positivas de cocos gram-positivos em 
agrupamentos. Para o teste a partir de sedimentos de hemoculturas, foram relatadas sensibilidades e especificidades 
de 72,4% a 95% e de 99,1% a 99,8%, respectivamente. 325 ’ 499 Esse teste tambem apresentou um bom desempenho 
quando utilizado como metodo de detecgao direta para S. aureus em outros tipos de amostra (p. ex., liquido de 
lavado broncoalveolar). 6 

Testes rapidos para detecgao de resistencia a meticilina 

Embora nao seja um metodo de identificagao, a rapida detecgao de resistencia a meticilina no S. aureus e tao critica 
quanto a identificagao da especie. O gene mecA e o gene estrutural para uma proteina de ligagao da penicilina de 
baixa afmidade (PBP2' ou PBP2a), que e encontrada em cepas de S. aureus resistentes a meticilina/oxacilina 
(MRSA). Inicialmente, kits para a detecgao do mecA usavam a amplificagao com sondas circulantes ( cycling probe, 
ensaio de identificagao Velogene® Rapid MRSA, ID Biomedical Corp., Vancouver, BC, Canada) ou a tecnologia de 
fluorescencia (Crystal® MRSA-ID System, BD Biosciences) para a detecgao da resistencia a meticilina. O ensaio 
Velogene® exigia experiencia com PCR, seguida de metodos de detecgao utilizando sondas conjugadas com 
fluoresceina. 21,331 O sistema Crystal® MRSA-ID dependia da detecgao de fluorescencia durante o crescimento de um 
suposto isolado de MRSA em caldo. Esses ensaios tinham um bom desempenho e forneciam resultados acurados 
dentro de 2 (Velogene®) a 4 horas (Crystal® MRSA). Esses kits foram comercializados no final da decada de 1990, 
porem nao estao mais disponlveis nos EUA. Os metodos atuais disponlveis no comercio utilizam aglutinagao com 
latex (MRSA-Screen®, Denka-Seiken Co., Niigata, Japao, comercializado nos EUA por Hardy Diagnostics, Santa 
Maria, CA; teste de aglutinagao com latex Oxoid® Penicillin Binding Protein, Oxoid, Ltd., Inglaterra, 
comercializado nos EUA por Remel; Slidex® MRSA Detection, bioMerieux) ou abordagens com tiras 
imunocromatograficas para a detecgao de PBP2a (Clearview® Exact PBP2a, Inverness Medical Innovations, 
Scarborough, MA; BinaxNOW® PBP2a test, Alere Healthcare). Esses testes fomecem resultados em 15 a 30 
minutos, sendo o produto Oxoid® o mais amplamente usado hoje em dia. 


Tanto o MRSA-Screen® quanto o Oxoicf' PBP2' utilizam particulas de latex que sao revestidas por anticorpos 
monoclonais contra PBP2', e os testes sao realizados de modo semelhante. Uma amostra suficiente de colonia e 
suspensa em quatro gotas de reagente de extragao n 2 1 (0,1 mol U NaOH) em um tubo de microcentrlfuga, e a 
suspensao e aquecida por 3 minutos. Apos resfriamento, acrescenta-se uma unica gota do reagente de extragao n 2 2 
(0,5 mo\K KH 2 P0 4 ). O tubo e centrifugado em 1.500xg por 5 minutos, e o sobrenadante e removido. Aliquotas do 
sobrenadante (50 p i) sao colocadas nos circulos de “controle” e “teste” de um cartao de reagao. Coloca-se uma 
unica gota do reagente de latex do teste (particulas de latex revestidas com anticorpos monoclonais contra PBP2a) 
no circulo do “teste”, e adiciona-se uma unica gota de reagente de latex de controle (sem anticorpos anti-PBP2a) no 
circulo do “controle”. Cada area de reagao e misturada com uma alga, e o cartao e agitado por 3 minutos e 
observado a procura de aglutinagao visivel. A aglutinagao com o reagente do teste, mas nao com o reagente de latex 
do controle, e um resultado positivo para PBP2a (MRSA), enquanto a ausencia de aglutinagao nas areas do teste ou 
do controle no cartao e um resultado negativo (MSSA). Esses testes nao substituem os testes de identificagao 
especificos para S. aureus, visto que os isolados de MSSA serao negativos na aglutinagao com latex para mecA, e os 
estafdococos coagulase-negativos resistentes a meticilina que tambem possuem o gene mecA tambem serao 
positivos. As avaliagoes do MRSA-Screen® relataram sensibilidade e especificidade de 97% a 100% e de 99% a 
100%, respectivamente, para a detecgao do mecA em S. aureus e uma sensibilidade/especificidade de 100% para a 
detecgao do mecA em estafdococos coagulase-negativos. 21 ’""’" 1 " 6 " ' 11 ' Um estudo do produto Oxoid® na Holanda 
relatou uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 100% quando foram testados 90 isolados de MRSA 
geneticamente diversos e 106 isolados de MSSA. Todos os 10 isolados de S. epidermidis resistentes a meticilina 
tambem foram positivos com o teste do latex para PBP2a. 565 Uma avaliagao do ensaio de aglutinagao com latex 
MRSA-Screen® realizada no Canada avaliou 71 isolados de MSSA, 213 isolados de MRSA e 25 isolados de 
BORSA e verificou sensibilidade de 99% e especificidade de 100%. 21 Foram obtidas sensibilidades e 
especificidades altas, semelhantes ao teste de aglutinagao com latex Oxoid® para a detecgao de PBP2'. 64,74 ’ 138,345 O 
produto Oxoid® foi avaliado utilizando o crescimento de subculturas em agar-sangue de garrafas de hemoculturas 
positivas com cocos gram-positivos em agrupamentos que foram incubadas por apenas 3 horas. Os resultados do 
teste com latex para PBP2' teve uma correlagao de 100% com resistencia a oxacilina determinada por microdiluigao 
de caldo. 345 Foram observadas discrepancias entre os dois kits de aglutinagao com latex quando testados diretamente 
com hemoculturas.""’ 12 " Chapin e Musgnug avaliaram o teste com latex Oxoid® utilizando sedimentos bacterianos 
obtidos de hemoculturas positivas apresentando cocos gram-positivos em agrupamentos. Setenta culturas foram 
positivas para S. aureus, incluindo 44 MRSA e 26 MSSA. O ensaio para PBP2a realizado com esses sedimentos 
teve especificidade de 100%, porem sensibilidade de apenas 18%, de modo que o valor preditivo de um teste 
negativo foi muito baixo (42%). 89 Diab et aI.' " examinaram 56 hemoculturas positivas para cocos gram-positivos 
em agrupamentos, realizaram testes de coagulase diretos em tubo e testes com latex Oxoid® em sedimentos dessas 
hemoculturas positivas e compararam no dia seguinte os resultados com aqueles obtidos do crescimento de colonias. 
Desses 56 isolados, 25 foram S. aureus e 31 foram estafdococos coagulase-negativos. Em comparagao com a 
detecgao do mecA por PCR, o teste de aglutinagao com latext Oxoid® teve uma sensibilidade de 100% para a 
detecgao do mecA tanto no S. aureus quanto nos estafdococos coagulase-negativos, enquanto a especificidade para 
S. aureus e para estafdococos coagulase-negativos foi de 100% e 75%, respectivamente. O ensaio Oxoid® foi usado 
para a detecgao de resistencia a meticilina e isolados veterinarios (S. intermedius e subespecie de S. schleiferi), e foi 
constatada uma alta correlagao com o “padrao-ouro” da PCR para mecA. 40 O teste com latex bioMerieux Slidex® 
MRSA Detection assemelha-se nos detalhes do formato e do procedimento aos testes Denka-Seiken® e Oxoid®, 
porem atualmente nao esta disponivel nos EUA. No Capitulo 15, que trata dos testes de sensibilidade aos 
antimicrobianos, sao fomecidas mais informagoes sobre a resistencia a meticilina dos estafdococos e os metodos 
para sua detecgao. 

Os ensaios de tiras imunocromatograficas Clearview® Exact PBP2a e BinaxNOW® PBP2a sao testes 
qualitativos rapidos para a detecgao de PBP2a (PBP2'). Os dois ensaios sao realizados de modo semelhante. Sao 
colocadas duas gotas do reagente 1 em um pequeno tubo, e colonias isoladas de tres cavidades sao emulsificadas no 
liquido. Duas ou tres gotas de um segundo reagente sao acrescentadas ao tubo, que e agitado brevemente. A tira 
imunocromatografica e colocada no tubo e incubada em temperatura ambiente por 5 minutos. Depois desse periodo, 
aparece uma linha de controle positivo juntamente com uma linha para a presenga de PBP2a se o isolado for 
positivo para mecA, enquanto aparece uma unica linha de controle se o isolado for PBP2a-negativo. A ausencia de 
linhas na tira ou a ausencia de uma linha de controle indicam testes invalidos. As avaliagoes do ensaio Clearview® 



relataram sensibilidade de 96,6 a 100% e especificidade de 100% em comparagao com os testes de aglutinagao com 
latex e de sensibilidade com disco de cefoxitina Denka-Seiken® e bioMerieux. 83,388 ' 567 Em uma avaliagao realizada 
na Espanha com o teste BinaxNOW® PBP2a, 20 de 21 isolados de MRSA (sensibilidade de 95%) foram positivos, 
enquanto nenhum dos 27 isolados de MSSA forneceu um resultado positivo (especificidade de 100%). 458 No 
momento atual, nenhum desses kits esta disponivel nos EUA. 

Genotype® MRSA. Genotype 8 MRSA (Hain Life Science, Alemanha) e uma tira imunocromatografica que detecta 
presenga do gene mecA e que tambem identifica o microrganismo como S. aureus ou S. epidermidis. Apos a lise da 
celula, extragao e amplificagao do DNA utilizando iniciadores biotinilados, sao detectados amplicons por 
hibridizagao com sondas delimitadas por membrana na tira imunocromatografica, utilizando um conjugado de 
estreptavidina fosfatase alcalina e uma etapa de detecgao mediada pela fosfatase alcalina. Cada tira 
imunocromatografica possui linhas para um controle de conjugado (CC), um controle universal (UC; do ingles, 
universal control) e linhas especificas para mecA, S. aureus e S. epidermidis, respectivamente. As cepas de MSSA 
produzem tres linhas na tira (CC, UC e uma linha de S. aureus ), enquanto as cepas de MRSA produzem essas 
linhas, mais uma quarta linha para o gene mecA. Sao obtidos resultados semelhantes S. epidermidis sensivel a 
meticilina e resistente a meticilina, exceto apenas pela linha de identificagao na tira que corresponde com a sonda 
especifica de S. epidermidis imobilizada na tira. Isolados nao S. aureus e nao S. epidermidis (p. ex., S. warneri, S. 
hominis, S. haemolyticus ) irao produzir as linhas de controle (UC e CC), mais uma linha para mecA se o isolado 
possuir o gene. Uma avaliagao do teste Genotype® MRSA verificou uma correlagao de 100% com um metodo in- 
house de PCR para a detecgao de mecA. 4 ' Nao ha necessidade de equipamento, com excegao de um termociclador 
para as etapas de amplificagao, e os resultados estao disponiveis dentro de 2 horas. 

Identificagao de estafilococos coagulase-negativos 

Tendo em vista a importancia de S. epidermidis como agente envolvido em diversos processos infecciosos e a 
importancia clinica reconhecida de S. saprophyticus em infecgoes das vias urinarias, e importante que os 
laboratories utilizem metodos para a identificagao dessas duas especies (Prancha 12.3 A). Sistemas de kits para a 
identificagao segura de S. epidermidis, S. saprophyticus e de varias especies de estafilococos estao disponiveis. 
Relativamente poucas especies sao observadas com regularidade na pratica efetiva. Em um exame de 415 
estafilococos coagulase-negativos de importancia clinica, isolados de hemoculturas na Dinamarca, em 1996, foi 
constatado que 68,7% eram S. epidermidis, seguidos, por ordem de frequencia, de S. hominis (14,7%), S. 
haemolyticus (10,4%), S. warneri (2,9%) e S. cohnii (1,7%), sendo S. saprophyticus, S. capitis e S. lugdunensis 
responsaveis, cada um, por 1% ou menos do total. 253 A distribuigao de especies de importancia clinica relatada 
nesses estudos reflete, em geral, a bibliografia acumulada sobre a importancia clinica de cada especie. 

Metodos convencionais de identificagao 

Em 1975, Kloos e Schleifer publicaram um esquema para a identificagao fenotipica de especies de estafilococos 
coagulase-negativos. 284 Com a identificagao de S. aureus pelo teste da coagulase, esse esquema utilizou um grande 
numero de testes fisiologicos e bioquimicos para diferenciar os isolados coagulase-negativos. As atualizagoes e 
ampliagoes desse esquema levaram a uma publicagao, pelo Subcommittee, em 1999, da Taxonomy of Staphylococci 
and Streptococci of the International Committee on Systematic Bacteriology, estabelecendo os padroes minimos 
exigidos para o genero Staphylococcus e para a descrigao de novas especies de Staphylococcus . l71 Foram publicados 
esquemas de identificagao convencional modificados, que incorporaram outros testes (p. ex., PYR, sensibilidade a 
desferroxamina), e esquemas mais recentes demonstraram melhora na acuracia e nos tempos de execugao. Os 
procedimentos convencionais modificados utilizam testes bioquimicos (/. e., PYR, fosfatase alcalina, urease, 
omitina decarboxilase, arginina di-hidrolase, redugao de nitrato, produgao de acetoina), produgao de acido a partir 
de carboidratos (/. e., D-celobiose, lactose, maltose, D-manitol, D-manose, D-ribose, sacarose, D-trealose, D-xilose) e 
testes de sensibilidade (/. e., sensibilidade a desferroxamina, 100 pg, novobiocina, 5 pg, e polimixina B, 300 UI) 
para a identificagao das especies. Esses testes sao inoculados com suspensoes densas de microrganismos (p. ex., um 
padrao de turvagao McFarland n 2 2). Nos testes com discos, a leitura e realizada depois de 24 horas, enquanto outros 
testes sao interpretados depois de uma incubagao de 72 horas. Iorio et air 48 desenvolveram um esquema de 
identificagao de 9 testes e compararam as identificagoes obtidas com o procedimento convencional modificado. 
Nesse esquema simplificado, os testes consistiram em fator de agregagao, sensibilidade a novobiocina e a 


desferroxamina, PYR, urease, fosfatase alcalina e produgao de acido a partir de manose, trealose e xilose. Esse 
esquema simplificado de 9 testes teve uma acuracia de 98,5% em comparagao com o metodo de referencia quando 
avaliado com 198 isolados clinicos de estafilococos e 11 cepas de controle. De Paulis et al. uo avaliaram um 
esquema de identificagao convencional de 5 testes (sensibildiade a novobiocina, urease, PYR, omitina 
descarboxilase e produgao aerobia de acido a partir da manose) e o compararam ao metodo de referencia de Kloos e 
Schleifer. Houve necessidade de um ou dois testes adicionais para a identificagao de certas especies e grupos de 
especies. Esse esquema demonstrou uma excelente correlagao com o metodo fenotipico de referencia, 
particularmente para a identificagao de S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolvticus. A identificagao 
convencional leva muito tempo para a sua execugao e envolve um trabalho intenso para os laboratories clinicos. 
Felizmente, um numero relativamente pequeno de especies e isolado de infeegoes humanas significativas, e a 
maioria dos sistemas de kits disponiveis comercialmente, descritos adiante de modo sucinto, pode servir para esse 
proposito. A Tabela 12.5 fornece as caracteristicas fenotipicas para a identificagao dos estafilococos mais 
comumente isolados de amostras clinicas humanas. A Tabela 12.6 inclui os criterios fenotipicos para a identificagao 
de especies humanas, de animais e do meio ambiente do genero Staphylococcus. A Figura 12.1 apresenta uma chave 
dicotdmica util para a identificagao convencional de varios estafilococos coagulase-negativos de importancia 
clinica. 

Atividade da pirrolidonil arilamidase. O teste da PYR tambem mostra-se util como teste fenotipico para a 
identificagao de estafilococos coagulase-negativos. A semelhanga dos enterococos, a L-pirrolidonil P-naftilamida e 
clivada pela arilamidase a L-pirrolidona e p-naftilamida livre, que se combina com o reagente PYR (p-dimetilamino- 
cinomaldeido [PACA]), produzindo uma cor vermelha. O teste e efetuado com caldo PYR semeado ate um padrao 
de turvagao de McFarland aproximado de n 2 2. Depois de 2 horas de incubagao a 35°C, adiciona-se o reagente PYR. 
O aparecimento de uma cor vermelha dentro de 2 minutos representa um teste positivo, enquanto uma cor amarela, 
laranja ou rosa indica um resultado negativo. Como altemativa, pode-se utilizar qualquer um dos testes comerciais 
rapidos com discos de PYR. A hidrolise de PYR tambem e observada em alguns sistemas de kits que estao 
disponiveis para a identificagao dos estafilococos. Tanto S. aureus quanto S. epidermidis sao PYR-negativos, 
enquanto S. haemolvticus, S. intermedius, S. lugdunensis e S. schleiferi subesp. schleiferi sao PYR-positivos. 

Sensibilidade a polimixina B. O teste de difusao com disco para sensibilidade a polimixina B tambem e util para a 
identificagao de estafilococos coagulase-negativos. O teste pode ser efetuado em SBA, juntamente com o teste de 
sensibilidade a novobiocina (ver adiante). Prepara-se uma suspensao do microrganismo equivalente a um padrao de 
turvagao de McFarland de 0,5 em soro fisiologico, que e aplicada com swab sobre uma placa, como no teste de 
difusao com disco de Bauer-Kirby. Aplica-se um disco de polimixina B (300 unidades, BD Biosciences) ao inoculo, 
e a placa e incubada durante a noite. A resistencia do microrganismo e indicada pela presenga de uma zona com 
menos de 10 mm. As cepas sensiveis exibem zonas que sao iguais ou superiores a 10 mm. S. aureus, S. epidermidis, 
S. hvicus e algumas cepas de S. lugdunensis sao resistentes a polimixina. 
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FIGURA 12.1 Chave dicotomica para a identificagao dos estafilococos humanos coagulase-negativos mais 


com u ns. 


Teste de ornitina descarboxilase. O teste de omitina descarboxilase (ODC) tem maior utilidade para confirmar a 
identidade do S. lugdunensis, visto que essa especie e a unica que e consistentemente omitina descarboxilase- 
positiva. Um tubo de base de descarboxilase e outro tubo de base com adigao de omitina (Remel) sao semeados 
densamente e recobertos com oleo mineral esterilizado. Com incubagao a 35°C, ambos os tubos adquirem uma cor 
cinza palido a amarela com a fermentagao da glicose. Depois dessa etapa, a omitina no tubo sera descarboxilada, 
resultando em caldo de omitina que adquire uma cor violeta. O tubo de base toma-se amarelo e permanece com essa 
cor, enquanto o tubo de omitina ira permanecer amarelo se nao houver produgao de ODC. Embora os testes 
positivos possam ser detectados, em sua maioria, dentro de 6 a 8 horas, a leitura e realizada depois de um periodo de 
incubagao de 24 horas. O teste ODC nao e incluido em alguns dos sistemas de kits para a identificagao dos 
estafilococos e precisa ser realizado como teste adicional. Esse teste constitui um indicador util para S. lugdunensis, 
visto que esta especie e o unico Staphylococcus coagulase-negativo que e ODC-positivo. 

Produgao de urease. Alguns estafilococos sao urease-positivos, incluindo S. epidermidis, S. intermedins e a 
maioria dos isolados de S. saprophyticus. Para esse teste, podem-se utilizar caldo de urease comum ou agar de 
inclinado de ureia. O agar inclinado ou o caldo sao semeados e incubados a 35°C, durante 18 a 24 horas. A 
ocorrencia de uma mudanga no indicador vermelho de fenol de amarelo para rosa/vermelho fornece um teste 
positivo. 

Produgao de acetoina. A produgao de acetoina (teste de Voges-Proskauer) mostra-se util para diferenciar S. 
aureus, que e acetoina-positivo, de outras especies coagulase-positivas (S. intermedins e S. hyicus) que sao acetoina- 
negativas. O teste convencional de produgao de acetoina enterica (caldo MR-VP) ou o metodo rapido com disco 
podem ser usados com resultados comparaveis. 


Sensibilidade a novobiocina para a identificagao presuntiva de Staphylococcus 
saprophyticus 




























Algumas especies de estafilococos que acometem seres humanos (S. saprophvticus, subespecies de S. cohnii, S. 
hominis subesp. novobiosepticus, S. xylosus, algumas cepas de S. pseudolugdunensis), varias especies de animais 
(subespecies de S. sciuri, S. lentus, S. gallinarum, S. kloosii, S. equorum, S. arlettae, S. vitulinus, S. nepalensis e S. 
stepanovicii) e uma especie do meio ambiente (S. succinus ) mostram-se resistentes a novobiocina com CIM >1,6 
pg/m l: (Prancha 12.3 B). Como outras especies resistentes a novobiocina alem de S. saprophvticus sao raramente 
encontradas em amostras clinicas humanas, o teste de sensibilidade a novobiocina constitui um metodo util para a 
identificagao presuntiva de S. saprophvticus. O teste de novobiocina, que e realizado como teste de sensibilidade 
com disco, utilizando um disco de novobiocina (5 pg), e descrito detalhadamente no Quadro 12.2 online. As cepas 
resistentes a novobiocina irao apresentar zonas de 6 mm (ausencia de zona) ate 12 mm; enquanto as cepas sensiveis 
irao apresentar zonas de 16 a 27 mm. Esse teste foi originalmente descrito utilizando um meio denominado agar P, 
que nao esta disponivel no comercio. Entretanto, estudos realizados com os meios de rotina (p. ex., SBA) mostraram 
resultados comparaveis. 


Tabela 12.5 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de estafilococos comumente isolados de amostras 
clinicas humanas. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; +' = reagao positiva lenta ou tardia; V = reagao variavel; V- = reagao variavel com a 
maioria das cepas negativas; S = sensivel; R = resistente; Dl = dados indisponiveis; PYR = pirrolidonil arilamidase; ODC = 
ornitina descarboxilase; URE = urease; PAL = fosfatase alcalina; ACET = acetoina (VP); P-GAL = P-galactosidase; GLU = 
glicose; MAL = maltose; SUC = sacarose; MNTL = manitol; MANN = manose; TREH = trealose. 


Sistemas de identificagao comerciais 

Todos os kits disponiveis para a identificagao de estafilococos coagulase-negativos sao testes de fermentagao de 
carboidratos modificados, testes de identificagao padrao (p. ex., redugao do nitrato, urease, acetoina) e substratos 
enzimaticos cromogenicos para a identificagao de microrganismos. Os sistemas de testes sao adaptados a formatos 
especificos empregados pelos fabricantes. 

Sistemas de identificagao automaticos 

Cartao de identificagao Vitek® 2 (GP). O Vitek® 2 (GP) (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) e um cartao de 
identificagao para microrganismos gram-positivos projetado para ser utilizado com o sistema de testes 
automatizados de identificagao/sensibilidade bacterianas Vitek® 2. O cartao de 64 cavidades contem 43 substratos 
colorimetricos para a identificagao fenotipica de especies de Staphylococcus, especies de Streptococcus e varias 
especies de bacilos gram-positivos (p. ex., especies de Corynebacterium, Erysipelothrix rhusiopathiae, e Listeria 
monocytogenes). Prepara-se uma suspensao do microrganismo em solugao salina (NaCl a 0,45 a 0,50%) em tubo de 
poliestireno ate uma densidade equivalente a um padrao de McFarland de 0,50 a 0,63, conforme determinado pelo 
espectrofotdmetro Vitek® 2 DensiChek. O tubo e o cartao sao inseridos no cassete Vitek® 2 e o cartao e 
autoinoculado por um metodo de liberagao a vacuo dentro do instrumento Vitek® 2. As cavidades no cartao sao 
analisadas opticamente, com leitura a cada 15 minutos, com tempo de incubagao total de cerca de 8 horas. 


Tabela 12.6 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Staphylococcus. 
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Estafilococos encontrados em oiitros animais 

S. arlettae + 

S. chromogenes + 

S. delphini + 

S. equorum subesp. equorum + 

S. felis + 


S. gallinarum + 

S. hyicus + 

S. intermedius + 

S. kloosii + 

S. lentus + 

S. lutrae + 

S. microti + 

S. muscae + 

S. nepalensis + 

S. pseudintermedius + 

S. rostri + 

S. sciuri subesp. sciuri + 

S. sciuri subesp. camaticus + + 

S. sciuri subesp. rodentium + + 

S. simiae + + 

S. stepanovicii + + 

S. vitulinus + + 

Outros estafilococos(principalmente do meio amhiente) 
S. carnosus subesp. carnosus + 

S. carnosus subesp. utilis + - 

S. condimenti + V 

S. equorum subesp. linens + - 

S. fleurettii + + 

S. piscifermentans + V 


S. succinus 
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+ = reagao positiva; - = negativa; V = reagao variavel; + 1 = reagao positiva lenta; +' = reagao positiva fraca; V+ = reagao variavel com a maioria das cepas positiva; V = reagao variavel lenta; Dl = dados indisponrveis; NB = novobiocina; 
POLY B = polimixina B; PYR = pirrolidcnil arilamidase; ACET = acetoina (VP); URE = urease; ADH = arginina di-hidrolase; ODC = anitina descarboKilase;PAL = fc6fatasealcalina;|J-GAL= |J-galactosidase; |S-GLU= p-glicosidase; fi-GUR = 
0-glicuronidase; GLU = glicose; SUC = sacarose; LAC = lactose; MAL = maltose; MNTl = manitol; ARAB = arabinose; MANN = manose; TREH =trealose; XIL = xilose; Raff = rafinose; NAG = N-acetil glicosamina. 


Varias avaliagoes do cartao de identificagao Vitek® 2 GP indicam que o sistema trabalha de modo satisfatorio 
para a identificagao dos estafdococos. Funke e Funke-Kissling realizaram uma avaliagao do cartao de identificagao 
Vitek® 2 GP e compararam os resultados com metodos de referencia. 1 O cartao identificou 100% de 45 isolados de 
S. aureus, 32 de 33 isolados de S. epidermidis, 25 de 29 isolados de S. haemolyticus, 13 de 13 isolados de S. hominis 
e todos os cinco isolados de S. lugdunensis. Cepas isoladas de varias outras especies e todos os tres isolados de R. 
mucilaginosa tambem foram identificados de modo correto. Layer et aid 1 ' compararam o cartao de identificagao GP 
com o sistema Phoenix®, utilizando 27 cepas de referencia e tipicas de cultura e metodos moleculares para 
identificagao de referencia. O cartao identificou 70,1% das cepas de referencia ate o nivel de especie. Delmas et 
al. 125 compararam o cartao de identificagao Vitek® 2 GP com o metodo de identificagao molecular baseado em 
arranjo de oligonucleotidios, utilizando 190 cepas de Staphylococcus, incluindo 38 cepas tipo representando 35 
especies e 152 isolados previamente caracterizados a partir de fontes clinicas, de alimentos e do meio ambiente. O 
cartao Vitek® 2 GP identificou 93,3% de 60 isolados clinicos e 73% de 92 isolados de estafilococos do meio 
ambiente. Um estudo comparative do cartao de identificagao GP com sequenciamento do rRNA 16S e MicroSeq 
500, realizado na Coreia, verificou que o cartao identificou corretamente 87,5% de 120 isolados clinicos, incluindo 
88,7% de 53 S. epidermidis, 88% de 25 S. hominis, 100% de 16 S. capitis e 83,3% de 6 isolados de S. 
lugdunensis. 21 ' Uma avaliagao realizada na Grecia com 147 isolados clinicos de estafilococos e utilizando metodos 
de identificagao de referencia moleculares (i. e., polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigao [RFLP; 
do ingles, restriction fragment length polymorphism\- PCR do gene tuf) verificou que o cartao Vitek® 2 identificou 
corretamente 98% das 147 cepas, incluindo 100% de 52 isolados de S. aureus e 96,8% de especies de estafilococos 
coagulase-negativas.® Todos os 50 isolados S. epidermidis, 13 isolados de S. haemolyticus, 8 isolados de S. cohnii e 
6 isolados de S. lugdunensis foram identificados corretamente. O cartao de identificagao Vitek® 2 GP tambem foi 
examinado em um estudo colaborativo de 20 laboratories quanto a sua capacidade de identificar cepas de 
estafilococos de referencia encontrados em produtos alimentares. 11 O cartao identificou corretamente 117 de 120 
isolados de S. aureus e 100% de 60 isolados de S. epidermidis, 60 de S. hyicus e 60 de S. intermedius, 
respectivamente. Por fim, Lee et al. 1 relataram que o cartao de identificagao Vitek® 2 GP identificou 86,6% de 34 
isolados presuntivos de S. saprophvticus, que foram confirmados pelo instrumento Bruker Biotyper® MALDI-TOF 
MS. 



Phoenix ® (Becton-Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD). O sistema BD Phoenix 8 e um sistema 
automatizado de identificagao e testes de sensibilidade, que utiliza um painel ID, denominado PMIC/ID-13 para a 
identificagao de cocos gram-positivos. O painel contem 45 cavidades contendo 20 substratos enzimaticos, 16 testes 
de utilizagao de carboidratos e sete fontes de carbono de assinalagao e testes de sensibilidade a colistina e a 
polimixina B. Prepara-se uma suspensao padronizada de isolado bacteriano em caldo, que e colocada no painel 
dentro de 30 minutos apos a sua preparagao. Em seguida, o painel e colocado no instrumento, onde e incubado e a 
sua leitura e feita pela optica do instrumento. O tempo necessario para uma identificagao varia de 3 a 4 horas. 

O painel de identificagao para cocos gram-positivos BD Phoenix® foi avaliado e comparado com varios outros 
metodos de identificagao. Em um estudo realizado na Johns Hopkins ETniversity, o sistema Phoenix® foi avaliado 
utilizando a analise de acidos graxos da parede celular (/. e., sistema de identificagao Sherlock® Microbial [MIDI, v 
3.1]) e metodos convencionais para identificagao de referenda. 78 O sistema Phoenix® identificou 100% de 218 
isolados de S. aureus e 99% de 102 isolados de estafilococos coagulase-negativos. A unica identificagao incorreta 
foi uma de 12 cepas de S. hominis. Em uma avaliagao realizada na Alemanha, o sistema Phoenix® identificou 76,2% 
de 42 isolados de S. epidermidis, 90% de 30 isolados de S. hemolyticus, 100% de 6 isolados de S. capitis e 75% de 4 
isolados de S. hominis? u Foram tambem identificados isolados individuais de S. lugdunensis e de S. warneri. Nesse 
estudo, o sistema BD Phoenix® foi comparado com o cartao de identificagao Vitek® 2 GP. O cartao de identificagao 
GP identificou corretamente 80 de 86 isolados clinicos de estafilococos e identificou de modo incorreto 6, enquanto 
o sistema BD Phoenix® identificou corretamente 70 dos 86 isolados e identificou de modo incorreto 12 isolados. 313 
Elm estudo realizado na Grecia, em 2008, comparou o sistema Phoenix® com o API® ID32 Staph, sendo as 
discrepancias resolvidas por meio de analise de sequencia do gene rRNA 16S e gene tuf. 65 O sistema Phoenix® 
identificou corretamente 90,5% de 200 isolados de estafilococos coagulase-negativos, com identificagao incorreta 
de 6% e 3,5% sem identificagao relatada pelo sistema do teste. Um estudo tambem conduzido na Grecia, em 2012, 
examinou o sistema BD Phoenix® em comparagao com o Vitek® 2. 92 O BD Phoenix® identificou corretamente todas 
as 52 cepas de S. aureus e 84,2% de 95 estafilococos coagulase-negativos, enquanto o Vitek® 2 teve o mesmo 
desempenho do Phoenix® para o S. aureus, porem identificou corretamente 96,8% dos 95 estafilococos coagulase- 
negativos. O BD Phoenix® identificou 86,7% dos isolados de S. saprophvticus, em comparagao com a 
espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF ( time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz; do 
ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)? 1 * 

Paineis MicroScan®. Siemens Healthcare Diagnostics (Deerfield, IL), fabricante do sistema automatico 
MicroScan® WalkAway-96 para identificagao e teste de sensibilidade a antimicrobianos utilizando um formato de 
microtitulo, tern varios paineis para a identificagao de cocos gram-positivos, incluindo paineis de microtitulagao 
convencionais de identificagao/sensibilidade a antimicrobianos incubados durante a noite (paineis MicroScan 11 " Pos 
Combo ID/AST), paineis rapidos (identificagao de 2 a 2,5 horas) e paineis “Synergies-Plus”, que fomecem uma 
rapida identificagao, juntamente com certos resultados de sensibilidade a antimicrobianos dentro de 4,5 horas. Nos 
EUA, dispoe-se apenas dos paineis convencionais (paineis MicroScan® Pos Combo) e “Synergies-Plus” (paineis 
MicroScan® “Synergies-plus” Pos Combo 2). O banco de dados para a identificagao inclui outros microrganismos 
gram-positivos, incluindo micrococos, estreptococos, enterococos e listerias. Os MicroScan®' Pos Combo sao 
paineis de combinagao ID/AST com formato em placa de microtitulagao que possuem 26 testes convencionais e 
fenotipicos cromogenicos, bem como varios agentes antimicrobianos para teste simultaneo de microdiluigao em 
caldo (dispoe-se de seis paineis diferentes). Dispde-se tambem de um painel MicroScan® Pos Breakpoint Combo 
ID/AST, que oferece os mesmos testes de identificagao fenotipicos, porem com menos diluigoes dos agentes 
antimicrobianos. Apos inoculagao manual e colocagao das placas no instrumento WalkAway-96, elas sao incubadas 
por 16 a 24 horas a 35°C, e, em seguida, realiza-se a leitura dos paineis pela optica WalkAway. O perfil bioquimico 
de um isolado e comparado com o banco de dados, e uma identificagao e gerada. 

Os paineis MicroScan® Pos Combo foram avaliados e comparados com outros sistemas disponiveis no 
comercio. O painel MicroScan® Combo Pos foi usado como parte da identificagao de referencia em um estudo de 
um metodo de identificagao convencional modificado, relatado por Iorio et a/., 245 no Brasil. O painel MicroScan® 
identificou 59 de 69 cepas de S. epidermidis, 32 de 44 cepas de S. haemolyticus, 10 de 16 cepas de S. hominis 
subesp. hominis, 8 de 9 cepas de S. hominis subesp. novobiosepticus e 5 ou 6 cepas de S. lugdunensis. No total, 157 
(79,3%) do 198 isolados foram identificados de modo correto. Patteet et al? XA , na Belgica, realizaram uma avaliagao 
do painel MicroScan® Combo Pos com 428 isolados de estafilococos coagulase-negativos de uma variedade de 
amostras clinicas. Esses isolados foram identificados por metodos convencionais e outros metodos comerciais em 


estudos anteriores. O painel identificou corretamente 405 (94,5%) dos 428 isolados, com baixo nivel de 
identificagao (< 85%) e identificagao incorreta de 11 (2,6%) e 12 (2,8%) dos isolados, respectivamente. No caso de 
S. epidermidis, 97,3% foram identificados corretamente, assim como 96% de 50 isolados de S. haemolyticus e 80% 
de 5 isolados de S. lugdunensis. 

Sherlock ® Microbial Identification System. O Sherlock® Microbial Identification System (MIDI, Microbial ID 
Inc., Newark, DE) utiliza a cromatografia gas-liquido (GLC) de alta resolugao de derivados de acidos graxos 
celulares para identificagao das bacterias. O banco de dados do sistema e composto de bibliotecas contendo analises 
de perfis de metil ester de acidos graxos celulares de varias bacterias e compara a composigao de isolados 
individuals com a do banco de dados utilizando um software de matriz de covariancia/reconhecimento de padroes. 
Utiliza-se um indice de similaridade para expressar relagao de um perfil de um microrganismo desconhecido com 
perfis representatives de microrganismos conhecidos. Nao se dispoe de avaliagoes recentes do sistema MIDI como 
metodo independente para a identificagao de estafilococos; todavia, quando combinado com alguns testes 
fenotipicos, o sistema parece ter um bom desempenho para a identificagao de rotina de estafilococos coagulase- 
negativos. 78 

Biolog Microplate® Identification System. O Biolog Microplate® Identification System (Biolog, Inc., Hayward, 
CA) identifica microrganismos com base na oxidagao de uma variedade de substratos. Dispde-se de configuragoes 
manuais, semiautomaticas e automaticas desse sistema. As versoes automaticas do sistema incluem o software de 
coleta de dados/manejo de dados OmniLog®' Gen III, um leitor/incubador, um computador, uma impressora, um 
pipetador e um turbidimetro. O sistema GEN III Omnilog®’ so permite a identificagao de bacterias aerobias, 
enquanto o sistema GEN III Omnilog-Plus® tambem inclui bancos de dados para a identificagao de bacterias 
anaerobias, leveduras e fungos filamentosos. Dispoe-se de software adicionais para analise de variedade fenotipica. 
O banco de dados para estafilococos inclui especies humanas, animais e do meio ambiente. O sistema utiliza 
microplacas de 96 cavidades com 95 substratos mais uma cavidade de controle sem substrato. Dispde-se de placas 
Combo e placas separadas para a identificagao de bacterias gram-positivas ou gram-negativas. As placas sao 
semeadas com uma suspensao do microrganismo e incubadas por 4 ou 24 horas. Se o microrganismo oxidar um 
substrato em uma cavidade especifica, a respiragao do microrganismo durante a assimilagao oxidativa do substrato 
provoca a redugao de um corante de tetrazolio usado como indicador, de modo que a cavidade incolor adquire uma 
cor purpura. No momento atual, esse sistema nao esta aprovado para exame diagnostico in vitro humano, e nao se 
dispoe de nenhuma avaliagao recente desse sistema. Os resultados de uma avaliagao realizada em 1993 relataram 
uma acuracia de 69 a 73%, sugerindo que o sistema Biolog nao e aceitavel como metodo de identificagao para esses 
microrganismos. ' 66 

Sensititre® GPID Plate (Trek Diagnostic Systems, Inc., Cleveland, OH). O Sensititre® GPID e um sistema de 
identificagao que foi configurado para identificar as oito especies mais comuns de estafilococos encontradas em 
amostras clfnicas (/. e., S. aureus, S. epidermidis, S. capitis subesp. capitis, S. haemolyticus, S. hominis subesp. 
hominis, S. lugdunensis, S. saprophyticus subesp. saprophyticus e S. warneri). Garza-Gonzalez et al.' compararam 
esse sistema com o API® Staph, sendo as discrepancias resolvidas por testes fenotipicos manuais e sequenciamento 
parcial do gene rRNA 16S. Embora o API® Staph (Prancha 12.2 H) atualmente tenha identificado 91% de 155 
isolados testados, o Sensititre® GPID identificou 68%. O sistema de placa identificou corretamente 73% de 86 
isolados de S. epidermidis, 86% de 35 isolados de S. haemolyticus, 54% de 13 isolados de S. hominis, um de dois 
isolados de S. saprophyticus e um de quatro isolados de S. capitis. Nao foi identificada nenhuma das 8 cepas de S. 
warneri. Os isolados pertencentes a outras especies incluidas no banco de dados Sensititre® GPID nao foram 
testados. 

Sistemas de identificagao manuais 

APT® Staph-Ident. O API® Staph-Ident (bioMerieux, Inc.) e uma galeria de 10 testes que e semeada com 
suspensao densa do microrganismo, sendo a identificagao determinada pela geragao de um codigo octal de quatro 
digitos, derivado dos testes positivos na tira e interpretado com banco de dados online (i. e., APIweb) (Prancha 12.3 
C e D). O API® Staph-Ident foi extensamente avaliado, e a concordancia com procedimentos convencionais variou 
de 43 a 95%, dependendo das especies testadas. Rhoden e Miller publicaram um estudo prospective de 4 anos 
comparando o API® Staph-Ident com metodos de referenda em 1.106 isolados e constataram uma concordancia 
geral de 81,1%. 449 As porcentagens de concordancia para os cinco isolados mais comuns foram de 97,1% para S. 
epidermidis, 82,5% para S. hominis, 77,2% para S. aureus, 75,8% para S. haemolyticus e 64,1% para S. warneri. 


Esses pesquisadores concluiram que o banco de dados do atual sistema Staph-Ident e inadequado para a 
identificagao de especies tanto comuns quanto incomuns de estafilococos. 449 

API® Staph. O API® Staph (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) e um sistema de identificagao para micrococos 
e estafilococos de 18 a 24 horas. Esse sistema contem 19 testes dispostos em formato de tiras, que sao semeadas 
com uma suspensao do microrganismo (padrao de McFarland de 0,5) preparada em meio de caldo de peptona 
extrato de levedura fomecido com o kit. Apos a leitura das reagoes bioquimicas, um codigo octal de sete digitos e 
gerado, e a identificagao do microrganismo e obtida pelo banco de dados assistido por software APIweb. O banco de 
dados consiste em 25 taxons e inclui estafilococos de origem humana e veterinaria, especies de Micrococcus e R. 
mucilaginosa. Embora o banco de dados desse sistema seja grande, ele nao foi extensamente avaliado. Um estudo 
realizado por Perl et a/. 424 constatou que o sistema API® Staph identificou corretamente 73% de 277 estafilococos 
coagulase-negativos. (Embora 94% de 94 isolados de S. epidermidis tenham sido identificados de modo correto, o 
sistema nao apresentou um bom desempenho com isolados menos comuns, como S. haemolyticus (identificagao 
correta de 85%), S. hominis (identificagao correta de 75%), S. simulans (identificagao correta de 67%) e S. warneri 
(identificagao correta de 22%). O API® Staph foi usado como metodo de identificagao para caracterizar 33 
estafilococos coagulase-negativos nao epidermidis isolados de infecgoes oculares e comparado com genotipagem 
microbiana para identificagao. 338 O API® Staph e a genotipagem tiveram uma correspondence para apenas 48,4% 
dos isolados. Embora a maioria das cepas de S. haemolyticus tenha sido identificada de modo correto, os isolados de 
S. warneri, S. hominis, S. capitis e S lugdunensis foram identificados com probabilidades variando de 40 a 75%. Em 
avaliagoes mais recentes desse kit, usaram-se cepas isoladas de animais (/. e., isolados do leite de cabra, isolados de 
mastite bovina); nesses estudos, a concordance global do API® Staph ID com metodos moleculares foi de apenas 
72 a 76%. 293 ’ 411 ’ 535 

A PI ID32 Staph. ID32 Staph (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga) e um sistema de galeria para a identificagao 
de estafilococos e especies relacionadas em 24 horas. O sistema pode ser lido visualmente, gerando um numero de 
perfil que e interpretado pelo banco de dados online APIweb, ou o painel do teste pode ser usado com um sistema 
bioMerieux ATB automatizado, que inclui um densitometro, um inoculador, um aparelho de leitura, um 
microcomputador e uma impressora. O ID32 Staph possui o banco de dados mais extenso entre os sistemas 
manuais, incluindo muitas especies de estafilococos humanos e varias especies de estafilococos de animais e do 
meio ambiente. O sistema tambem identifica seis especies de micrococos e R. mucilaginosa. Em um estudo de 440 
isolados consecutivos de estafilococos coagulase-negativos, Ieven et a/. 240 relataram que o painel ID32 Staph 
identificou 95,2% dos isolados de S. epidermidis; S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. schleiferi e S. capitis foram 
identificados com uma acuracia de 98 a 100% (Prancha 12.3 E, F, G e H). Layer et a/. 313 usaram o ID 32Staph como 
metodo de referencia em uma avaliagao do sistema BD Phoenix® e sistema Vitek® 2, com arbitragem de 
identificagoes discrepantes por dois metodos moleculares; esses autores constataram que 89,4% dos isolados de 
referencia e isolados clfnicos testados foram identificados corretamente pelo ID32 Staph. O ID32 Staph 
proporcionou resultados mais corretos de identificagao do que os dois sistemas automatizados. Em uma avaliagao 
dos sistemas de identificagao automatizados Phoenix® e Vitek® 2, o ID32 Staph foi usado como sistema de 
referencia. Os isolados tambem foram analisados pelo sequenciamento do gene rRNA 16S e gene tuf. O sistema 
ID32 Staph identificou 96,5% dos 200 isolados testados e mostrou uma concordancia de 93 a 100% com 
identificagoes moleculares. 64 

O RapID® Staph Plus (Remel). O RapID® Staph Plus utiliza testes fenotipicos convencionais modificados e 
substratos enzimaticos cromogenicos para a identificagao de especies de Staphylococcus de importancia clinica. 
Prepara-se uma suspensao do microrganismo em liquido de inoculagao para obter um padrao de turvagao de 
McFarland n 2 3, que e transferida na porta de inoculagao da cubeta. A manipulagao manual da cubeta hidrata e 
inocula simultaneamente os substratos nas cavidades. Apos incubagao de 3 a 6 horas em 35 a 37°C de temperatura, 
as reagoes dos varios substratos devem ser registradas e a leitura direta de 12 dos testes fenotipicos e feita, enquanto, 
para os testes de 13 a 17, deve-se adicionar o reagente dimetilaminocinamaldeido RapID® Staph Plus e, para o teste 
18, reagentes de nitrato A e B. Com os resultados das reagoes, um codigo octal de seis digitos e obtido e deve ser 
introduzido no banco de dados assistido por um computador Electronic RapID® Compendium (ERIC). Esse banco 
de dados fomece a identificagao do microrganismo. O banco de dados inclui 33 especies e subespecies de 
estafilococos, bem como especies de Kocuria, Kvtococcus sedentarius. Micrococcus e R. mucilaginosa. Nao se 
dispdem de avaliagoes desse sistema. 


Kit de identiflcagao BBL Crystal Gram-Positive (GP). O kit Crystal® GP Identification (BD Biosciences) e um 
painel de identiflcagao miniaturizado, que consiste em 29 testes fluorogenicos, cromogenicos e convencionais 
modificados mais um controle negativo para a identiflcagao de isolados gram-positivos pertencentes a varios 
generos, incluindo Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus, Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus e 
Lactococcus. O sistema e semeado com uma suspensao de microrganismos (padrao de turvagao de McFarland n- 2), 
incubado durante 4 horas a 35°C a 37°C em atmosfera ambiental e lido com um visor especial do sistema Crystal*. 
O kit Crystal® GP foi avaliado juntamente com os sistemas Vitek® 2 e MicroScan® e comparado com identificagoes 
obtidas por meio de sequenciamento do rRNA 16S e um metodo molecular do laboratorio, utilizando o MicroSeq® 2 
500. 2 O kit Crystal® GP identificou corretamente 92,5% de 16 isolados de S. epidermidis e tambem identificou 
corretamente todos os isolados de S. warneri (6 isolados), de S. simulans (2 isolados), de S. cohnii (3 isolados), de S. 
haemolyticus (4 isolados) e um unico isolado de S. saprophvticus. Apenas 2 de 6 isolados de S. lugdunensis e 1 de 
25 de S. hominis foram corretamente identificados; alguns isolados de S. capitis e todos os isolados de S. caprae 
foram identificados incorretamente. 

Sistema de Identiflcagao Microbact Staphylococcal 12S (Oxoid®). O Microbact Staphylococcal 12S (Oxoid®) e 
um sistema de identiflcagao de 12 testes, baseado em 6 testes de utilizagao de carboidratos, arginina di-hidrolase, 
urease e substratos enzimaticos cromogenicos. Apenas 20 das especies mais comuns de estafilococos estao incluidas 
no banco de dados. As cavidades da tira sao semeadas com uma suspensao do microrganismo, e a tira e, em seguida, 
incubada durante 18 a 24 horas a 35 a 37°C. Alem disso, sao tambem necessarios os resultados de um teste da 
coagulase/aglutinagao com latex, teste de DNase e registro da produgao de pigmento. Apos a adigao do reagente 
para o desenvolvimento de cor aos testes enzimaticos, as reagoes sao registradas no laudo, juntamente com os 
resultados dos tres testes adicionais, e o codigo octal de cinco digitos resultantes e inserido no software Microbact 
Computer Aided Identification, que entao fomece a identiflcagao da especie. Nao de dispoe de nenhuma avaliagao 
desse sistema, e ele nao esta disponivel no mercado dos EUA. 

RapiDEC Staph. O RapiDEC® Staph (bioMerieux) e um kit manual para a identiflcagao de S. aureus, S. 
epidermidis e S. saprophyticus dentro de 2 horas. Uma suspensao do microrganismo e transferida em quatro 
capsulas, que incluem um controle negativo, um substrato para coagulase fluorescente, um substrato para fosfatase 
alcalina (PAL; do ingles, alcaline phosphatase) e um substrato para P-galactosidase (BGAL), respectivamente. A 
“aurease” e uma enzima proteolitica que reage com a protrombina para formar estafilotrombina, que, por sua vez, 
cliva um peptidio fluorescente presente na capsula, liberando um radical fluorescente. Depois de 2 horas de 
incubagao, maior fluorescencia UV na capsula da “coagulase”, em comparagao com o controle, identifica S. aureus. 
As outras duas capsulas sao lidas diretamente ou apos a adigao de um reagente. Um teste de fosfatase alcalina 
positiva ou um teste de P-galactosidase positivo identificam S. epidermidis e S. saprophyticus, respectivamente. O 
sistema apresenta um bom desempenho para a identiflcagao de S. aureus, porem os isolados de S. epidermidis que 
produzem baixos niveis de fosfatase alcalina ou que sao negativos para fosfatase alcalina nao sao identificados pelo 
RapiDEC® Staph. 2:,; De modo semelhante, alguns isolados de S. saprophyticus nao sao identificados, visto que 
carecem de atividade de P-galactosidase ou sao identificados incorretamente, visto que a enzima e encontrada em 
estafilococos sensiveis e resistentes a novobiocina (p. ex., S. cohnii, S. hominis, S. simulans). As capsulas de 
controle e de “aurease” tem sido usadas para a identiflcagao de S. aureus diretamente em hemoculturas positivas, 
usando uma aliquota centrifugada da hemocultura positiva. Com um protocolo ligeiramente modificado a partir do 
procedimento sugerido, van Griethuysen et al , 562 identificaram 100% de 42 isolados de S. aureus diretamente em 
garrafas de hemocultura, com uma especificidade de 96,6%. Um estudo semelhante conduzido por Chapin e 
Musgnug 88 constatou que o teste de “aurease” tem sensibilidade e especificidade de 96 e 99%, respectivamente, 
quando usado diretamente em hemoculturas com crescimento de cocos gram-positivos em agrupamentos. 

Kit para confirmagao de cultura PNA FISH para Staphylococcus aureus/estafilococos 
coagulase-negativos (AdvanDx, Woburn, MA) 

A tecnologia PNA FISH combina a hibridizagao fluorescente in situ (FISH; do ingles, fluorescence in situ 
hybridization) com moleculas singulares de acido nucleico peptidico (PNA), em que os componentes de 
carboidratos de carga negativa que formam a estrutura do DNA e do RNA sao substituidos por sondas de PNA sem 
carga, contendo as mesmas bases de nucleotidios do DNA, possibilitando a sua hibridizagao com sequencias 
complementares de acido nucleico. A estrutura hidrofobica sem carga das sondas de PNA permite que elas penetrem 


nas paredes celulares hidrofobicas das bacterias, possibilitando uma hibridizapao mais firme e mais especifica com 
sequencias-alvo de acido nucleico.' 1 "’ As sondas de PNA hibridizam com sequencias de rRNA especificas do S. 
aureus ou com sequencias de rRNA de especies selecionadas de estafilococos coagulase-negativos. Essas sondas de 
PNA sao marcadas com identificadores que fluorescem sob a luz UV. A tecnologia PNA FISH teve a sua maior 
aplicapao na identificapao de bacterias patogenicas em hemoculturas positivas. O reagente do teste S. aureus/ CNS 
PNA FISH contem sondas de PNA especificas para S. aureus marcadas com fluoresceina e sondas de PNA 
marcadas com Texas Red direcionadas para sequencias em outros estafilococos coagulase-negativos. Uma gota de 
sangue/caldo de uma hemocultura positive, mostrando cocos gram-positivos em agrupamentos, e misturada com 
fixador na cavidade de uma lamina de microscopio com uma unica cavidade fomecida no kit. A preparapao deve ser 
fixada com calor e metanol. Adiciona-se uma gota do S. aureus /CNS PNA ao esfregapo, e recobre-se com uma 
laminula. A lamina e incubada durante 30 minutos a 55°C. Apos esse periodo, a lamina e colocada em solupao de 
lavagem, a laminula e retirada, e a lamina e entao incubada na solupao de lavagem por 30 minutos a 55°C no 
aquecedor de laminas do PNA FISH Workstation. Apos a etapa de lavagem, seca-se a lamina ao ar, e coloca-se uma 
gota de meio de montagem sobre o esfregaqo, que e recoberto com laminula. A lamina e examinada no microscopio 
de fluorescencia. S. aureus aparece como agrupamentos de cocos fluorescentes de cor verde-mapa e brilhantes, 
enquanto os estafilococos coagulase-negativos aparecem como multiplos cocos fluorescentes de cor vermelho 
brilhante. Outras celulas nao estafilococicas microbianas nao sao fluorescentes. A execupao do teste leve 
aproximadamente 2 horas e meia, com menos de 30 minutos de trabalho. 

Mais recentemente, Staphylococcus QuickFISH® BC foi aprovado para uso. Esse teste identifica S. aureus e 
estafilococos coagulase-negativos a partir de hemoculturas em menos de 30 minutos pela eliminapao da etapa de 
lavagem. 124 Essa modificapao utiliza uma gota de hemocultura positiva, que e preparada em laminas FISH, com 
controles positivos e negativos ja presentes na lamina. A lamina e fixada pelo calor a 55°C por ate 5 minutos. Uma 
gota de cada uma de duas solupoes PNA - Staphylococcus PNA Blue e Staphylococcus PNA Yellow - sao 
misturadas em uma laminula que e colocada dentro de um modelo. A mistura dos dois reagentes na abertura oval do 
modelo resulta em uma cor verde uniforme. A laminula e entao aplicada a gota de hemocultura seca/fixada sobre a 
lamina da amostra dentro das margens da area de visao. A lamina e incubada por 15 a 20 minutos a 55°C na estapao 
de trabalho. Procede-se a leitura da lamina em um microscopio de fluorescencia por meio de inspepao inicial dos 
controles e, em seguida, da cavidade da amostra no mesmo piano de foco. A semelhanpa do procedimento mais 
longo, o S. aureus aparece como agrupamentos de cocos de fluorescencia verde-mapa brilhante, enquanto os 
estafilococos coagulase-negativos aparecem como multiplos cocos fluorescentes de cor vermelho brilhante. Esse 
teste tern um tempo total de execupao de menos de 30 minutos, com tempo de trabalho de menos de 5 minutos. 

As avaliapoes publicadas de S. aureus PNA FISH no decorrer de varios anos mostraram sensibilidade, 
especificidade e valores preditivos positivo e negativo muito altos. 226,396 Foi conduzido um estudo comparative 
multicentrico cego do S. aureus PNA FISH em oito laboratories diferentes, utilizando uma variedade de meios de 
hemocultura de tres fabricantes diferentes (meio ESP, Trek Diagnostics, Inc. Westlake, OH; meio BACTEC, 
Becton-Dickinson; BacT/Alert, bioMerieux). A sensibilidade do teste PNA FISH para deteepao do S. aureus variou 
de 98,5 a 100%, com especificidade de 98,5 a 99,2%, independentemente do meio de hemocultura utilizado. 395 Em 
um estudo realizado na Espanha, foram avaliadas 285 hemoculturas contendo cocos gram-positivos em 
agrupamentos na colorapao pelo metodo de Gram. O ensaio S. aureus PNA FISH demonstrou sensibilidade de 
100% e especificidade de 99,4%, com valores preditivos positivo e negativo para deteepao da bacteriemia por S. 
aureus de 99,2 e 100%, respectivamente. 193 Um estudo de cinco centros avaliou 722 garrafas de hemoculturas 
positivas contendo cocos gram-positivos em agrupamentos. Para a deteepao de S. aureus, a sensibilidade do teste 
QuickFISH® foi de 99,5%, com especificidade de 98,8%. 124 Um unico isolado de Micrococcus exibiu fluorescencia 
verde (/. e., S. aureus) inicialmente, porem nao houve fluorescencia quando o teste foi repetido. Esse estudo tambem 
abordou a especificidade do ensaio utilizando hemoculturas enriquecidas com cepas de referenda. De 34 cepas de 
esfilococos coagulase-negativos, representando 31 especies, todas produziram resultados positivos (fluorescencia 
vermelha) com excepao de um unico isolado de S. simulans e de S.felis. Varios outros microrganismos (/. e., cocos 
e bacilos gram-positivos e gram-negativos) produziram resultados uniformemente negativos. Uma avaliapao do teste 
Staphylococcus QuickFISH® BC na Italia, realizado com 173 hemoculturas, constatou a identificapao correta de 
100% de 35 isolados de S. aureus pelo PNA FISH rapido, com uma especificidade de 100%. O teste tambem 
identificou 98,6% dos estafilococos coagulase-negativos, tambem com especificidade de 100%. 77 



Metodos de identificagao molecular e tipagem para estafilococos 

Foram descritos varios metodos moleculares utilizando o DNA como base para identificagao em nivel de especie e 
tipagem de cepas de especies de Staphylococcus para estudos epidemiologicos ou investigagao de surtos. Os 
metodos empregados incluiram sequenciamento do gene rRNA 16S, analise de polimorfismo de comprimento de 
fragmentos amplificados (AFLP; do ingles, amplified fragment length polymorphism ) de acidos nucleicos de 
plasmidios, acidos nucleicos ribossomicos e cromossomicos, procedimentos de PCR/hibridizagao com sondas de 
acidos nucleicos, analise por PCR de elementos de insergao e regioes intergenicas do rRNA 16S a 23S, 
polimorfismos de comprimento de espagador IS256 e ribotipagem. ‘ ’ ■ ’ ’ As especies estreitamente 
relacionadas do genero Staphylococcus podem nao ser adequadamente identificadas por metodos baseados na 
sequencia do rRNA 16S, e esses problemas limitam a utilidade dessa abordagem para a identificagao de especies. 11 
Outras sequencias genicas foram avaliadas quanto a sua capacidade de discriminar com precisao especies 
individuais, incluindo 0 gene da proteina do choque termico 60 ( hsp60 ), 0 gene da proteina do choque termico 40 
(dnaJ), o gene para a subunidade [S da RNA polimerase ( rpoB ), o gene da endonuclease termoestavel (nuc), 0 gene 
da superoxido dismutase ( sod A ), o gene que codifica a gliceraldeido-3-fofato desidrogenase (gap) e 0 gene que 
codifica 0 fator de alongamento Tu (fw/). 142 ’ 181,182 ’ 222 ’ 275,302 ’ 486 ’ 498 O sequenciamento do gene tuf em particular, e mais 
discriminatorio para a identificagao das especies do que a analise da sequencia do rRNA 16S para a identificagao 
dos estafilococos. 23 *’ 4 '' A disponibilidade de varios bancos de dados primarios e secundarios (p. ex., GenBank, 
BIBI, EzTaxon, MicroSeq) contendo sequencias de genes estafilococicos publicadas complica a identificagao, e 
diferentes bancos de dados podem produzir resultados ligeiramente diferentes. Hwang el a/. 2 '* compararam 
sequencias do rRNA 16S e tuf para 97 isolados clinicos de estafilococos coagulase-negativos e verificaram a 
obtengao de resultados ligeiramente diferentes com cada um dos bancos de dados publicados e online. 
Ghebremedhin el al. 1 * 1 constataram que a amplificagao por PCR do gene gap, o sequenciamento direto do amplicon 
e a comparagao com 0 banco de dados GenBank possibilitaram uma identificagao confiavel das especies. A 
padronizagao dos bancos de dados, a adogao de referenda e concordance de referencia-equivalencia e o uso de 
criterios especificos para designagao de especies irao melhorar a confiabilidade. 

Um sistema molecular comercial tambem esta disponivel para a identificagao e detecgao simultaneas do mecA, 
denominado Templex® StaphPlex I (Genaco Biomedical Products, Inc., Huntsville AL). 533 Esse multiplex utiliza 
iniciadores de amplificagao de PCR especificos para sequencia do gene tuf que sao conservadas em todos os 
estafilococos coagulase-negativos, iniciadores para genes especificos de S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 
S. lugdunensis e S. simulans, e iniciadores para SCC mec tipos I, II, III e IV. Alem disso, sao incluidos iniciadores 
para a detecgao dos aac, ermA e ermC, tetM e tetK, para a detecgao de resistencia a gentamicina, eritromicina, 
clindamicina e tetraciclina, respectivamente. Apos extragao e amplificagao por PCR, obtem-se a identificagao por 
meio de detecgao amplicons especificos, utilizando uma suspensao de esferas marcadas que apresentam sequencias 
genicas que se ligam especificamente aos amplicons. A detecgao de amplicons marcados e obtida utilizando 0 
instrumento Luminex® 100 (Luminex, Austin, TX). Em uma avaliagao desse sistema com caldos de hemocultura 
apresentando cocos gram-positivos em agrupamentos, 0 sistema StaphPlex I identificou corretamente 186 de 203 
isolados de S. epidermidis, 10 de 12 isolados de S. haemolyticus, 25 de 34 isolados de S. hominis e 1 de 1 isolado de 
S. lugdunensis. S. capitis (10 isolados), S. warneri (2 isolados), S. pasteuri (2 isolados) e S. pettenkoferi (9 isolados) 
foram identificados como “outros estafilococos coagulase-negativos” pelo sistema. 533 O StaphPlex I tambem 
detectou SCCmec tipo II (principalmente MRSA-ASS) e SCC mec tipo IV (principalmente MRSA-AC) com 
sensibilidade de 100% e especificidade de mais de 95%. O StaphPlex tambem contem iniciadores e sondas para 
detecgao dos genes PVL. 

Para a tipagem de cepas de estafilococos, os metodos genotipicos e moleculares suplantaram em grande parte os 
metodos fenotipicos mais antigos, como tipagem de fagos, perfis de plasmidios e analise de proteina. Os metodos de 
tipagem genotipica baseiam-se em padroes de bandas do DNA, detectados por eletroforese ou por meio de 
abordagens de sequenciamento do DNA. A PFGE foi inicialmente utilizada para delinear os oito tipos clonais de 
MRSA USA100 a USA800. 358 Os metodos de tipagem atualmente usados para S. aureus incluem tipagem da 
sequencia spa, tipagem do duplo locus spa-clfb, tipagem de sequencias de multilocus (MLST; do ingles, multilocus 
sequence typing) e tipagem de SCCmec/ 1 O gene spa codifica a proteina A, que e encontrada na superficie de S. 
aureus, e 0 metodo de tipagem envolve 0 sequenciamento de 24 nucleotidios da regiao X variavel do spa. 1 " ' A 
tipagem do duplo locus de SPA-clfb envolve 0 sequenciamento do gene spa e do gene do fator de agregagao B 


0 clfB ), que contem numeros variaveis de unidades repetidas de serina-aspartato, dependendo da aquisigao ou da 
perda de segmentos genicos completes ou parciais. 300 A MLST analisa a variabilidade da sequencia de varios genes 
constitutivos com core variavel (CV) (habitealmente 7 a 10 genes) para determinar um tipo. A tipagem SCC mec 
trata do sequenciamento do gene mecA. Para esses tres metodos de tipagem, dispde-se de bancos de dados online 
que contem analises de milhares de isolados de varios palses (p. ex., www.SeqNet.org,www.mlst.net, 
www.saureusmlst.net). A disponibilidade de recursos online possibilitou abordagens mais padronizadas para 
problemas de procedimentos de testes e nomenclatura. A padronizagao e os bancos de dados de referenda sao 
essenciais para uma comunicagao mundial a respeito de S. aureus, e sao de inestimavel valor para agentes de saude 
publica, laboratories de pesquisa e comunicagoes cientlficas publicadas. Marcadores adicionais (tipagem PVL, 
sequenciamento dos genes PVL lukS-PV e lukF- PV e tipagem do arc A que codifica o elemento movel catabolico 
de arginina) tambem podem ser uteis para delineamento dos tipos, particularmente na investigagao de surtos e para 
epidemiologia nacional e mundial. 386 Shallcross et al. A procederam a uma revisao do papel da PVL na doenga 
estafilococica. A analise do numero variavel de repetigoes de multilocus em tandem (MLVA, VNTR) e a PFGE sao 
usadas com menos frequencia para S. aureus, embora varios pesquisadores tenham examinado essa abordagem. Para 
MLVA, o procedimento e a nomenclatura nao estao padronizados. 

A PFGE constitui o metodo mais discriminatario para a tipagem molecular de S. epidermidis e de outros 
estafilococos coagulase-negativos. 368 As cepas sao identificadas com base em RFLP de todo o cromossomo, 
utilizando enzimas de restrigao que produzem cortes em sequencias raras de DNA que resultam em grandes 
fragmentos de DNA que podem ser analisados por eletroforese em gel. A analise de PFGE exige treinamento e e 
tecnicamente diflcil. Diferentes laboratories podem produzir resultados ligeiramente distintos, ainda que com o 
mesmo conjunto de cepas. Dispde-se de padroes para interpretagao, porem ligeiras variagoes no procedimento 
podem produzir resultados ligeiramente diferentes, que podem representar dificuldades na interpretagao. 539 Alem da 
PFGE, foram descritos varios outros metodos para a genotipagem de estafilococos coagulase-negativos, incluindo 
RFLP, DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD), AFLP, PCR baseada em sequencia repetitiva (rep- 
PCR) e analises de numero variavel de repetigoes de multilocus em tandem (VNTR; do ingles, variable-number 
tandem repeats ). 76 > 80,131 ’ 166 . 254 . 29 °.i« q metodo de tipagem de escolha baseado no sequenciamento do DNA e a 
MLST. Esse metodo envolve o sequenciamento de um conjunto de genes constitutivos que evoluem lentamente com 
o decorrer do tempo. Para S. epidermidis, sete desses genes foram sequenciados e comparados com sequencias 
publicadas em um banco de dados MLST online. 153,543 Como esses genes sao altamente conservados, com taxas de 
mutagao muito baixas em um intervalo de tempo, esse metodo pode ser utilizado para estabelecer linhagens e 
relagoes entre diferentes isolados de S. epidermidis no decorrer de varios meses a anos. Por outro lado, a PFGE e 
mais facilmente adaptada para a analise de surtos hospitalares a curto prazo (p. ex., investigagao de um surto de S. 
haemolyticus em uma UTI neonatal). No momenta atual, a MLST esta apenas disponlvel para S. epidermidis, 
enquanto a PFGE pode ser utilizada para outros estafilococos coagulase-negativos. 225,507,600 

Espectrometria de massa com ionizagao/dessorgao a laser assistida por matriz: tempo 
de voo 

A espectrometria de massa com ionizagao/dessorgao a laser assistida por matriz: tempo de voo (MALDI-TOF MS) 
esta sendo atualmente introduzida como metodo para a identificagao de bacterias em laboratories clinicos. No 
momento atual, dispde-se de dois sistemas: o MALDI Biotyper® (Bruker Daltronics, Bremen, Alemanha) e o 
espectrometro de massa AXIMA/Shimadzu® (comercializado nos EUA pela empresa bioMerieux). Este ultimo 
sistema utiliza o SARAMIS (Spectral ARchiving And Microbial Identification System, AnagnosTec, Am 
Muehlenberg 11, 14476 Potsdam/Golm, Alemanha) como banco de dados de referenda. Um subconjunto do 
SARAMIS, designado como Superspectra, representa o sistema automatizado disponivel para identificagao de 
bacterias. Atualmente, o banco de dados Bruker contem 28 especies de estafilococos, enquanto o banco de dados de 
referenda SARAMIS contem 38 especies e subespecies de estafilococos. DuPont et a/., 145 na Franga, avaliaram o 
espectrometro de massa Bruker para a identificagao de 234 isolados clinicos de estafilococos coagulase-negativos, 
representando 20 especies, que foram identificadas por meio de sequenciamento do gene sodA. Os resultados 
tambem foram comparados com aqueles obtidos com os sistemas Vitek® 2 e Phoenix®. Quando foram eliminadas 
especies nao compartilhadas pelos bancos de dados, a MALDI-TOF MS identificou corretamente 97,4% dos 
isolados, enquanto os sistemas Vitek® 2 e Phoenix® identificaram, respectivamente, 78,6 e 79%, dos isolados. 
Dubois et a /. 143 tambem examinaram a MS Bruker para a identificagao de 152 cepas de estafilococos pertencentes a 


22 especies diferentes. Esses isolados foram caracterizados utilizando um conjunto de oligonucleotidios baseado no 
gene sodA para identificagao de referencia. Desses 152 isolados, 99,3% foram identificados corretamente em nivel 
de especie, enquanto uma cepa foi identificada ate o nivel de genero. Uma avaliagao do sistema Bruker realizada 
nos Paises Baixos constatou que a MS identificou 94,3% de 261 cocos gram-positivos, representando dois generos e 
nove especies, enquanto os metodos fenotipicos (tiras Vitek® 2 e API®) identificaram apenas 63,2%. 568 Uma 
avaliagao realizada na Italia utilizou a MS Bruker para a identificagao de 450 isolados da corrente sanguinea, com 
sequenciamento do gene rpoB como metodo de referencia.'"' A MS identificou corretamente 447 (99,3%) dos 
isolados, com apenas tres identificagoes incorretas. Bergeron el al. avaliaram o sistema AXIMA/Shimadzu® e o 
banco de dados SARAMIS com 186 isolados (incluindo 35 especies e subespecies) e 47 cepas de especies tipo de 
Staphylococcus. 48 Os isolados clfnicos tambem foram identificados por sequenciamento do gene tuf como metodo 
de referencia. Enquanto o sequenciamento do gene tuf possibilitou a identificagao de todos os isolados, com excegao 
de um, a MALDI-TOF MS identificou corretamente apenas 138 (74,2%) dos isolados. A razao do baixo 
desempenho da MS nessa avaliagao foi provavelmente devido a ausencia de Superspectra para muitas das especies 
de estafilococos de animais e do meio ambiente incluidas nessa avaliagao particular. A MALDI-TOF MS e um 
metodo de identificagao de bacterias confiavel e relativamente barato, que e mais rapido e superior a maioria dos 
paineis fenotipicos, com uma acuracia proxima aos metodos moleculares. Com o exame de maior niimero de 
isolados por tecnicas de MS, os bancos de dados da instrumentagao MALDI-MS e as aplicagoes de uma variedade 
de bancos de dados espectrais irao revolucionar a identificagao, a caracterizagao e a sistematica microbiana. 

Identificagao de Micrococcus e especies relacionadas 

Em geral, os micrococos e especies relacionadas nao sao identificados em nivel de especie nos laboratories clinicos, 
visto que raramente possuem importancia clinica. Utilizando os testes descritos anteriormente e na Tabela 12.2, os 
laboratories podem fomecer resultados de “especies de Micrococcus ” sem a necessidade de testes adicionais. 
Entretanto, com o reconhecimento desses agentes como patogenos oportunistas, pode ser necessario, em certas 
ocasioes, identificar esses microrganismos ate o nivel de especie. Os criterios de identificagao para os membros 
recentemente reclassificados do antigo genero Micrococcus sao apresentados na Tabela 12.7. Na coloragao pelo 
metodo de Gram, esses microrganismos geralmente aparecem em pares, tetrades e agrupamentos. Todos os 
membros das especies de micrococos sao aerobios, catalase-positivos, resistentes a furazolidona e sensiveis a 
bacitracina. As especies de micrococos que foram isoladas de amostras clinicas e infeegoes humanas incluem 
especies de Kytococcus ( K. schroeteri, K. sedentarius), especies de Kocuria ( K. kristinae, K. rhizophila, K. varians, 
K. rosea, K. marina ) e M. luteus. As colonias de K. schroeteri podem ser lisas e brilhantes ou rugosas, secas e 
“semelbantes a vulcao” com bordas irregulares. As colonias tambem podem variar quanto a pigmentagao, desde 
uma cor amarelo-pardo escuro ate branco cremoso. As colonias de K. sedentarius variam quanto a sua pigmentagao 
desde branco cremoso ate amarelo intenso da cor do botao-de-ouro. As colonias de K. kristinae sao lisas ou rugosas, 
com pigmentagao que varia de creme palido a laranja palido, tomando-se mais intensa com o passar do tempo. K. 
rhizophila e K. varians formam colonias lisas, brilhantes e de cor amarelo palido, embora tenham sido descritas 
variantes rugosas de K. varians. As colonias de K. marina sao lisas e de cor laranja, enquanto as de K. rosea sao de 
cor creme a rosa palido. Algumas especies estao incluidas nos bancos de dados de sistemas comerciais de 
identificagao automatizados e manuais usados nos laboratories e podem ser identificadas incorretamente como 
especies de Staphylococcus e vice-versa. Por exemplo, o sistema Vitek 2 identificou de modo incorreto 20 isolados 
de especies como Kocuria, que foram confirmadas como especies de estafilococos coagulase-negativos pelo 
sequenciamento do gene rRNA 16S. 41 

Identificagao de Rothia mucilaginosa 

As colonias de R. mucilaginosa sao viscosas ou mucoides, transparentes a branco-acinzentadas e aderentes a 
superficie do agar. Em esfregagos corados pelo metodo de Gram, aparecem como grandes cocos gram-positivos 
dispostos em pares ou em grupos. Sao fracamente catalase-positivas, embora algumas cepas sejam catalase- 
negativas. R. mucilaginosa pode ser diferenciada de especies de Micrococcus e de Staphylococcus pela sua 
incapacidade de crescer em meio de agar nutritivo contendo NaCl a 5% e pela presenga de capsula. Esses 
microrganismos tambem estao incluidos no banco de dados dos sistemas AIM Staph-Ident, API R Staph e ID32 
Staph. Outras caracteristicas bioquimicas sao apresentadas na Tabela 12.8. 


Abordagem laboratorial para a identificagao de estafilococos 

Tendo em vista que os estafilococos estao entre os microrganismos isolados com maior frequencia no laboratorio 
clinico, devem-se tomar decisoes sobre “ate onde chegar” na sua identificagao. Isso se aplica particularmente aos 
microrganismos coagulase-negativos. Muitos laboratories adotaram procedimentos rapidos para coagulase (i. e., 
testes com latex), de modo que esses testes podem ser rapidamente efetuados em colonias que parecem representar 
estafilococos e que sao coagulase-positivas. Se as colonias forem coagulase-positivas, o microrganismo e 
identificado como S. aureus. Para isolados coagulase-negativos, podem-se realizar um teste com disco de 
furazolidona ou bacitracina ou o teste de oxidase modificado para diferenciar os estafilococos coagulase-negativos 
de especies de Micrococcus e especies relacionadas. Isolados importantes de estafilococos de culturas de urina 
tambem devem ser testados quanto a sua sensibilidade a novobiocina e identificagao presuntiva de S. saprophyticus. 
A identificagao completa da especie utilizando um procedimento de referenda, um kit ou uma abordagem molecular 
deve ser reservada para os isolados de importancia clinica, incluindo cepas que foram isoladas de multiplos 
conjuntos de hemoculturas, de cateteres intravenosos infectados (em que o paciente pode apresentar o mesmo 
isolado em multiplas hemoculturas) ou de outros locais normalmente estereis a partir dos quais foi isolada 
repetidamente a mesma especie de Staphylococcus coagulase-negativa. As decisoes envolvendo uma identificagao 
adicional desses microrganismos devem ser tomadas considerando cada caso em particular, com a participagao tanto 
do diretor do laboratorio quanto dos medicos que cuidam do paciente. 

Tabela 12.7 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de Micrococcus e generos relacionados. 


Especie 

PIGM 

ox 

Disposicao celular 

MOT 

URE 

ADH 

RED de NO, 

Hidrolise de: 

ESC GEL AMI 

Acido produzido de modo aerohio a partir de; 

GLU GLIC MNTL MANN LAC XIL 

A. agilis 

Rosa-vermelho 

+ 

Pares, tetrades. grupos 

+ 

- 

- 


+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 


D. nishinom'ryaensis 

La ran)a 

+ 

Pares, tetrades, grupos 

- 

V+ 

- 

V 

- 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

K. kristanae 

Creme a laranja pa lido 

+ 

T6trades, grupos 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

K. marina 


- 

Dl 


+ 

- 

+ 


+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

K. polaris 

Laranja 

+ 

Pares, tetrades, cubos 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

Dl 

+ 

K. palustris 

Amarelo palido 

- 

Pares, tetrades, cubos 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

_ 

- 

- 

- 

- 

K. rhizophila 

Amarelo 

- 

Pares, tetrades, cubos 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

K. rosea 

Laranja, rosa,vermelho 

V- 

Pares, tetrades, grupos 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

K. schroeteri 

Amarelo opaco 

- 

Pares, tetrades 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

K. sedentarius 

Creme a amarelo intenso 

- 

Tirades, cubos 

- 

- 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

K. varians 

Amarelo intenso 

- 

T6trades, grupos 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+' 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

M. antarcticus 

Amarelo, mucoide 

+ 

Pares, cubos, grupos 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

M. endophyticus 

Amarelo, viscoso 

+ 


- 



+ 

Dl 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. luteus 

Amarelo, verde-amarelado 

+ 

Pares, tetrades, cubos, grupos 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

M. lylae 

Branco 

+ 

Pares, tetrades, cubos, grupos 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

N. habbia 

Nenhum 

+ 

Pares, grupos 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

N. habtolerans 

Laranja a amarelo intenso 

- 

C6lulas isoladas 

+ 

+ 

Dl 

- 


+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

N. lacusekhoensis 

Amarelo 

- 

Pares, grupos 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

N. xinjiang 

Amarelo-claro 

- 

Bacilos irregulares difteroides 

- 

+ 

Dl 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 


+= reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V+= reagao variavel, com a maioria das cepas positivas; V-= reagao variavel, com a maioria das cepas negativas; +' = reagao positiva fraca ou tardia; Dl = dados indisponiteis; 
OX = oxidase modificada; MOT = motilidade; URE = urease; ADH = arginina di-hidrolase; RED cte N0 3 = redugao do nitrato a nitrito; ESC = escolina; GEL = gelatina; AMI = amido; GLU = glicose; GLIC = glicerol; MNTL = manitol; MANN = 
manose; LAC = lactose; XIL = xilose. 


Tabela 12.8 Identificagao de Rothia mucilaginosa. 


Teste 

Reagao 

CAT 

V 

Cresdmento em condigoes anerobicas 

+ 

Coagulase 

- 

Cresdmento em agar nutritivo com NaCI a 5% 

- 

GEL 

+ 

PAL 

- 





ACET 


+ 


Acido produzido a partir de: 


GLU 


+ 


FRU 


+ 


sue 


+ 


MNTL 


MANN 


V 


SBTL 


SAL 


+ 


TREH 


V 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; CAT = catalase; GEL = hidrolise da gelatina; PAL = fosfatase 
alcalina; ACET = acetoina (VP); GLU = glicose; FRU = frutose; SUC = sacarose; MNTL = manitol; MANN = manose; SBTL = 
sorbitol; SAL = salicina; TREH = trealose. 
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CAPlTULO 

Cocos Gram-Positivos 

PARTE II | ESTREPTOCOCOS, ENTEROCOCOS E BACTERIAS "SEMELHANTES A STREPTOCOCCUS" 

Caracteristicas gerais dos estreptococos 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo A (Streptococcuspyogenes) 

Fatores de virulencia 

Espectro ch'nico da doen^a estreptococica do grupo A 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo B (Streptococcus agalactiae) 

Fatores de virulencia 

Espectro clinico da doen^a causada por estreptococos do grupo B 
Preven^ao da doen^a por estreptococos do grupo B 
Outras infec^oes causadas por estreptococos do grupo B 
Sensibilidade dos estreptococos do grupo B a agentes antimicrobianos 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo C e do grupo G 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo F 

Patogenos emergentes entre os estreptococos 

Streptococcus suis 

Streptococcus porcinus e Streptococcus pseudoporcinus 
Streptococcus iniae 

Streptococcus pneumoniae 

Fatores de virulencia 
Vacinas pneumococicas 
Espectro clinico de S. pneumoniae 
Sensibilidade de S. pneumoniae a antimicrobianos 

Estreptococos viridans 

Grupo anginosus | Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus e Streptococcos intermedins 
Estreptococos do grupo D10 grupo de "Streptococcus bovis" 

Especies de Enterococcus 

Taxonomia 
Fatores de virulencia 

Espectro clinico das infecgoes enterococicas 
Sensibilidade dos enterococos aos antimicrobianos 
Genera Melissococcus e genera Catellicoccus 

Bacterias "semelhantes a Streptococcus" 

Especies de Abiotrophia e Granulicatella 

Especies de Aerococcus e Helcococcus 

Especies de Leuconostoc 

Especies de Pediococcus e Tetragenococcus 

Especies de Gemella 

Especies de Vagococcus 

Especies d e Alloiococcus 

Especies de Globicatella 




Especies de Facklamia 

Especies de Dolosigmnulum, Ignavigranum, Dolosicoccus e Eremococcus 
Especies de Lactococcus 


Isolamento e identifkacao de estreptococos e bacterias "semelhantes a Streptococcus" 

Esfrega^os diretos corados pelo Gram 
Meios de cultura 
Hemoliseemagar-sangue 

Tecnicas de deteqao direta sem cultura para estreptococos beta-hemoliticos do grupo A em amostras de faringe 

Tecnicas de deteqao direta sem cultura para estreptococos beta-hemoliticos do grupo B 

Tecnicas de deteqao direta sem cultura para Streptococcus pneumoniae 

Tecnicas de deteqao de enterococos em hemoculturas sem cultura 

Morfologia das colonias e teste da catalase 

Reconhecimento e caracterizagao preliminar de estreptococos e das bacterias "semelhantes a Streptococcus " 

Identifkacao presuntiva dos estreptococos e enterococos 
Identifkacao sorologica dos estreptococos beta-hemoliticos 
Caracteristicas fenotipicas para a identifkacao dos estreptococos grupaveis 

Identifkacao de 5. pneumoniae | Sensibilidade a optoquina, teste de solubilidade em bile e teste AccuProbe Pneumococcus 
Identifkacao sorologica de Streptococcus pneumoniae 
Identifkacao dos estreptococos viridans 

Identifkacao de Streptococcus suis e de outros estreptococos isolados de animais 

Detecgao de enterococos resistentes a vancomicina 

Identifkacao de especies de Enterococcus 

Identifkacao de especies de Abiotrophia e Granulicatella 

Identifkacao de especies de Aerococcus e Helcococcus 

Identifkacao das especies de Leuconostoc, Pediococcus e Tetragenococcus 

Identifkacao de especies de Gemella 

Identifkacao de especies de Vagococcus 

Identifkacao de especies de Alloiococcus, Globicatella, Facklamia, Dolosigranulum, Ignavigranum e Dolosicoccus 
Identifkacao de especies de Lactococcus 

Sistemas comerciais para a identifkacao de estreptococos, enterococos e bacterias selecionadas "semelhantes a Streptococcus" 

Vitek’ 2 

Phoenix’ (Becton-Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) 

Os estreptococos, os enterococos e bacterias semelhantes a Streptococcus sao bacterias gram-positivas e catalase-negativas, que 
tendem a crescer formando pares e cadeias (Prancha 13.1 B). A detecgao de enzimas do citocromo por meio do teste de catalase 
possibilita diferenciar os membros dos grupos das varias especies de micrococos e estafilococos (catalase-positivos) dos 
estreptococos, dos enterococos e das bacterias “semelhantes a Streptococcus ”, que sao catalase-negativos. A semelhanga de outros 
grupos microbianos, a classificagao e a taxonomia dos estreptococos e das bacterias semelhantes a Streptococcus passaram por 
mudangas radicais com a descrigao de varios novos generos de cocos catalase-negativos. Essas mudangas possuem mais do que 
uma simples importancia academica para os biologistas clinicos no inicio do seculo XXI, visto que varios microrganismos 
previamente incomuns pertencentes a esses grupos estao sendo isolados com regularidade crescente de infecgoes humanas, e o 
potenciais patogenicos tanto das especies antigas quanto das especies recentemente descritas ainda nao estao elucidados e estao em 
fase de investigagao ativa. 

A aplicagao de metodos taxonomicos moleculares e a descrigao de varios generos novos de cocos gram-positivos catalase- 
negativos levaram a uma reorganizagao completa da taxonomia dos estreptococos, em comparagao com aquela publicada na edigao 
de 1984 do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Diversos metodos moleculares, como hibridizagao DNA-DNA, 
hibridizagao DNA-RNA ribossomico (rRNA) e sequenciamento da subunidade pequena do rRNA (16S), foram inicialmente 
utilizados para validar a divisao da familia Streptococcaceae nos generos Streptococcus, Enterococcus e Lactococcus ; na 
atualidade, esses metodos estao sendo aplicados a estreptococos viridans, enterococos e outros isolados catalase-negativos 
recentemente descritos, de modo a estabelecer suas relagoes com esses tres generos/ 1 Na nova edigao do Bergey’s Manual, os 
cocos gram-positivos catalase-negativos de origem humana sao classificados entre seis familias, na ordem proposta 
“Lactobacillales”, e uma familia na ordem Bacillales, ambas na classe proposta “Bacilli”, no filo Finnicutes (Boxe 13.1). O genero 
Streptococcus, que contem os patogenos humanos de maior importancia, pode ser dividido operacionalmente em sete grupos, 
conforme indicado no Boxe 13.2. 



Caracteristicas gerais dos estreptococos 

Os estreptococos sao anaerobios facultativos, embora algumas cepas cres9am melhor em condigoes anaerobias. Embora as especies 
cresgam, em sua maioria, no ar atmosferico, o crescimento da maioria das especies e estimulado por um aumento de C0 2 . Os 
estreptococos, os enterococos e os aerococos de importancia medica sao homofermentadores, o que significa que o unico produto 
de fermentagao da glicose e o acido lactico, sem fonnagao de gas. Os estreptococos tambern sao catalase-negativos e oxidase- 
negativos, mna propriedade que, juntamente com a coloragao pelo Gram, os diferencia das especies de Neisseria. Os membros do 
genero Streptococcus crescem tipicamente em cadeias (ou em cadeias de diplococos) quando se desenvolvem em meios de caldo 
(Prancha 13.1 B e C). Essa caracteristica e compartilhada com os enterococos, os lactococos e alguns dos generos recentemente 
reconhecidos ( i. e., especies Leuconostoc, Vagococcus e Globicatella). Outras bacterias semelhantes a Streptococcus (/. e., 
aerococos, especies de Alloiococcus , Gemella, Pediococcus, Tetragenococcus e Helcococcus ) crescem em pares ou em tetrades em 
caldo. A avaliagao do arranjo celular e mais bem-realizada por meio da coloragao de Gram de uma cultura de microrganismos 
desenvolvidos em caldo de tioglicolato. Quando se utiliza o caldo de tioglicolato, o esfregago deve ser fixado em metanol apos 
secar ao ar, em lugar de ser fixado pelo calor, de modo a evitar a “lavagem” das bacterias da lamina durante o processo de 
coloragao. 


Boxe 13.1 


Classificagao atual dos estreptococos, enterococos e bacterias "semelhantes a Streptococcus" 


Ordem 

Familia 

Genero 

"Lactobacillales" 

Streptococcaceae 

Streptococcus, Lactococcus 


Enterococcaceae 

Atopobacter, Bavaricoccus, Catellicoccus, Enterococcus, Melissococcus, Piiibacter, 

Tetragenococcus, Vagococcus 


"Aerococcaceae" 

Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, 

Ignavigranum 


Leuconostocaceae 

Leuconostoc, Oenococcus, Weissella 


Lactobacillaceae 

Pediococcus 


"Carnobacteriaceae" 

Alloiococcus, Dolosigranulum, Granulicatella 

Bacillales 

Staphylococcaceae 

Gemella, Macrococcus 


Os microrganismos listados nesta tabela pertencem ao dominio Bacteria, filo Firmicutes, classe “Bacilli”. 


Boxe 13.2 


Classificagao dos grupos de especies de Streptococcus com base na analise de sequencia da subunidade pequena do rRNA 71 
Membros do grupo Habitat e comentarios 

Grupol.Grupo piogenico 

5. pyogenes (Streptococcus beta-hemolitico do grupo A) Essa especie e um patogeno humano bem conhecido (ver o texto). 

5. agalactiae (Streptococcus beta-hemolitico do grupo B) 5. agalactiae e um agente bem conhecido de doen^a neonatal, especialmente (ver o texto). 

5. dysgalactiae subesp. dysgalactiae (Streptococcus beta- Essa especie de estreptococo provoca infecgoes em varias especies de animais, induindo suinos, bovinos e 


hemolftico dos grupos C e L) 

5. dysgalactiae subesp. eguisimilis (Streptococcus beta- 
hemolitico dos grupos C e G) 

S. equi subesp. equi (Streptococcus beta-hemolitico do 
grupo C) 

S. equi subesp. ruminatorum 3X 

S. equi subesp. zooepidemicus (Streptococcus beta- 


humanos (ver o texto). 

Essa especie de estreptococo provoca infecgoes em varias especies de animais, induindo suinos, bovinos e 
humanos (ver o texto). 

Essa especie provoca doen^a principalmente em animais, com observa^ao de infecgoes ocasionais em seres 
humanos (ver o texto). 

Essa subespecie recentemente descrita provoca mastite em ovinos e caprinos (ver o texto). 

Muitas especies de animais (ver o texto). 




hemolftico do grupo C) 


5. canis (estreptococos dos grupos G, L e M) 284 

Essa especie beta-hemolftica foi isolada de varias especies de animais, especialmente dies (ver o texto). 

5. castoreus (reage com antissoros do grupo A de 
Lancefield) 616 

5. castoreus foi isolado de amostras de feridas, fi'gado e ba<;o de uma carca^a de urn castor da Europa. 

5. didelphis (sem grupo de Lancefield)"' 

5. didelphis e urn estreptococo beta-hemoh'tico que foi isolado de lesoes cutaneas e tecidos esplenico, 

hepatico e pulmonar de gambas que desenvolveram equimoses cutaneas seguidas de morte subita. 

5. halichoeri (reage com antissoro do grupo B de 
Lancefield) 615 

Essa especie foi descrita em amostras dinicas e postmortem de focas cinzentas na Inglaterra. 

5. hongkongensis 599 

Essa especie recem-descrita foi isolada de peixes (linguados) e de uma ferida no polegar de urn peixeiro de 

44 anos de idade apos lesao puntiforme causada por nadadeira de peixe. Essa nova especie esta mais 

estreitamente relacionada com 5. iniae, S. pseudoporcinus, 5. uberis e 5. paruberis. 

5. ictaluri (sem grupo de Lancefield) 919 

Essa especie foi isolada durante a pesquisa de suspeita de doen^a bacteriana em bagres-americanos 

(Ictalurispunctatus) reprodutores. Os isoladosforam associados a ocorrencia de meningite, miosite, 

osteolise e artrite nos peixes. 

5. iniae (sem designagao de grupo de Lancefield) 830 

Esse patogeno emergente provoca doengi em muitas especies de peixes e tambem e patogenico para seres 

humanos (ver o texto). 

5. phocae (estreptococos dos grupos C e F ou nao 
grupaveis) 942 

5. phocae foi originalmente descrito como causa de pneumonia em focas e, subsequentemente, foi isolado 

de infeqoes das vias respiratorias em botos. 5. phocae tambem provoca infeqoes septicemicas no salmao 

do Atlantico. 871 

5. porcinus (estreptococos dos grupos E, P, U e V) 216 

Essa especie de estreptococo beta-hemolitico e encontrada tanto em sui'nos quanto em humanos (os 

ultimos isolados receberam o novo nome de 5. pseudoporcinus, ver o texto). 

5. pseudoportinus (sem grupo de Lancefield) 67 

Essa nova especie de Streptococcus foi descrita em 2006. E encontrada no trato genital feminino de seres 
humanos e foi isolada de infeqoes da corrente sangufnea, placenta e feridas (ver o texto). 0 Os metodos 
fenotipicos nao diferenciam adequadamente 5. pseudoporcinus de 5. porcinus, e e necessario proceder ao 
sequenciamento do gene rRNA 16S ou do gen erpoB para sua identificagao definitiva. 371,923 0 isolamento de 
urn microrganismo do trato geniturinario feminino que e fenotipicamente 5. porcinus tern probabilidade de 
serS. pseudoporcinus. Algumas evidences sugerem que a present de S. pseudoporcinus no trato 

geniturinario de mulheres em idade fertil pode contribuir para a patogenese da ruptura prematura das 
membranas fetais e insuficiencia endocervical. 82 " Shewmaker etal. w propuseram que 5. pseudoporcinus 
fosse dividido em suas subespecies. 5. pseudoporcinus subesp. hominis cresce em NaCI a 6,5%, hidrolisa o 

hipurato, utiliza o piruvato e e lactose-negativo, enquanto 5. pseudoporcinus subesp. lactis nao cresce em 

NaCI a 6,5%, e negativo para hidrolise do hipurato e acidifica^ao do piruvato e produz acido a partir da 
lactose. Os isolados humanos pertencem a primeira subespecie, enquanto os isolados de laticinios e de 

animais pertencem a ultima subespecie. 

5. urinalis (sem grupo de Lancefield) 223 

Essa nova especie de Streptococcus foi isolada pela primeira vez da cultura de urina de urn paciente com 

cistite e dor na parte inferior do abdome; subsequentemente, 5. urinalis foi isolado de uma hemocultura de 

urn homem de 60 de idade com historia de estenose uretral. Embora 5. urinalis seja urn Streptococcus a- 
hemolftico, e considerado como membro do grupo dos estreptococos piogenicos, sendo 5. pyogenes e 5. 

canis os microrganismos relacionados filogeneticamente mais proximos. 


Grupo II. Grupo mitis/sanguinis 


5. australis 1131 

5. australis foi isolado pela primeira vez de saliva de crian^as atendidas em urn hospital odontologico em 

Sydney, na Australia. A principio, acreditou-se que fosse S. mitis; entretanto, estudos bioquimicos e de 
hibridizagao demonstraram que esses isolados eram uma especie separada. Em 2011, esse microrganismo 
foi a causa de meningite bacteriana em urn homem de 77 anos de idade. 41 

5. cristatus m 

5. cristatus e urn Streptococcus oral, que e incomum pela present de tufos de fibrilas curtas localizados em 



5. danieliae m 

posi^ao lateral da superffcie da celula, os quais ajudam o microrganismo a se coagregar com outros 
microrganismos na placa dentaria. 5. cristatus e uma rara causa de endocardite. 4 

Essa especie foi isolada do ceco de um camundongo. 0 microrganismo esta genotipicamente relacionado 

com 5. alactolyticus, 5. gordonii, 5. sanguinis e 5. intermedius. Ele nao reage com nenhum antissoro de 

Lancefield e e beta-hemolitico. 

5. gordoniF 56 

Essa especie de estreptococo viridans e encontrada na cavidade oral de seres humanos e foi isolada de 

infeqbes da corrente sanguinea em pacientes com cancer e com endocardite, do liquido sinovial em dois 
casos de artrite septica e do liquido peritoneal de um paciente submetido a dialise peritoneal ambulatorial 

continua. 183,421,1158 

5. infantis 54 

5. infantis e um membra do grupo mitis, que e encontrado nos dentes e na nasofaringe dos humanos. 

S. Iactarius m 

Essa especie recentemente descrita foi isolada do leite materno de mulheres sadias. 

5. massiliensis 383 

Essa especie baseia-se em um isolado de uma hemocultura. No sequenciamento do gene rRNA 16S, esse 

isolado foi agrupado com os estreptococos do grupo mutans, porem as compara^oes de sequences dos 

genes rpoB e sodA colocaram o microrganismo no grupo mitis/sanguinis de estreptococos. 

S. m/'f/s 556 

5. mitis e um Streptococcus a-hemolitico, que e encontrado na cavidade oral, no trato gastrintestinal, no 

trato genital feminino e na pele (Prancha 13.4 F, G e H). S. mitis constitui uma causa de endocardite 
infecciosa e meningite, particularmente em pacientes com fatores de risco que induem lesao valvar previa, 

higiene dentaria/oral precaria, neoplasias malignas, transplante de celulas-tronco, outras doen^as 

subjacentes (p. ex., anemia hemolitica, alcoolismo, hipertensao, diabetes melito), terapia imunossupressora 

(p. ex., corticosteroides, agentes quimioterapicos), infecgoes de cabe^a e pescogo (p. ex., sinusite maxilar) e 
procedimentos neurocirurgicos. 290,585,659,691 As complicates da endocardite e da bacteriemia induem 
fenomenos embolicos, endoftalmite e osteomielite. 290 " 1 S. mitis tambem constitui uma causa de choque 
por estreptococo wm/rrm/desconforto respiratorio, que ocorrem em pacientes com imunossupressao 

profunda que apresentam neoplasias malignas e receptores de transplante de celulas-tronco 
hematopoeticas dentro de 1 a 28 dias apos o transplante. 179,666 S. mitis e uma das especies isoladas com 
maiorfrequencia de hemoculturas, e a prevalence de isolados com sensibilidade reduzida ou resistencia 
definida aos agentes betalactamicos esta aumentando. 507,577,691 Matsui etal. 69] relataram um caso de 
endocardite infecciosa causada porS. mitis, em que o isolado mostrou ser resistente a todas as penicilinas, 

cefalosporinas (de todas as geragoes), todos os carbapenemicos e eritromicina, sendo sensivel apenas a 

vancomicina, ao levofloxacino e a clindamicina. A resistencia ao levofloxacino foi documentada em outra 

cepa 5. mitis sensivel aos demais farmacos, isolada de hemoculturas e culturas do humor vitreo de um 

paciente com endocardite e endoftalmite endogena." A linezolida tern sido usada com sucesso no 
tratamento da endocardite porS. mitis. 75 -' Foi tambem relatada a ocorrencia de peritonite fulminante porS. 
mitis em um receptor de CAPD. 720 Alguns isolados de S. mitis podem ser sensiveis a optoquina, porem nao 
sao soluveis em bile ou desoxicolato. 259 

S. oligofermentans 1033 

S. oligofermentans foi descrito pela primeira vez em 2003, quando foi isolado de placa dentaria e da saliva 

de pacientes com carcinoma nasofaringeo. Em 2009, S. oligofermentans foi documentado como causa de 
abscesso do antebrago esquerdo complicado por endocardite em uma mulher de 43 anos de idade. 693 

5. oralis 556 

S. oralis tern sido isolado de casos de endocardite de valvas nativas e proteses valvares. 860,1057 5. oralis 
assemelha-se fenotipicamente a S. mitis e pode ser diferenciado por determinados testes enzimaticos (p. 

ex., |3-GLUeNAGA). 

S. parasanguinis" 15 

Essa especie tern sido isolada de amostras das vias respiratorias, do sangue e da urina de seres humanos e 
tambem foi associada a ocorrencia de mastite assintomatica em ovelhas. 337 A endocardite causada por 5. 
parasanguinis resistente a penicilina foi relatada em 2008, e a peritonite associada a dialise peritoneal por S. 
parasanguinis foi relatada em 2011. 361-882 

5. peroris 

S. peroris e um membra mais recente do gupo mitis e e encontrado nos dentes e na nasofaringe de seres 

humanos. 



5. pneumoniae 

Ver o texto. 

5. pseudopneumoniae 

Ver o texto. 

5. sanguinis 556 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de seres humanos e tem sido isolada de pacientes com 
endocardite e como causa de aneurisma micotico. 61,175,539 As complicates da dissemina^ao hematogenica 
durante infec0es do endocardio e da corrente sanguinea induem abscesso cerebral e artrite septica. 539,800 

Esse microrganismo tambem foi a causa de meningite purulenta em paciente com cirrose submetido a 
ligadura endoscopica de varizes esofagicas hemorragicas. 6 Metodos moleculares foram desenvolvidos (p. 
ex., sondas PCR-geradas, sondas de DNA especificas de especie) para facilitar o estudo da intera^ao do 5. 
sanguinis e de outros estreptococos orais com a especie cariogenica, S. mutans. 619 Resistencia aos 
antibioticos betalactamicos foi observada tanto em 5. mitis quanto em 5. sanguinis. 6 ' 

5. sinensis 1142 

Essa especie faz parte da microbiota bacteriana da cavidade oral humana e foi isolada pela primeira vez de 
hemoculturas de pacientes com endocardite. 326,1060,1142-1144 Esse microrganismo pode apresentar o antigeno 
do grupo FdeLancefield. 1 ’ 43 

S. tigurinus 1169 

Essa especie de estreptococo foi descrita em 2012 e foi isolada de hemoculturas de pacientes com 
endocardite, meningite e espondilodiscite. 1169 Essa especie esta mais estreitamente relacionada com 5. 
mitis, 5. pneumoniae, 5. pseudopneumoniae, 5. oralis, e 5. infantis . 1168 

5. troglodytidis 1173 

Essa especie foi isolada de urn abscesso do pe de urn chimpanze ( Pan troglodytes). 


Grupo III. Grupo mutans 


5. cricetus 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de hamsters, ratos e, raramente, de seres humanos. 

S. dentapr Z 992 

Essa especie, que foi descrita em 2010, foi isolada da cavidade oral de javalis. 

5. dentirousetti 994 

Essa especie foi isolada da microbiota oral de morcegos. 

5. devriesei 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de equinos e vacas. 

5. downei 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de macacos. 

5. ferus 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de ratos. 

5. macacae 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de macacos. 

5. mutans 1124 

Essa especie constitui a principal causa de caries dentarias em seres humanos. Os isolados de 5. mutans 

produzem enzimas de glicosiltransferase que sintetizam os polissacaridios que formam a matriz da placa 

dentaria a partir da sacarose da dieta (ver o texto). 

5. orisratti 1176 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de ratos Sprague-Dawley. Estudos filogeneticos dos 35 sorotipos 

de 5. suis revelaram que os tipos 32 e 34 eram distantes de outros sorotipos de 5. suis, e, quando estudos 

adicionais de sequenciamento foram conduidos, esses dois sorotipos de "5. suis" demonstraram ser, na 
realidade, 5. orisratti. 955 

5. orisuis 993 

Essa especie de Streptococcus foi isolada da cavidade oral de suinos. 

5. raff/' 

Essa especie e encontrada na cavidade oral de ratos (e, em certas ocasioes, de seres humanos). 

5. sobrinus 

Essa especie constitui parte dos estreptococos cariogenicos encontrados na cavidade oral dos seres 

humanos. 

5. ursoris 916 

Essa especie de estreptococo foi cultivada a partir de amostras de cavidade oral de ursos. 


Grupo IV. Grupo salivarius 


5. hyointestinalis 285 

Essa especie foi isolada do intestino de suinos e caracterizada em 1988. 

5. infantarius 901 

5. infantarius foi isolado de seres humanos e de produtos alimentares. As cepas de 5. infantarius tambem 

estao inclufdas no grupo bovis, visto que algumas cepas sao bile-esculina positivas. 

5. salivarius" 29 

Essa especie e encontrada na cavidade oral e na saliva de seres humanos. "5. thermophilus " esta relacionado 




com S. salivarius e pode constituir uma subespecie de 5. salivarius ou uma especie distinta. 

5. thermophilus 

Essa especie e encontrada em laticfnios. 

5. trolodytae m 

Essa especie foi isolada da cavidade oral de um chimpanze. 5. mutans demonstrou ser a especie mais 

estreitamente relacionada. 

5. vestibularis 1128 

Essa especie foi isolada pela primeira vez da mucosa vestibular da cavidade oral de seres humanos. Em 

2010, essa especie foi isolada de uma mulher de 65 anos de idade como causa de endocardite de valva da 
aorta nativa e espondilodiscite. 1050 

Grupo V. Grupo anginosus 


5. anginosus 

Seres humanos (verotexto). 

Subespecies deS. constellatus 

Seres humanos (verotexto). 

5. intermedius 

Seres humanos (verotexto). 

Grupo VI. Grupo bovis 


5. bovis/S. equinus 

Esses isolados sao encontrados nos tratos geniturinario e gastrintestinal de bovinos e equinos. 

S. caballi 714 

Essa especie eS. henryii foram isolados de equinos com laminite induzida experimentalmente, uma doen^a 

grave do pe de equinos que esta associada a ingestao dietetica de carboidrato em excesso. 

5. gallolyticus subesp. gallolyticus (S. bovis 1) 

Ver o texto. 

5. gallolyticus subesp. macedonicus 675,mi (anteriormente 
"5. macedonicus", "5. rva/'us") 

S. gallolyticus subesp. macedonicus e encontrado em queijos e outros produtos lacteos. S. macedonicus foi 

originalmente denominado 5. waius e, em seguida, 5. macedonicus antes de ser incorporado como 

subespecie de S. gallolyticus no grupo bovis (ver o texto). 

S. gallolyticus subesp. pasteurianus (5. bovis 11.2) 

Ver o texto. 

5. henryi 714 

S. henryi eS. caballi foram isolados de equinos com laminite induzida experimentalmente, uma doen$a 

grave do pe de equinos que esta associada a ingestao dietetica de carboidrato em excesso. Essa especie 
reage com antissoro do grupo D de Lancefield. 714 

5. infantarius subesp. coli 

Suinos, caes, galinaceos. 

5. infantarius subesp. infantarius (S. bovis 11.1) 

Seres humanos, bovinos. 

Grupo VII. Estreptococos diversos 


5. acidominimus 

As cepas de 5. acidominimus foram pouco caracterizadas desde a descrigao original da especie, em 1922. Um 

novo exame de cepas de S. acidominimus isoladas de seres humanos estabeleceu a verdadeira identidade 

desses isolados como Facklamia sourekii Esse microrganismo tern sido isolado de bovinos, aves 

domesticas e seres humanos. As infeqoes porS. acidominimus nos seres humanos tern induido pneumonia 
com empiema, pericardite, meningite, endocardite, otite media e abscesso cerebral. 48 ' 115 ’ 236,342 ' 991 

5. entericus' m 

Essa especie alfa-hemolitica foi isolada de amostras intestinais obtidas de uma vaca com entente catarral, 

uma sindrome diarreica consumptiva inexoravel em bezerros. 

5. gallinaceus 222 

Essa especie foi isolada pela primeira vez de hemoculturas de um frango de criagao com sepse e, 

subsequentemente, foi documentada como importante causa de sepse e endocardite em produ^ao de 
frangos na Dinamarca. 164,222 Em 2006,5. gallinaceus foi isolado de uma hemocultura de um trabalhador em 
abatedouro com doen^a febril na Nova Zelandia. 50 

5. hyointestinalis 

Essa especie foi isolada do intestino de suinos. 

5. hyovaginalis m 

Essa especie foi isolada de amostras de vagina de suinos. 

5. marimammaiium m 

Essa especie foi isolada de amostras das vias respiratorias obtidas de focas cinzentas e focas-comuns. 

5. rnerionis m 

Essa especie foi isolada de vesiculas de parasitas inoculadas na cavidade peritoneal do esquilo da Mongolia 




para estudar o estagio larval de Echinococcus multilocularis. 

5. minor 1072 

Essa especie alfa-hemolitica foi isolada das tonsilas, de swabs anais e das fezes de caes e do tecido tonsilar 
deumgatoedeumbezerro. 

5. ovis m 

Essa especie baseia-se em sete isolados obtidos de amostras de parede toracica, umbigo, abdome, 

abscessos pulmonares e liquido articular de ovinos. 

5. pluranimalium 287 

Essa especie e incomum, visto que foi isolada de uma variedade de animais, induindo bovinos (isolados do 
trato genital e de mastite, isolados pulmonares), dos pulmoes e do papo de canarios e tecido tonsilar de 

bovinos, de uma cabra e de um gato. Essa especie foi a causa de um surto de endocardite e septicemia em 
galinaceos. 438 

5. plurextorum 1087 

Essa especie foi isolada dos tecidos pulmonares e renais de suinos que morreram de pneumonia e 

septicemia. 

5. porci' m 

Esse microrganismo foi isolado dos tecidos pericardicos e de amostras de linfonodos bronquicos de suinos 

com pericardite e pneumonia, respectivamente. Essa especie reage com antissoros do grupo B de 

Lancefield. 

5. porcorum 1092 

Essa especie, descrita em 2011, foi isolada de porcos silvestres e domesticos. Esta mais estreitamente 

relacionada com 5. suis. 

5. rupicaprae 1090 

Essa especie de estreptococo foi isolada de amostras dinicas de uma camurga-dos-pireneus. 

5. 5o/5 (grupos R, S e T de Lancefield) 

Essa nova especie constitui uma causa de doenga em leitoes e bovinos e e um agente emergente na doenga 

humana (verotexto). 

5. thoraltensis 286 

Essa especie foi isolada do conteudo intestinal de um porco. 

5. uberis/S. paruberis 76 ' 

5. uberis e 5. parauberis constituem causas de mastite bovina, porem nao foram isolados em seres humanos. 
Essas duas especies sao indistingufveis uma da outra com base em criterios fenoti'picos, e foram 

desenvolvidas sondas moleculares especificas de especie para esses dois microrganismos. Os isolados 

humanos que foram identificados fenotipicamente como S. uberis foram novamente identificados como 
Globicatella sanguinis. 76 ' S. parauberis constitui uma causa de estreptococose em Alabote. Alguns isolados 
possuem o antigeno de grupo E de Lancefield, enquanto outros nao sao grupaveis. 


A composigao da parede celular dos estreptococos e semelhante a de outras bacterias gram-positivas, sendo constituida 
principalmente de peptidoglicano, no qual estao inseridos diversos carboidratos, acidos teicoicos, lipoproteinas e antigenos 
proteicos de superficie (ver Capitulo 5). Algumas especies de estreptococos podem ser classiflcadas sorologicamente com base nos 
antigenos de carboidrato de superficie celular. O trabalho pioneiro de Rebecca Lancefield estabeleceu o sistema de grupamento de 
Lancefield para os estreptococos beta-hemoliticos (Prancha 13.3 A). Os antigenos detectados no sistema de grupamento de 
Lancefield consistem em polissacaridios da parede celular (como nos estreptococos dos grupos A, B, C, F e G isolados de seres 
humanos) ou em acidos lipoteicoicos da parede celular (estreptococos do grupo B e especies de Enterococcus). Originalmente, 
esses antigenos de grupamento da parede celular eram extraidos com acido cloridrico ou acido nitroso diluidos, formamida ou por 
autoclavagem, e os grupos eram determinados por reagSes de precipitagao em tubo capilar. Os kits disponiveis no comercio para 
determinagao dos grupos de estreptococos utilizam tecnicas de extragao enzimatica e coaglutinagao ou aglutinagao com particulas 
de latex para detecgao dos antigenos (Prancha 13.1 G). Outros estreptococos, em particular membros dos grupos de estreptococos 
viridans, nao possuem nenhum dos antigenos dos grupos de Lancefield da parede celular, embora algumas cepas possam apresentar 
antigenos semelhantes, que exibem reagao cruzada com antissoros especificos de grupo dos estreptococos beta-hemoliticos. Os 
estreptococos viridans bem estudados, como o microrganismo cariogenico S. mutans, foram divididos em sorotipos, com base em 
seus proprios antigenos de carboidratos da parede celular. Os varios sorotipos de S. mutans foram subsequentemente elevados a 
categoria de especie e, hoje em dia, compreendem o “grupo Mutans” de estreptococos orais. 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo A (Streptococcus pyogenes) 

Os estreptococos patogenicos possuem varias caracteristicas que contribuem para sua virulencia. Os mecanismos de virulencia dos 
estreptococos beta-hemoliticos do grupo A ( S. pyogenes ), em particular, foram mais extensamente estudados. Esse microrganismo 
continua sendo um patogeno humano de extrema importancia, e a pele e as mucosas dos seres humanos constituent os unicos 
reservatorios conhecidos de estreptococos do grupo A na natureza. De acordo com as estimativas da Organizagao Mundial da 



Saude (OMS), mais de 500.000 individuos morrem a cada ano de infecgoes graves por estreptococos do grupo A, particularmente 
doen 9 a invasiva e sequelas da febre reumatica aguda (FRA) e consequente cardiopatia reumatica. 1 ' ?J7h Nos EUA, ocorrem 
anualmente 25 a 35 milhoes de casos de faringite por estreptococos do grupo A. 739 Nos EUA, as infecgoes por estreptococos do 
grupo A ocorrem em uma taxa anual de aproximadamente 3,5 casos por 100.000 individuos, resultando em mais de 9.600 casos, 
dos quais 1.100 a 1.300 por ano sao fatais. 775 Alem das infecgoes agudas, Streptococcus do grupo A tambem esta associado a duas 
sequelas nao supurativas - a FRA e a glomerulonefrite pos-estreptococica aguda -, que continuam ocorrendo, particularmente nos 
paises em desenvolvimento. Mais de 95% do numero estimado de 294.000 casos fatais de cardiopatia reumatica no mundo inteiro 
ocorrem em paises em desenvolvimento, que tambem sao assolados por um numero esmagador de outras doengas invasivas por 
estreptococos do grupo A. 135,964 

Fatores de virulencia 

A parede celular dos estreptococos beta-hemoliticos do grupo A consiste em um peptidoglicano espesso, juntamente com acidos 
lipoteicoicos (LTA) integrais e outras moleculas de superficie associadas, conforme descrito no Capitulo 5. Acredita-se que os LTA 
desempenhem um papel central, promovendo a aderencia inicial dos estreptococos do grupo A a celulas epiteliais da faringe, a 
outros tipos celulares e a proteinas do hospedeiro, como a fibronectina.' 4 Alem dos LTA, foram descritas varias outras adesinas 
nos estreptococos do grupo A, incluindo varias proteinas de ligagao da fibronectina (p. ex., proteina FI [Sfbl, proteina de ligagao 
da fibronectina estreptococica], proteina F2 [Sbfll], FPB54 e PFBP). 247,424,504,866 Essas proteinas de ligagao de superficie promovem 
a aderencia do microrganismo a celulas tanto faringeas quanto cutaneas. As proteinas M desempenham um papel na aderencia aos 
queratinocitos da pele por meio de sua interagao com o cofator de membrana do queratinocito CD46. 71,11 O principal antigeno de 
parede celular do grupo A e um polissacaridio complexo, que consiste em L-ramnose e TV-acetil-D-glicosamina, em uma razao de 
2:1. 90 O antigeno liga-se de modo covalente ao peptidoglicano. O papel do antigeno de grupo da parede celular como fator de 
virulencia nao e conhecido, embora o proprio material de peptidoglicano tenha atividade biologica, incluindo indugao de febre, 
necrose dermica e cardiaca em animais, lise dos eritrocitos e das plaquetas e aumento da resistencia inespecifica. 

Algumas cepas do grupo A possuem uma capsula composta de acido hialuronico, um polimero linear de alto peso molecular 
composto de unidades repetidas de dissacaridios de ligagao (3(1-4) de acido D-glicuronico (l-3)-|3-D-7V-acetilglicosamina. 970,1119 
Esse material e o produto de enzimas codificadas por um grupo de tres genes, consistindo em hasA, hasB e hasC. Esses tres genes 
codificam uma acido hialuronico sintase, uma UDP-glicose desidrogenase e uma glicose pirofosforilase, respectivamente. 19 Esses 
genes estao altamente conservados entre cepas de estreptococos do grupo A, e a ocorrencia de variagoes no grau de expressao dos 
genes capsulares provavelmente reflete diferengas na regulagao da transcrigao dos genes. As cepas que exibem expressao maxima 
desses genes tern aparencia mucoide quando crescem em agar-sangue de cameiro (SBA; do ingles, sheep blood agar)} m Dois 
produtos genicos, CrsS e CrsR, parecem atuar como sistema regulador de dois componentes, com capacidade de aumentar ou 
diminuir o grau de encapsulagao por meio de super-regulagao ou sub-regulagao da expressao do gene has. m Do ponto de vista 
quimico, esse material de hialuronato capsular e indistinguivel da substancia fundamental do tecido conjuntivo, o que pode explicar 
a ausencia de imunogenicidade dessa substancia no hospedeiro infectado. A produgao de capsula in vitro e maxima durante o 
crescimento logaritmico, e os microrganismos perdem suas capsulas quando entram na fase estacionaria de crescimento; e provavel 
que essa perda seja devida a elaboragao da hialuronidase durante os estagios finais da fase logaritmica de crescimento. A capsula 
de acido hialuronico tem como fungao proteger os microrganismos da agao do complemento por celulas fagociticas. Em modelos 
animais, foi constatado que a capsula de acido hialuronico contribui para a capacidade dos estreptococos do grupo A de provocar 
infecgoes invasivas dos tecidos moles. 38 A capsula tambem influencia a capacidade dos estreptococos do grupo A de aderir as 
celulas epiteliais ao modular a interagao da proteina M e de outras moleculas de superficie e ao atuar como ligante para a ligagao ao 
receptor CD44 na superficie das celulas epiteliais. 907,1119 

O principal fator de virulencia do Streptococcus do grupo A consiste em um antigeno de superficie celular, denominado 
proteina M. 90,709 ' 777 As proteinas M sao proteinas fibrilares estaveis em acido, termoestaveis e labeis em tripsina, que estao 
associadas a superficie externa da parede celular. As proteinas M sao constituidas de duas cadeias polipeptidicas complexadas em 
uma configuragao espiralada a-helicoidal. 343 A proteina M esta ancorada na membrana celular, estende-se atraves da camada de 
peptidoglicano e projeta-se a partir da superficie da celula bacteriana (Figura 13.1). A sequencia de aminoacidos e a estrutura da 
extremidade carboxiterminal da molecula estao localizadas dentro da membrana celular e da parede celular do microrganismo e sao 
altamente conservadas entre as cepas do grupo A. A extremidade TV-terminal estende-se alem da superficie celular e termina com 
uma sequencia de cerca de 11 residuos de aminoacidos. Essa sequencia terminal varia entre os isolados clinicos e constitui a base 
para a classificagao sorologica de Lancefield dos estreptococos do grupo A. As cepas ricas em proteina M sao resistentes a 
fagocitose e morte intracelular por celulas polimorfonucleares (PMN), de modo que os microrganismos podem persistir nos tecidos 
infectados; as celulas que carecem de proteina M demonstravel sao facilmente fagocitadas e destruidas. 11 A proteina aparentemente 
exerce seus efeitos antifagociticos ao interferir na opsonizagao das celulas bacterianas por meio de inibigao das vias tanto classica 
quanto altemativa do complemento. As proteinas M tambem sao capazes de formal' complexos com o fibrinogenio, que se ligam 
consequentemente as (32 integrinas dos neutrofilos. Essa ligagao desencadeia a liberagao de mediadores inflamatorios, que induzem 
extravasamento vascular, um componente patologico do choque toxico estreptococico. 447 Algumas proteinas M podem atuar como 
superantigenos, induzindo a proliferagao de celulas Tea liberagao de citocinas, e as proteinas M dos tipos classicamente 
“reumatogenicos” desencadeiam a formagao de anticorpos, que apresentam reagao cruzada com diversas proteinas das celulas 


hospedeiras de mamiferos, incluindo miosina, laminina e queratina. 119 Por fim, emergem anticorpos dirigidos contra os tipos M 
mais prevalentes, e, com o desenvolvimento da imunidade de grupo, esses tipos desaparecem, e novos tipos M surgem e se 
expandem por meio de aumento de sua transmissao. A tipagem sorologica M e habitualmente realizada em extratos acidos a quente 
de estreptococos do grupo A, utilizando tecnicas de precipitagao em tubo capilar ou de imunodifusao em gel de agarose. Apenas 
um unico antigeno tipo M e expresso pelas cepas do grupo A, e, foram identificados 93 sorotipos M diferentes com o uso desses 
metodos. 311 ' A clonagem do gene da proteina M, denominado gene emm, resultou na expansao e na padronizagao da tipagem emm, 
substituindo o metodo sorologico convencional. Em consequencia, existem atualmente mais de 200 tipos emm conhecidos. O 
sistema de tipagem emm e realizado por analise de sequencia de nucleotidios dos residuos NH 2 -terminais e resultou na 
identificagao de mais 124 genotipos emm reconhecidos.’ 2 ’ A definigao de uma nova sequencia de tipo emm baseia-se na 
identificagao de mais de 160 bases nucleotidicas na extremidade 5' terminal da regiao hipervariavel. Diferentes tipos emm terao 
menos de 80% de homologia da sequencia com outros tipos emm. 



a FIGURA 13.1 Principais determinantes antigenicos conhecidos da superficie de estreptococos do grupo A virulentos e 
encapsulados. 

Desde a sua introdugao, a tipagem emm tern sido usada em varios estudos de base populacional de grande porte nos EUA, no 
Canada e em outros paises. Esses estudos mostraram a existencia de diferengas na distribuigao mundial dos tipos emm. Foram 
observadas semelhangas nos tipos emm em paises de nivel socioeconomico mais alto (i. e., Europa, America do Norte, area urbana 
da Australia, Nova Zelandia, Japao), com ocorrencia da maior diversidade dos tipos emm na Africa, populagSes nativas da 
Australia e regiao das llhas do Pacifico. 963,964 A analise de sequencia dos aminoacidos de muitos tipos de proteinas M tambem 
identificou porgoes da molecula de proteina M que sao comuns entre varios tipos de proteina M, ou seja, essa sequencia de 
aminoacidos e altamente conservada. O soro de individuos que vivem em diferentes areas geograficas com altas taxas de infecgao 
estreptococica reagiu com esse peptidio M conservado em um ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA). 963 Alem disso, os 
anticorpos dirigidos contra esse peptidio foram capazes de opsonizar estreptococos pertencentes a uma variedade de tipos M. Essa 
parte altamente conservada da molecula de proteina M esta sendo investigada de modo mais detalhado como possivel antigeno de 
vacina contra infecgoes por estreptococos do grupo A e contra a febre reumatica. 963,964 O reconhecimento de que, ate mesmo dentro 
dos tipos emm estabelecidos, existem tambem varios subtipos representa um desafio para o uso das proteinas M como possiveis 
vacinas. Por exemplo, a analise de mais de 300 cepas emm3 de tres epidemias separadas de estreptococos do grupo A no Canada 
mostrou que cada epidemia foi causada pela emergencia de subtipos emm3 distintos dentro de populagSes previamente imunes. 74 

Alem da proteina M, foram identificadas varias outras proteinas de superficie celular relacionadas com a proteina M em 
estreptococos do grupo A, e os genes que codificam essas moleculas (p. ex., enn, mrp, arp, fcrA, protH) foram reunidos como 
membros da “superfamilia de genes emm'”. 517 Alem da proteina M, alguns estreptococos possuem outras proteinas “semelhantes a 
M” (p. ex., a proteina Spa tipo M 18 de estreptococos do grupo A), e foi constatado que essas proteinas contribuem para a 
virulencia dos estreptococos do grupo A e a potencializam. 114 Essas moleculas aparentemente atuam em conjunto com as proteinas 
M para ajudar os microrganismos a resistir a fagocitose. As moleculas semelhantes a proteina M tambem sao capazes de ligar-se a 
varias proteinas do hospedeiro, como o plasminogenio e o fibrinogenio, e, por meio dessa interagao, exercem tambem efeitos 
antiopsonicos. As sequencias dos tipos emm reconhecidos podem ser encontradas on-line em http://www.cdc.gov/nci- 
dod/biotech/infotech_hp.html. 

O fator de opacidade (OF) e outro antigeno de superficie celular associado a proteina M dos estreptococos do grupo A, que e 
um fator de virulencia. O OF e uma a-lipoproteinase, que tern a capacidade de opacificar meios que contem soro de mamiferos. Os 
anticorpos dirigidos contra o OF sao especificos na inibigao da reagao de opacidade do tipo M que a produz, de modo que a 
tipagem de OF pode ser usada como reagao de tipagem suplementar ou complementar. O OF e produzido por cepas que pertencem 

































a 29 tipos M diferentes e pode ser detectado nesses tipos M, ate mesmo se a reatividade especifica de tipo M estiver perdida ou 
indetectavel (i. e., a presenga de OF esta apenas associada a tipos M especificos). Por conseguinte, as reagdes OF positivas e OF 
negativas estao consistentemente associadas a tipos M especificos. O OF esta principalmente associado a cepas de estreptococos do 
grupo A isoladas de infecgoes cutaneas. 79 

Os estreptococos do grupo A produzem duas hemolisinas: a estreptolisina O e a estreptolisina S. A estreptolisina O (SLO) e 
labil ao oxigenio, antigenica, inibida pelo colesterol e toxica para uma variedade de tipos celulares, incluindo leucocitos, monocitos 
e celulas em cultura. Em virtude de sua labilidade ao oxigenio, a estreptolisina O e principalmente responsavel pela (3-hemolise 
observada ao redor das colonias de estreptococos do grupo A localizadas abaixo da superficie em placas ou nas regioes perfuradas 
quando semeadas na superficie de placas com meio SBA. A estreptolisina O tambem e produzida por alguns estreptococos dos 
grupos C e G. A SLO parece existir em duas formas ativas, com pesos moleculares situados entre 50.000 e 70.000 Da; a clivagem 
dessas moleculas durante a secregao resulta na forma totalmente ativa de SLO, cujo peso molecular e de aproximadamente 57.000 
Da. A SLO induz a formagao de poros na membrana de celulas suscetiveis por meio da ligagao inicial de monomeros de SLO ao 
colesterol existente na membrana celular. Essa ligagao resulta em uma mudanga de conformagao da molecula, que causa 
coagregagao de monomeros adicionais de SLO na membrana. Inicialmente, esses agregados formam estruturas em formato de arco 
na membrana, os quais acabam se transformando em poros totalmente fonnados, com consequente lise osmotica da celula afetada. 
A SLO tambem induz a desgranulagao e a lise dos PMN, inibe a fagocitose pelos macrofagos e compromete as respostas dos 
linfocitos a mitogenos. A SLO tambem pode estimular a produgao de citocinas. A determinagao de anticorpos contra a 
estreptolisina O (titulos de antiestreptolisina O [ASLO]) no soro e util para o diagnostico retrospectivo de infecgoes faringeas 
recentes causadas por estreptococos. A resposta dos anticorpos ASLO apos infecgoes cutaneas e precaria, presumivelmente devido 
a inativagao do antigeno pelo colesterol presente na pele. Nesses casos, os titulos de anti-DNase B sao mais confiaveis (ver 
discussao mais adiante). 

A estreptolisina S (SLS) e estavel na presenga de oxigenio, nao e antigenica e, a semelhanga da SLO, e toxica para uma 
variedade de tipos celulares. A SLS existe nas formas intracelular, ligada a superficie celular e intracelular e esta habitualmente 
associada a algum tipo de molecula carreadora, como albumina serica, RNA ou a-lipoproteina. A SLS, uma pequena molecula com 
peso molecular de aproximadamente 1.800 Da, tern a sua produgao maxima durante a fase logaritmica final e a fase estacionaria 
inicial de crescimento e requer a presenga de ferro para a sua produgao maxima. Acredita-se que a SLS interaja com fosfolipidios 
de membrana para exercer seus efeitos toxicos. Os eritrocitos expostos a SLS sofrem intumescimento, seguido de lise em 
consequencia da ruptura da barreira osmotica e do extravasamento de ions da celula. Diferentemente da SLO, nao sao observados 
poros nem fendas nas membranas celulares dos eritrocitos afetados na microscopia eletronica. A SLS e ativa na hemolise tanto de 
superficie quanto abaixo da superficie do agar quando os microrganismos crescem em SBA. A atividade hemolitica da SLS e 
inibida por lipoproteinas sericas e outros fosfolipidios simples. A semelhanga da SLO, a SLS e capaz de danificar as membranas 
das celulas polimorfonucleares, plaquetas e organelas subcelulares internas. 

Os estreptococos do grupo A tambem originam diversos produtos extracelulares, muitos dos quais desempenham papeis reais 
ou teoricos na virulencia desses microrganismos. As exotoxinas pirogenicas estreptococicas (SPE) (particularmente a SPE A e a 
SPE B) sao responsaveis pelo exantema da esclartina e tambem constituent os principais determinantes de virulencia na patogenese 
da sindrome semelhante ao choque toxico estreptococico. Foram descritas tres SPE imunologicamente distintas, designadas como 
SPE dos tipos A, B e C, e os genes que as codificam foram identificados e caracterizados. Os genes para as SPE A e C (speA e 
speC) sao codificados em um bacteriofago lisogenico estreptococico, enquanto o gene para a exotoxina tipo B ( speB ) e 
cromossdmico. O gene speB e encontrado em todos os estreptococos do grupo A, enquanto os outros dois genes podem ou nao 
estar presentes. A SPE B, o produto do gene speB, e, na realidade, uma enzima cisteina protease, que tem a capacidade de clivar a 
imunoglobulina humana, a fibronectina, a vitronectina e outras proteinas das celulas do hospedeiro, resultando na formagao de 
pequenos peptidios biologicamente ativos, incluindo a interleucina-1, a histamina e as cininas. 1109 A expressao da cisteina protease 
SPE B e de outros determinantes de virulencia e regulada pelo sistema do gene CovR/S, que medeia a resposta do estresse 
estreptococico e regula a repressao e desrepressao de importantes genes de virulencia. 87 ’ 2011 Apos colonizagao por estreptococos do 
grupo A, mutagoes nos genes CovR/S causam a suprarregulagao de varios fatores de virulencia, incluindo produgao de capsula e 
secregao de varios fatores de virulencia, como a serina protease SpyCEP recem-descrita. 1054 Este ultimo fator de virulencia medeia 
a clivagem de varias citocinas (p. ex., interleucina 8), possibilitando a disseminagao dos microrganismos nos tecidos moles e nas 
vias respiratorias in v/vo. 584 As exotoxinas pirogenicas, como a SPE A e a SPE C, nao apenas induzem febre, como o proprio nome 
sugere, mas tambem atuam como superantigenos. Os superanti'genos sao moleculas que tem a capacidade de induzir a proliferagao 
dos linfocitos T do hospedeiro, independentemente de sua especificidade antigenica, por meio da ligagao a moleculas do complexo 
principal de histocompatibilidade (MF1C; do ingles, major histocompatibility complex) da classe II. 357 A ativagao das celulas T por 
superantigenos resulta na liberagao maciga de citocinas por monocitos e linfocitos humanos (p. ex., fator de necrose tumoral a 
[TNFa], interleucina 1(3, interleucina-2, interferona-y). 357,414,415 Essas citocinas ativam as cascatas do complemento, da coagulagao 
e da fibrinolise e provocam extrasavamento dos capilares, com consequente hipotensao e choque, que constituent as manifestagdes 
mais graves da sindrome do choque toxico estreptococico. Os superantigenos tambem potencializam a resposta do hospedeiro a 
diminutas quantidades de endotoxina gram-negativa por um fator de mais de 100.000 vezes e exercem efeitos toxicos diretos sobre 
as celulas endoteliais que revestem os capilares. As SPE possuem pesos moleculares de cerca de 25 a 28 kDa e content locais de 
ligagao do receptor de celulas T e do MHC da classe II, alem de um local de ligagao do zinco, que atua ao mediar a ligagao das 



moleculas de classe II a exotoxina. Com o sequenciamento completo de varios genomas de estreptococos do grupo A, foram 
descritos pelo menos 11 superantigenos estreptococicos, que incluem SPE A, SPE C, SPE G, SPE H, SPE I, SPE J, SPE K, SPE L, 
SPE M, SSA (superantigeno estreptococico) e o SMEZ polimorflco. 357 A produgao de superantigenos varia entre cepas 
estreptococicas pertencentes a diferentes tipos M ou emm. Alem dos estreptococos do grupo A, varios genes de superantigenos 
estreptococicos (p. ex., ssa, speM, smeZ) tambem sao encontrados em alguns estreptococos beta-hemoliticos dos grupos C e G (S. 
dysgalactiae subesp. equisimilis e S. canis ). 489 

Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo A tambem originam varios outros produtos que contribuem para a virulencia. 
Conforme ja assinalado, a SPE B e, na realidade, uma C5a peptidase, que esta ligada a superficie celular. Essa molecula contribui 
para a doenga, em virtude de sua atividade de peptidase, mais do que por ser um superantigeno. A C5a peptidase inativa C5a, o 
componente do complemento quimiotatico, limitando, assim, o recrutamento e a quimiotaxia dos leucocitos polimorfonucleares. 
Essa peptidase tambem cliva imunoglobulinas, fibronectina, vitronectina e outras proteinas, com produgao de peptidios 
biologicamente ativos (p. ex., histamina, cininas). 1109 Esses microrganismos tambem produzem quatro desoxirribonucleases 
distintas do ponto de vista tanto imunologico quanto eletroforetico, designadas como DNase, A, B, C e D. Os anticorpos contra a 
DNase B (anti-DNase B) sao liteis, juntamente com os titulos de ASLO, para a documentagao sorologica de infecgoes previas da 
faringe ou da pele por estreptococos do grupo A. a hialuronidase produzida por estreptococos do grupo A despolariza a substancia 
fundamental do tecido conjuntivo, resultando em disseminagao contigua do microrganismo. As estreptoquinases, que sao 
produzidas por estreptococos do grupo A, hidrolisam coagulos de fibrina e podem atuar na virulencia ao impedir a formagao de 
barreiras de fibrina na periferia das lesSes estreptococicas em disseminagao. A contribuigao dessas enzimas e toxinas para a 
infecgao e incerta. Muitos desses fatores tambem sao produzidos por outros estreptococos beta-hemoliticos. 

Espectro cli'nico da doenga estreptococica do grupo A 

O ser humano e o reservatorio natural dos estreptococos beta-hemoliticos do grupo A, e o microrganismo e transmitido de pessoa 
para pessoa por via respiratoria. A infecgao mais comum causada pelos estreptococos do grupo A e a faringite 
estreptococica. 929,1120 Os estreptococos do grupo A sao responsaveis por 5 a 15% dos casos de faringite em adultos e por 20 a 30% 
dos casos em criangas. A maioria dos casos de faringite e observada em criangas em idade escolar (5 a 15 anos de idade), durante o 
invemo ou na primavera. Depois de um periodo de incubagao inicial de 2 a 4 dias, o inicio e geralmente abrupto, com febre, 
faringite, cefaleia, mal-estar e dor abdominal. A parte posterior da faringe esta geralmente inflamada e intumescida, e pode-se 
observar a presenga de um exsudato branco-acinzentado sobre as tonsilas. Os linfonodos cervicais anteriores estao geralmente 
hipersensiveis e intumescidos. A presenga de rinorreia, rouquidao, tosse ou diarreia descarta a possibilidade de infecgao por 
estreptococos do grupo A, sugerindo uma etiologia viral ou por micoplasma. As infecgoes por cepas que elaboram exotoxinas 
pirogenicas A, B ou C tambem podem causar um exantema escarlatiniforme ( i. e., escarlatina classica). As complicagoes da 
faringite causada por estreptococos do grupo A podem ser supurativas ( i. e., abscesso peritonsilar, abscesso retrofaringeo, adenite 
cervical supurativa, otite media, sinusite, mastoidite, bacteriemia), nao supurativas ( i. e., febre reumatica aguda e cronica, 
glomerulonefrite) ou mediadas por toxinas (sindrome estreptococica semelhante ao choque toxico). Na ausencia de complicagSes, a 
faringite estreptococica e autolimitada. Em geral, a febre desaparece em 3 a 5 dias, e a dor de garganta, em 7 a 10 dias, sem 
qualquer tratamento. Entretanto, o individuo geralmente procura tratamento (de modo ideal, deve-se realizar uma culture seguida 
de terapia antimicrobiana). Cerca de 10 a 15% dos individuos com faringite estreptococica podem tomar-se portadores 
assintomaticos dos microrganismos apos o tratamento. 90 As diretrizes para o tratamento sao publicadas pela Food and Drug 
Administration (FDA), pelo American College of Physicians, pelos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), pela 
American Heart Association (AHA) e pela Infectious Diseases Society of America (IDSA). 88,374,929,1120 As recomendagoes atuais 
para o tratamento da faringite estreptococica incluem penicilina V oral (criangas de < 27 kg, 250 mg 2 ou 3 vezes/dia; adolescentes 
e adultos com > 27 kg, 500 mg 2 ou 3 vezes/dia, durante 10 dias) ou penicilina G benzatina IM (criangas com < 27 kg, 600.000 
unidades IM; com peso > 27 kg, 1,2 milhao de unidades IM). 90,374 A amoxicilina (50 mg/kg 1 vez/dia, ate alcangar uma dose 
maxima de 1 g) tambem pode ser utilizada em lugar da penicilina V ou da penicilina benzatina. A eritromicina e o agente 
altemativo padrao para pacientes alergicos a penicilina; todavia, em grande parte devido aos efeitos colaterais gastrintestinais 
apresentados por alguns pacientes tratados com eritromicina, foram aprovados agentes altemativos (p. ex., clindamicina, 
azitromicina, cefalexina e cefadroxila). A clindamicina (7 mg/kg/dose VO, 2 vezes/dia, ate uma dose maxima de 300 mg/dose 
durante 10 dias) constitui um farmaco altemativo aprovado, e a FDA tambem aprovou um ciclo de 5 dias de azitromicina (12 
mg/kg VO, 1 vez/dia, ate a dose maxima de 500 mg, durante 5 dias) 1120 Os estreptococos beta-hemoliticos do gmpo A continuam 
sendo altamente sensiveis a penicilina G. 

As complicagSes “nao supurativas” das infecgoes causadas por estreptococos do grupo A incluem a febre reumatica aguda e a 
glomerulonefrite. A febre reumatica aguda (FRA) esta associada a faringite previa por estreptococos do gmpo A, enquanto a 
glomerulonefrite ocorre apos infecgoes previas da faringe ou da pele. A FRA e uma doenga multissistemica, caracterizada pelas 
manifestagSes principals de cardite, poliartrite, nodulos subcutaneos, eritema marginado e coreia. s ' , v ’ 4,1148 Em geral, o inicio e 
observado dentro de 2 a 5 semanas apos uma faringite estreptococica e habitualmente nao e causada por infecgoes cutaneas por 
estreptococos do grupo A. A patologia cardiaca envolve o endocardio, o miocardio, o pericardio e, com frequencia, a valva mitral. 
Clinicamente, o paciente apresenta sopros cardiacos caracteristicos, aumento cardiaco, insuficiencia cardiaca congestiva ou parada 
cardiaca irreversivel e morte. 61 ’ 8 A artrite associada a FRA e migratoria, acomete multiplas articulagSes e, em geral, regride de 


modo espontaneo. Nodulos subcutaneos indolores e firmes aparecem simultaneamente com a cardite e ocorrem ao redor das areas 
osseas das maos e dos pes. O eritema marginado aparece como erupgoes inflamadas, com bordas serpiginosas elevadas e areas 
centrais de palidez, que habitualmente aparecem no tronco, nos bragos e nas pemas. A coreia e uma condigao neurologica 
caracterizada por espasmos musculares, falta de coordenagao e fraqueza, que se desenvolve simultaneamente com o aparecimento 
da FRA ou dentro de varios meses. Em geral, os ataques de FRA duram 3 a 6 meses. Devido as multiplas manifestagbes clinicas da 
FRA, o diagnostico diferencial e diverso e inclui artrite reumatoide, lupus eritematoso sistemico (LES), doenga falciforme, rubeola, 
artrite septica, infecgao gonococica disseminada, doenga de Lyme, endocardite bacteriana e miocardite. Os achados laboratoriais da 
FRA consistem em elevagao da velocidade de hemossedimentagao e da protelna C reativa e sinais de infecgao estreptococica 
antecedente, conforme determinado por uma cultura positiva de material de garganta, teste de antigeno direto positivo para 
estreptococos do grupo A e/ou titulos elevados de ASLO, anti-DNase B e anti-hialuronidase. Todos os tres testes para anticorpos 
devem ser realizados se houver suspeita de FRA. A terapia para FRA consiste em analgesicos, salicilatos e corticosteroides para o 
tratamento da febre e da inflamagao, alem de terapia de suporte para prevengao da insuficiencia cardiaca. 

A glomerulonefrite aguda (GNA) esta associada a lesoes glomerulares, hipertensao, hematuria e proteinuria. As lesoes 
glomerulares contem depositos do componente C3 do complemento, properdina e imunoglobulina, e esses depositos podem ser 
demonstrados por tecnicas de imunofluorescencia. A glomerulonefrite pode ocorrer dentro de apenas 10 dias apos a faringite ou 
dentro de 3 a 6 semanas apos infecgbes cutaneas. As manifestagbes da doenga consistem em mal-estar, fraqueza, anorexia, cefaleia, 
edema e congestao circulatoria, evidenciada por hipertensao e encefalopatia. Os achados laboratoriais pertinentes consistem em 
anemia, elevagao da velocidade de hemossedimentagao, diminuigao do componente C3 e do complemento total, hematuria e 
proteinuria. O exame de urina habitualmente revela a presenga de eritrocitos, leucocitos e cilindros. A infecgao estreptococica 
previa pode ser demonstrada pelo isolamento dos microrganismos em material de garganta ou de lesoes cutaneas, ou pela elevagao 
dos anticorpos antiestreptococicos. Os ensaios para anti-DNase B e anti-hialuronidase devem ser realizados, visto que os titulos de 
anticorpos ASLO nao estao confiavelmente elevados apos infecgbes cutaneas. 

O mecanismo pelo qual os estreptococos do grupo A induzem FRA e GNA nao esta bem esclarecido, porem as teorias 
prevalecentes sao as de que a infecgao estreptococica resulta na produgao de anticorpos dirigidos contra varios componentes 
estreptococicos (p. ex., material capsular, antigenos de carboidrato e proteina da parede celular, antigenos da membrana celular), 
que exibem reagao cruzada com epitopos antigenicos dos tecidos cardiacos, incluindo tecidos miocardico, endocardico e valvar, 
sarcolema do miocardio, musculo esqueletico e articulagoes. 405 Estudos realizados com anticorpos monoclonais demonstraram que 
determinados antigenos de proteina M dos estreptococos e antigenos de carboidratos dos estreptococos do grupo A (p. ex., A-acetil- 
(3-D-glicosamina) exibem reagao cruzada com a miosina cardiaca e varias outras proteinas (p. ex., tropomiosina, vimentina) 
encontradas no musculo cardiaco e no tecido das valvas cardiacas. 253,334,405,663 Nesse modelo, os anticorpos produzidos durante a 
faringite estreptococica aguda ligam-se subsequentemente a esses epitopos de reagao cruzada, ativando a cascata do complemento e 
resultando em lesao imunologicamente mediada do musculo cardiaco e tecidos adjacentes e no desenvolvimento de FRA. 665 Os 
estreptococos beta-hemoliticos do grupo A que sao responsaveis pela FRA sao habitualmente ricos em proteina M, e os tipos M, 
como Ml, M3, M5, M16, M18, M19, M24 e alguns outros, sao conhecidos como “reumatogenicos”; esses tipos exibem uma 
capacidade aumentada de provocar sequelas nao supurativas. Os isolados com esses tipos M exibem morfologia de colonias 
mucoides, sao habitualmente OF-negativos, estao associados a faringite e desencadeiam uma forte resposta imune especifica do 
tipo. Esses tipos M compartilham determinantes antigenicos com o musculo cardiaco, proteinas de membrana do sarcolema e 
membranas sinoviais. Acredita-se que o mecanismo semelhante possa operar na patogenese da glomerulonefrite pos- 
estreptococica. Os anticorpos induzidos por varios antigenos nao proteina M de estreptococos do grupo A “nefritogenicos” (p. ex., 
endostreptosina citoplasmatica, “proteina associada a cepa da nefrite” [NSAP; do ingles, nephritis strain-associated protein ] 
extracelular, exotoxina pirogenica estreptococica B [speB] ) podem reagir com os tecidos renais, produzindo lesao glomerular. 305,868 
De modo semelhante, algumas cepas de estreptococos do grupo A foram consideradas “nefritogenicas” (/. e., tipos M: M-2, M-49, 
M-55, M-57, M-59, M-60 e M-61) e tern sido associadas desproporcionalmente a glomerulonefrite apos infecgbes cutaneas, 
enquanto outras (i. e., M-l, M-4, M-12 e M-25) tem sido associadas a glomerulonefrite apos a ocorrencia de infecgao faringea. A 
patologia glomerular pode ser resultado do deposito de imunocomplexos pre-formados contendo antigenos estreptococicos e 
anticorpos do hospedeiro, ou da ligagao de produtos estreptococico ao glomerulo, com ligagao subsequente dos anticorpos, 
produzindo imunocomplexos. Evidencias recentes sugerem que a ocorrencia de faringite causada por estreptococos do grupo A 
nem sempre e necessaria para o desenvolvimento da FRA, e que as infecgbes cutaneas (pioderma e impetigo, ver adiante) tambem 
podem desempenhar um papel antecedente. 6 , ‘ , ' 8IIS As areas do mundo com as maiores taxas de prevalencia de FRA (e de GNA) sao 
as regioes tropicais (/. e., Australia, Fiji, llhas Samoa no Pacifico) que tambem apresentam as taxas mais altas de prevalencia de 
impetigo por estreptococos do grupo A e baixas taxas de faringite. Durante os anos de 2001 a 2005, quando a prevalencia da FRA 
em australianos nativos foi de 254 por 100.000, 80% dos casos de impetigo e pioderma foram causados por estreptococos do grupo 
A, enquanto a taxa de infecgao faringea permaneceu baixa (3,7%) durante o mesmo periodo. 136,700 

Alem da faringite, os estreptococos beta-hemoliticos do grupo A causam uma variedade de infecgbes cutaneas, sepse puerperal 
e infecgbes pos-parto. Em geral, o impetigo e observado em criangas em constitui a infecgao cutanea mais comum nessa faixa 
etaria no mundo inteiro, particulannente nos paises em desenvolvimento com clima tropical. 7< ’- 89 O pioderma ocorre habitualmente 
em criangas de 2 a 15 anos de idade, com incidencia maxima na faixa etaria de 2 a 5 anos. Essa infecgao cutanea caracteriza-se pelo 
desenvolvimento de papulas, que se transfonnam em lesoes vesiculares, as quais evoluem para pustulas. Essas pustulas sofrem 



ruptura no decorrer dos proximos 5 a 7 dias, formando crostas espessas. Essas lesoes sao habitualmente observadas nos membros 
inferiores e tambem podem ser causadas por outros patogenos, como Staphylococcus aureus. Curiosamente, os tipos de cepas emm 
que causam piodenna sao distintos das cepas causadoras de faringite. Conforme assinalado anteriormente, a infecpao cutanea por 
cepas nefritogenicas de estreptococos do grupo A pode resultar no desenvolvimento de glomerulonefrite pos-estreptococica. Em 
pacientes com pioderma, o titulo de ASLO pode nao estar elevado, porem os titulos de DNase B estarao elevados. A erisipela e 
uma infecpao aguda associada ao comprometimento dos tecidos moles e linfaticos cutaneos, resultando em evidencias sistemicas 
de infecpao (/. e., febre) (Prancha 13.1 A). 14 ' 1 As lesoes aparecem como areas de edema e eritema, que se disseminam rapidamente e 
apresentam uma borda elevada e bem demarcada. As lesoes da erisipela acometem, com frequencia, a face e os pacientes 
frequentemente apresentam faringite estreptococica que acompanha essas lesoes. 1 " 1 As lesoes da erisipela observadas em outros 
locals do corpo comepam como areas de vermelhidao e intumescimento, com rapida disseminapao e borda elevada e bem 
demarcada. As complicapoes da erisipela consistem em fasciite necrosante, formapao de abscessos e septicemia. 14 " Em geral, a 
celulite resulta de infecpao estreptococica de lesoes preexistentes, como feridas, queimaduras ou incisoes cirurgicas. Essa infecpao 
manifesta-se como um processo inflamatorio disseminado, que pode acometer grandes areas da pele e dos tecidos subcutaneos, 
juntamente com febre, calafrios, linfangite e, em certas ocasioes, bacteriemia. A celulite e habitualmente observada em usuarios de 
drogas intravenosas e pode ser complicada por bacteriemia e outras sequelas (p. ex., osteomielite, infecpao de tecidos profundos, 
endocardite).'" 4 A sepse puerperal e observada em mulheres apos o parto (vaginal ou abdominal) ou aborto. 73 669 Os 
microrganismos que colonizam o trato genital ou provenientes da equipe obstetrica invadem o trato genital superior, causando 
endometrite, linfangite, bacteriemia, fasciite necrosante e sindrome do choque toxico estreptococico. 55,124,388 A infecpao do trato 
genital pode ser complicada por celulite pelvica, peritonite e formapao de abscesso. Foi tambem observada a transmissao intraparto 
de estreptococos do grupo A, resultando em doenpa grave e frequentemente fatal por estreptococos do grupo A no recem-nascido. 
As manifestapSes no recem-nascido incluem natimorto, septicemia, ictericia e celulite. A fasciite necrosante descreve uma 
infecpao dos tecidos subcutaneos profundos, que resulta em desvitalizapao progressiva e destruipao da fascia. 5 " 5,884 Essa infecpao 
manifesta-se algumas vezes na forma de eritema no local de traumatismo localizado ou cirurgia previa, ou por disseminapao 
hematogenica para os musculos subcutaneos e tecidos moles. A infecpao dissemina-se com muita rapidez, resultando na formapao 
de lesoes bolhosas cutaneas contendo liquido sorossanguinolento. Os tecidos tornam-se gangrenosos, com desprendimento dos 
tecidos desvitalizados e extensa necrose do tecido subcutaneo. Ocorre disseminapao ao longo dos pianos fasciais, acometendo os 
tecidos moles e musculos adjacentes. Os exames de imagem, como a RM, podem ajudar a definir a extensao do comprometimento 
tecidual antes da manifestapao clinica da necrose. Apesar da cobertura antimicrobiana adequada e do desbridamento cirurgico dos 
tecidos desvitalizados, as taxas de mortalidade podem alcanpar 30 a 60%, e pode ocorrer morte tao rapidamente quanto dentro de 
48 horas apos o aparecimento dos sinais e sintomas. Os pacientes com comprometimento muscular extenso podem apresentar taxas 
de mortalidade elevadas, de 80 a 100%. Sao necessarias intervenpoes clinicas e cirurgicas agressivas, de modo a conseguir salvar a 
vida de muitos pacientes. 

A sindrome do choque toxico (SCT) estreptococica apareceu pela primeira vez nos EUA no final da decada de 1980 e, 
atualmente, constitui uma entidade clinica bem reconhecida, associada a estreptococos beta-hemoliticos do grupo A. 967-969 A taxa 
de ataque foi estimada em aproximadamente 3,5 casos por 100.000 habitantes nos EUA, com taxas mais elevadas entre individuos 
muito jovens (5,3 casos por 100.000) e idosos (9,4 casos por 100.000). 785,968 Os pacientes que adquirem infecpoes invasivas por 
estreptococos do grupo A frequentemente apresentam doenpas comorbidas, particulannente diabetes melito, insuficiencia cardiaca 
congestiva, neoplasias malignas e imunossupressao. 68 Alguns pacientes apresentam um prodromo tipo viral de febre, calafrios e 
mialgias. A diarreia e os vomitos tambem podem constituir uma caracteristica proeminente. A infecpao dos tecidos moles, indicada 
pela presenpa de edema, hipersensibilidade, eritema e/ou dor, pode ser evidente se a infecpao primaria for cutanea; entretanto, a 
infecpao pode nao ser evidente em ate 50% dos casos e ja pode ter evoluido para a celulite grave ou fasciite necrosante por ocasiao 
em que o paciente procura servipos de emergencia. 969 Esses individuos podem desenvolver varias complicapdes graves e 
manifestapdes da doenpa, incluindo miocardite, hepatite, peritonite, artrite septica, endoftalmite, sepse puerperal, meningite e 
toxemia macipa. 148,567 ' 785,1029 Os sintomas pulmonares consistem em cianose, taquipneia e insuficiencia respiratoria. Em mais de 
80% dos pacientes, ocorre comprometimento renal, que frequentemente persiste apesar do tratamento agressivo com antibioticos e 
liquidos intravenosos. A doenpa caracteriza-se pelo inicio subito de choque macipo e falencia de orgaos. Os pacientes tomam-se 
hipotensos, com pouca ou nenhuma resposta a administrapao de albumina e eletrolitos. Verifica-se o desenvolvimento de sindrome 
do desconforto respiratorio agudo em mais da metade dos pacientes, exigindo intubapao e ventilapao mecanica. Nas infecpoes 
fulminantes e, em ultima analise, fatais, pode-se observar a ocorrencia da sindrome de Waterhouse-Friderichsen e coagulapao 
intravascular disseminada. 535 Quase 80% desses pacientes apresentam bacteriemia por estreptococos do grupo A, e o 
microrganismo tambem pode ser isolado de amostras cirurgicas, tecidos, liquido peritoneal, liquido pleural e, raramente, LCR. Na 
presenpa de infecpao de tecidos moles, podem ser necessarios procedimentos cirurgicos para remover os tecidos infectados, 
desvitalizados e necroticos. Tipicamente, essa sindrome resulta em choque e falencia de multiplos sistemas de orgaos pouco depois 
do aparecimento dos sintomas e pode apresentar uma taxa de mortalidade de 30% a > 80%. 62 O manejo desses casos exige 
quimioterapia antimicrobiana agressiva, restaurapao do volume e tratamento intensivo de suporte. Ate mesmo com essas 
intervenpoes, as taxas de casos fatais alcanpam 36 e 24% para a SCT estreptococica e para a fasciite necrosante, respectivamente. 785 

As SPE parecem desempenhar um importante papel na patogenese da SCT estreptococica. Em um estudo de 34 isolados de 
estreptococos do grupo A causadores de SCT, 74% eram do tipo M-l ou M-3, 53% produziram SPE A e 85% continham o gene 



speA, 100% apresentavam o gene que codifica a SPE B ( speB) e 21% continham o gene SPE C (speC). ' " Em um estudo de 
isolados de estreptococos causadores de SCT de nove estados, mais de 50% dos isolados pertencentes aos tipos M-l ou M-3 
continham o gene para SPE A. Foi constatado que a SPE A e outras exotoxinas pirogenicas sao superantlgenos capazes de induzir a 
liberagao de varias citocinas e linfocinas. Essas substancias desencadeiam e medeiam os eventos que promovem a disseminagao 
dos estreptococos e que precipitam o profundo comprometimento de multiplos sistemas de orgaos que caracteriza a sindrome. 843 
Recomenda-se a terapia de combinagao com penicilina e clindamicina. A clindamicina possui rnaior eficacia do que a penicilina, e 
esse farmaco e frequentemente usado para terapia, juntamente com altas doses de penicilina. 33 A clindamicina inibe a sintese de 
proteinas em nivel ribossomico e, portanto, tern a capacidade de inibir a sintese das exotoxinas pirogenicas de modo mais eficiente 
do que os agentes ativos contra a parede celular, como a penicilina e outros betalactamicos. A inibigao da sintese de proteinas 
tambem inibe a expressao das proteinas M e a sintese e exportagao de toxinas, incluindo SPE A, SPE B e enzimas (p. ex., DNase, 
SLO e SLS). 121,685,958 

Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo A causarn uma variedade de outras infecgoes, incluindo pneumonia, meningite, 
osteomielite, endocardite, peritonite e infecgSes hospitalares. Em geral, ocorre pneumonia causada por estreptococos do grupo A 
em hospedeiros debilitados com outras comorbidades, incluindo influenza ou outras infecgoes intercorrentes por virus respiratorios, 
doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), alcoolismo e doenga neoplasica. 36 A pneumonia tambem pode constituir parte da 
apresentagao clinica de doengas invasivas por estreptococos do grupo A, como a SCT estreptococica. Com frequencia, a 
pneumonia estreptococica manifesta-se na forma de inicio abrupto de febre, calafrios, mal-estar, dispneia e dor toracica. Em geral, 
as radiografias de torax revelam infiltrados basais com derrames pleurais. O diagnostico e habitualmente estabelecido por cultura 
de amostras de escarro, liquido pleural, liquido de empiema e/ou sangue. 731,874 O escarro e habitualmente purulento e exibe estrias 
de sangue. As complicagSes das infecgSes pulmonares causadas por estreptococos do grupo A incluem sepse, derrames pleurais, 
empiema, pneumotorax, pericardite, mediastinite, choque, cavitagao pulmonar, bronquiectasia, abscessos metastaticos e 
osteomielite. 36 A taxa de mortalidade pode alcangar 38%. 731 A osteomielite causada por estreptococos do grupo A e observada 
como complicagao da varicela em criangas; nos adultos, a osteomielite estreptococica ocorre habitualmente como complicagao de 
bacteriemia. 17 Ocorre meningite por estreptococos do grupo A em cerca de 2% de todos os pacientes com infecgao sistemica por 
estreptococos do grupo A, sendo responsavel por 0,2 a 1% de todos os casos de meningite. 327,814 Essa infecgao assemelha-se, na sua 
apresentagao, a outras meningites bacterianas agudas, com cefaleia, febre, rigidez de nuca e deficits neurologicos focais. Os 
pacientes com meningite apresentam habitualmente um foco de infecgao (p. ex., otite media), que resulta em bacteriemia, com 
invasao subsequente das meninges. 327 Em um revisao de 41 pacientes adultos com essa infecgao, 60% apresentaram uma historia 
de otite media, sinusite, pneumonia, traumatismo cranioencefalico recente, neurocirurgia recente ou presenga de dispositivo 
neurocirurgico. 1077 A endocardite causada por estreptococos do grupo A constitui uma infecgao rara, que e observada em lactentes, 
criangas e adultos. A endocardite pediatrica pode estar associada a bacteriemia e varicela. 721,1134 Nos adultos, a endocardite ocorre 
habitualmente em pacientes sem anonnalidades cardiacas antecedentes e esta associada a uma elevada taxa de complicagSes, 
incluindo embolia cerebral ou outra embolia sistemica, artrite, discite e osteomielite. Os estreptococos do grupo A tambem foram 
incluidos na lista crescente de outros microrganismos implicados na peritonite associada a dialise peritoneal ambulatorial continua 
(CAPD; do ingles, continuous ambulatory peritoneal dialysis ). 148 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo B (Streptococcus agalactiae) 

Fatores de virulencia 

Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo B ( S. agalactiae) (GBS; do ingles, group B b-hemolytic streptococci) contem um 
antigeno do grupo de Lancefield, um polissacaridio de superficie celular especifico do tipo e antigenos proteicos. O antigeno do 
grupo B e composto de um polimero de ramnose-glicosamina ligado a carnada de peptidoglicano. A especificidade de tipo e 
proporcionada pelo polissacaridio capsular e pelos antigenos proteicos. Os estreptococos do grupo B sao sempre encapsulados e 
pertencem a 1 dos 10 sorotipos capsulares reconhecidos. Os tipos capsulares sao compostos de glicose, galactose, N- 
acetilglicosamina e acido TV-acetilneuraminico (acido sialico); a especificidade de sorotipo e determinada por diferentes arranjos 
desses quatro componentes em cada um dos nove tipos capsulares. Os antigenos capsulares polissacaridicos sao designados 
como la, lb e II a IX. Nos EUA, os sorotipos predominantes sao la, lb, 111 e V. 495 . 946 Cerca de 4 a 7% dos isolados podem ser nao 
tipaveis. Os sorotipos de numeros mais baixos foram detectados com o uso de metodos de extragao de Lancefield, porem os 
sorotipos capsulares mais recentes foram delineados por meio da detecgao de genes especificos de sorotipos na regiao capsular do 
genoma dos estreptococos do grupo B. 201,576,852 Kong et al , 576 desenvolveram iniciadores e ensaios de sequenciamento baseados na 
PCR para os genes cps capsulares de todos os sorotipos, que apresentaram uma correlagao de 100% com as abordagens 
sorologicas. O antigeno proteico e designado por uma unica letra c, que existe em duas formas, designadas como ca- e c(3. Esse 
antigeno c e encontrado em todas as cepas lb (as cepas do tipo la carecem da proteina c), em 60% das cepas do tipo II e raramente 
nas cepas do tipo ill (nao foi examinado um numero suficiente de cepas dos sorotipos 1V-VI11 para a presenga do antigeno c). Por 
conseguinte, as designagSes do sorotipo para cepas contendo antigeno c sao expressas como ib/c e II/c. Foram tambem 
desenvolvidos a amplificagao e o sequenciamento dos genes para as proteinas de superficie celular ca (gene bca), semelhante a ca 
(genes alp2, alp3 e alp4), Rib (gene rib) e c(3 (gene bac) para maior subtipagem de isolados de estreptococos do grupo B. 376 A 
importancia de componentes capsulares dos estreptococos do grupo B como fatores de virulencia foi demonstrada por dados tanto 
in vivo quanto in vitro. Os anticorpos opsonizantes contra estreptococos do grupo B sao especificos de sorotipos, conforme 


demonstrado por estudos utilizando PMN e macrofagos, e a ausencia de anticorpos matemos contra esses antigenos especificos do 
tipo constitui um fator de risco reconhecido para o desenvolvimento de doenga causada por estreptococos do grupo B em recem- 
nascidos. 

A prevalencia dos varios sorotipos capsulares dos GBS varia com o decorrer do tempo e pode diferir de um local para outro. 
Antes da decada de 1990, as doengas por estreptococos do grupo B eram causadas, em sua maioria, pelos sorotipos la, lb, II, III; os 
sorotipos IV a VIII eram relativamente incomuns, e os isolados do sorotipo IX provavelmente estavam entre as cepas designadas 
como nao tipaveis. Do inlcio ate meados da decada de 1990, as cepas do sorotipo V comegaram a emergir, com aumento da 
porcentagem de isolados desse grupo de 2,6% em 1992 para 20% em 1994. 306 Estudos mais recentes conduzidos nos EUA indicam 
que a prevalencia dos sorotipos ainda varia amplamente de um local para outro; entretanto, na maioria das regioes, o sorotipo la e 
predominante (26,8% dos isolados) seguido dos sorotipos 111 (24,8%), V (14,97%), II (10,86%) e lb (8,12%). 495 Em algumas 
regioes dos EUA (p. ex., Ohio), o sorotipo V apareceu entre 2001-2002 e 2003, tomando-se o sorotipo predominante e 
representando 27% dos 349 isolados. 250,701 Na maioria das regioes da Europa, os sorotipos III, la, V e II respondem por 85 a 100% 
dos isolados. Durante a decada de 1990, os sorotipos VI e VIII apareceram como sorotipos predominantes no Japao, e, nesse pais, 
foi tambem relatada a ocorrencia de doenga de inicio precoce neonatal causada pelo sorotipo VIII. 588,688 Embora o sorotipo VIII 
ainda represente 3,16% dos isolados na Asia, em outras partes do mundo, ele constitui apenas 0,0 a 0,56% dos isolados). 
Atualmente, os sorotipos III, V, la e lb sao os sorotipos mais prevalentes na Asia. 495 Na Europa Oriental e no Oriente Medio, os 
sorotipos II, III, la e V predominam, e dados obtidos dos Emirados Arabes Unidos indicam que, pelo menos no final da decada de 
1990, os sorotipos IV e la responderam por 26% e 21% dos isolados, respectivamente. 28 Dados obtidos da Africa indicam que os 
sorotipos II e V representam 42 a 62% dos isolados de estreptococos do grupo B e 24 a 43% dos isolados de estreptococos do 
grupo B, respectivamente. 495,1 

As cepas do tipo 111 de estreptococos do grupo B representam 60% dos isolados de casos de sepse neonatal e mais de 80% dos 
isolados de lactentes com meningite, sugerindo que esse sorotipo de estreptococos do grupo B possua maior virulencia. O 
polissacaridio capsular tipo III e composto de um arcabougo estrutural repetitivo, constituido de galactose, glicose e N- 
acetilglicosamina, com cadeias laterais constituidas de galactose e um componente terminal de acido A-acetilneuraminico. O 
componente estrutural da capsula tipo 111, que parece estar associado a um aumento da virulencia, consiste na presenga de acido N- 
acetilneuraminico (acido sialico). A presenga dessa molecula na superficie do microrganismo inibe a ativagao da cascata da via 
altemativa do complemento e impede a fagocitose. Utilizando um modelo murino foi possivel observar que a remogao dos residuos 
de acido sialico com neuraminidase leva a ativagao do complemento, fagocitose e morte intracelular dos microrganismos e 
diminuigao da virulencia apos administragao intravenosa. 11 ’ A semelhanga dos estreptococos do grupo A, os estreptococos do 
grupo B tambem produzem C5a peptidase. C5a e um produto de clivagem do componente do complemento, que e produzido pelas 
celulas epiteliais alveolares; atua como elemento de atragao para as celulas inflamatorias e esta envolvido no processo de 
inflamagao pulmonar. C5a peptidase, produzida pelos estreptococos, cliva essa molecula e, portanto, interfere na quimiotaxia dos 
neutrofilos mediada por C5a." Essa peptidase liga-se tambem a fibronectina e atua como adesina e invasina bacterianas. 65,182 Essa 
enzirna ocorre em uma forma associada a celulas e tambem necessita da presenga da capsula de grupo B para sua atividade 
maxima. A opsonizagao dos estreptococos do grupo B pertencentes aos sorotipos la, lb, II, III e V com anticorpos anti-C5a 
peptidase resulta em aumento de sua destruigao por macrofagos e por celulas polimorfonucleares. 185 A C5a peptidase tambem e 
produzida por estreptococos beta-hemoliticos dos grupos A e G, e os genes que codificam a C5a peptidase nas cepas do grupo B 
( speB ) e do grupo A ( scpA ) demonstram uma homologia de sequencia de 98% entre si. A (3-hemolisina/citoIisina dos 
estreptococos do grupo B e uma hemolisina formadora de poros, que tem a capacidade de lisar celulas epiteliais alveolares e 
endoteliais pulmonares in vitro e que aumenta a capacidade do microrganismo de invadir celulas endoteliais, sugerindo um papel 
da hemolisina como fator de virulencia na infecgao pulmonar neonatal e sepse subsequente. 7 " 8 ' 769 O acido lipoteicoico tambem e 
encontrado nos estreptococos do grupo B e pode participar facilitando a aderencia como uma primeira etapa da infecgao. Varias 
proteinas de superficie celular (p. ex., antigenos c, R, BPS e Rib) tambem sao encontradas em varias combinagoes em diferentes 
sorotipos de estreptococos do grupo B. ' 12 O antigeno c, em particular, pode atuar mediando a internalizagao dos microrganismos 
dentro das celulas epiteliais cervicais humanas apos fixagao e protegendo tambem os microrganismos de sua destruigao intracelular 
apos a fagocitose. 98 Jones et al , 523 identificaram uma proteina de ligagao da penicilina de superficie celular (PBPla), que 
pennite as celulas estreptococicas resistir a destruigao intracelular por celulas fagociticas. Os estreptococos do grupo B tambem 
produzem uma acido hialuronico liase, que pode atuar ao disseminar a infecgao como resultado da degradagao do acido 
hialuronico na matriz extracelular; alem disso, pode atuar sobre o acido hialuronico presente em altas concentragoes nos tecidos 
placentarios e fetais e no liquido amniotico. A presenga do fator CAMP, de enzimas proteases e de varias nucleases tambem foi 
identificada em alguns estreptococos do grupo B, porem o papel dessas moleculas na patogenese da doenga permanece incerto. 

Espectro clinico da doenga causada por estreptococos do grupo B 

Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo B constituent uma importante causa de doenga nos periodos neonatal e perinatal. 7 " 7 
Nas mulheres, o microrganismo coloniza o trato gastrintestinal, que constitui a fonte para a colonizagao vaginal. Entre mulheres 
gravidas, observa-se a ocorrencia de colonizagao retovaginal de 10 a 37% dos casos; ate 60% das mulheres colonizadas sao 
portadoras intermitentes do microrganismo 423 ’ 855 ’ 1093 A colonizagao da vagina por estreptococos do grupo B e habitualmente 
assintomatica, porem surgiram relatos que documentam a ocorrencia de vaginite associada a colonizagao maciga e regressao dos 


sintomas vaginais com o tratamento. 4, ' 7 ' 4, ’ h A colonizagao vaginal pode ser transitoria, intermitente ou persistente. A colonizagao 
desencadeia uma resposta imune especifica de sorotipo, com aumentos cumulativos dos anticorpos com a idade; os niveis mais 
baixos de anticorpos observados an adolescentes do sexo feminino podem levar a um risco aumentado de doen9a por 
estreptococos do grupo B em lactentes nascidos dessas mulheres mais jovens. 1,(1 A presenga de estreptococos do grupo B no trato 
genital feminino por ocasiao do parto pode resultar em infecgao do recem-nascido. Entre os lactentes nascidos de maes colonizadas 
por estreptococos do grupo B, 30 a 70% apresentam colonizagao transitoria da pele e das mucosas por transmissao vertical a partir 
da mae colonizada in utero ou durante o parto; pode-se verificar o desenvolvimento de doenga sistemica em 1 a 4% desses 
lactentes. Entre os lactentes colonizados, pode ocorrer doenga em um a quatro lactentes por 1.000 nascimentos vivos. 303,1093 Alem 
disso, o recem-nascido pode ser colonizado por exposigao hospitalar ao microrganismo apos o nascimento. A doenga neonatal 
causada por estreptococos do grupo B segue dois padrSes, denominados doenga de inicio precoce e doenga de inicio tardio. 

Nos EUA, a doenga de inicio precoce por estreptococos do grupo B ocorre com uma incidencia de 0,7:1.000 a 3,7/1.000 
nascimentos vivos e esta associada a aquisigao do microrganismo in utero ou no periodo perinatal. 303 Essa incidencia e, 
provavelmente, uma subestimativa; em um estudo conduzido na Inglaterra sobre a doenga de inicio precoce, foi relatada uma 
incidencia de tres a quatro infecgoes por 1.000 nascimentos vivos, com base no numero de recem-nascidos que exigiram triagem 
para a possibilidade de sepse nas primeiras 72 horas de vida. 661 A incidencia da doenga de inicio precoce varia de um pais para 
outro e provavelmente reflete diferengas nas taxas de estado de portador do estreptococo do grupo B, suscetibilidade etnica/racial a 
infecgao, variagSes nos criterios diagnostics, diferengas de virulencia entre cepas estreptococicas e tipo/disponibilidade de 
cuidados pre-natais, natais e pos-natais. 70 ' O microrganismo e adquirido por infecgao ascendente in utero antes do parto, atraves 
das membranas fetais rompidas ou durante a passagem pelo canal do parto colonizado por estreptococos do grupo B. Embora uma 
proporgao consideravel desses lactentes (cerca de 50%) seja colonizada por estreptococos do grupo B, apenas 1 a 2% tomam-se 
infectados. 303 A colonizagao das mucosas e a aspiragao do liquido amniotico infectado introduzem os estreptococos dentro dos 
alveolos pulmonares do recem-nascido, onde aderem, se multiplicam e produzem varios fatores de virulencia (p. ex., 
polissacaridios capsulares, (3-hemolisina). Em seguida, as bacterias invadem as celulas endoteliais e epiteliais pulmonares, com 
consequente acesso a corrente sanguinea. 765-769 O inicio da doenga e observado nos primeiros 5 a 6 dias de vida; em mais da 
metade dos casos, os lactentes adoecem nas primeiras 12 a 20 horas apos o nascimento. O espectro da doenga inclui bacteriemia, 
pneumonia, meningite, choque septico e neutropenia. Embora mais de 50% dos casos ocorram em lactentes a termo, maior taxa de 
ataque e mortalidade estao associadas a lactentes prematuros. Os recem-nascidos prematuros correm um risco 3 a 30 vezes maior 
de desenvolver doenga de inicio precoce do que os lactentes a termo, e isso pode estar associado a imunidade imunologica relativa 
e obtengao incompleta de anticorpos maternos transplacentarios contra o polissacaridio capsular da cepa do grupo B infectante. A 
taxa de mortalidade da doenga de inicio precoce em lactentes a termo varia de 2 a 8%; sao observadas taxas mais altas de 
mortalidade em prematuros, que sao inversamente proporcionais ao peso do lactente ao nascimento. 1153 Os fatores maternos que 
aumentam o risco de infecgao de inicio precoce do recem-nascido incluem trabalho de parto prematuro, com nascimento antes de 
37 semanas, ruptura das membranas fetais com >18 horas antes do parto, corioamnionite matema, colonizagao vaginal maciga por 
estreptococos do grupo B, bacteriuria por estreptococos do grupo B e bacteriemia pos-parto. 156,303,707 Durante a decada de 1970, 
aproximadamente 50% dos lactentes que desenvolveram doenga de inicio precoce morreram de infecgao. Entre as criangas que 
sobrevivem a meningite causada por estreptococos do grupo B, cerca de 50% irao apresentar algum tipo de deficit neurologico e 
30% terao sequelas neurologicas graves. 1093 

Doenga de inicio tardio ocorre com uma incidencia de 0,5:1.000 a 1,8:1.000 nascimentos vivos. 30 ’ A doenga toma-se 
clinicamente evidente dentro de 7 dias a 3 meses (3 a 4 semanas, em media) apos o nascimento. Enquanto aproximadamente 
metade das infecgoes de inicio tardio e adquirida a partir do canal de parto de maes colonizadas, os casos remanescentes resultam 
da aquisigao pos-natal do microrganismo a partir da mae, de outros cuidadores ou do hospital; o leite materno tambem foi 
implicado como fonte do microrganismo. ,M ’ A bacteriemia constitui a apresentagao clinica predominante, e cerca de 25% desses 
lactentes tambem desenvolvem meningite por estreptococos do grupo B. 351,842 Um relato de um caso pediatric descreveu a 
apresentagao da doenga de inicio tardio na forma de fasciite necrosante da face e da coxa em um lactente prematuro de 5 meses de 
idade. 596 A taxa de mortalidade associada a doenga de inicio tardio e de aproximadamente de 10 a 15%. Ate 50% das criangas com 
meningite de inicio tardio irao apresentar complicagSes e sequelas neurologicas permanentes. 1093 A distribuigao dos sorotipos dos 
estreptococos do grupo B varia de acordo com a doenga de inicio precoce versus de inicio tardio/ 03 Entre os recem-nascidos com 
doenga de inicio precoce sem meningite, a distribuigao dos sorotipos esta igualmente dividida entre os tipos Ic, II e 111. Entre 
recem-nascidos infectados com meningite de modo semelhante, observa-se um predominio das cepas do sorotipo III. Por outro 
lado, a meningite causada por estreptococos do grupo B em adultos esta principalmente associada a microrganismos do sorotipo II. 

Prevengao da doenga por estreptococos do grupo B 

Em meados da decada de 1980, o maior conhecimento adquirido sobre as infecgSes causadas por estreptococos do grupo B e o 
reconhecimento dos sintomas em pacientes de alto risco levaram a melhora dos cuidados neonatais, com consequente redugao da 
taxa de casos fatais para cerca de 15%. Como os lactentes nascidos de maes com colonizagao maciga tem mais tendencia a 
desenvolver doenga de inicio precoce, e tendo em vista que os lactentes que adquirem um grande inoculo bacteriano durante o 
nascimento apresentam uma probabilidade significativamente aumentada de desenvolver doenga tanto de inicio precoce quanto de 
inicio tardio, a identificagao de maes colonizadas tomou-se um enfoque central nas estrategias de prevengao. Os pesquisadores 


averiguaram varias intervengoes com a finalidade de impedir a ocorrencia da doenga por estreptococos do grupo B, e os ensaios 
clinicos realizados demonstraram que a administragao intraparto de agentes antimicrobianos interrompia a transmissao dos 
estreptococos do grupo B da mae para o recem-nascido e tambem reduzia a incidencia de infecgoes de inicio precoce. 114 71,7 Essa 
abordagem permitiu a prevengao de aproximadamente 70 a 75% de casos de doenga de inicio precoce, porem nao teve nenhum 
efeito sobre o desenvolvimento da doenga de inicio tardio. Os fabricantes comegaram a desenvolver produtos para a rapida 
detecgao direta dos estreptococos do grupo B em amostras de swab vaginal, a semelhanga daqueles usados para a detecgao de 
estreptococos do grupo A em amostras de swab de garganta. Teoricamente, esses testes podem ser realizados no periodo pre-parto 
imediato, de modo a detectar o estado de colonizagao, e pode-se administrar uma quimioprofilaxia antimicrobiana antes e no 
decorrer do parto se o ensaio for positivo. Os testes comerciais rapidos para a detecgao direta de estreptococos do grupo B exibiram 
uma variagao significativa na sua sensibilidade (/. e., 11 a 88%), quando comparados com as tecnicas com caldo durante a noite e 
so identificaram as mulheres com colonizagao maciga. A validade da pressuposigao segundo a qual o risco de infecgao neonatal e 
maior nos lactentes nascidos de maes com colonizagao maciga foi contestada por estudos clinicos. Em uma avaliagao de um kit de 
imunoensaio enzimatico (IEE) rapido, Towers eta/. 10 ’ relataram o desenvolvimento de doenga de inicio precoce fatal em dois de 
nove lactentes nascidos de maes com colonizagao leve e resultados negativos do IEE rapido. Em outro estudo de um metodo rapido 
para a detecgao de colonizagao por estreptococos do grupo B, Morales e Lim relataram que, entre 37 mulheres com colonizagao 
leve e testes de triagem rapidos negativos, seis deram a luz recem-nascidos com sepse de inicio precoce. 26 O momenta em que se 
deve realizar o teste pre-parto para verificar a colonizagao por estreptococos do grupo B tambem representa um fator, visto que 60 
a 70% das mulheres com culturas vaginais positivas no segundo trimestre de gravidez estarao colonizadas a termo, enquanto ate 
30% das mulheres com culturas negativas durante o segundo trimestre terao uma cultura positiva por ocasiao do parto. Por 
conseguinte, o desenvolvimento de metodos para a detecgao rapida, sensivel e especifica de colonizagao por estreptococos do 
grupo B em mulheres proximo ao parto ou no momento do parto passou a constituir um objetivo central da pesquisa clinica e 
microbiologica. 

Em 1996, os CDC, juntamente com a American Academy of Pediatrics (AAP) e o American College of Obstetrics and 
Gynecology (ACOG), publicaram recomendagSes de consenso para uma estrategia de prevengao contra a doenga causada por 
estreptococos do grupo B. 151,1093 Essas diretrizes recomendavam que os obstetras adotassem uma estrategia baseada nos resultados 
de cultura ou nos fatores de risco para a prevengao da doenga de inicio precoce por estreptococos do grupo B. A implementagao 
subsequente e a adesao a essas diretrizes levaram a um declinio significativo na incidencia de doenga neonatal de inicio precoce por 
estreptococos do grupo A. Um componente critico dessas diretrizes consiste no uso de profilaxia antimicrobiana matema durante o 
trabalho de parto e o parto. Essa abordagem levou a uma preocupagao quanto aos efeitos adversos do uso aumentado de 
antibioticos e aumento do risco de reagSes anafilaticas a penicilina, o farmaco de escolha para quimioprofilaxia. Outra preocupagao 
tern sido a emergencia potencial de resistencia dos estreptococos do grupo B a agentes antimicrobianos. Ate o momento, nao foi 
isolada nenhuma cepa de estreptococos do grupo B resistente a penicilina, embora a resistencia a clindamicina e a eritromicina 
tenha se tornado relativamente comum. Uma terceira preocupagao foi a de que a administragao aumentada de penicilina no periodo 
neonatal possa exercer uma pressao seletiva suficiente para resultar no desenvolvimento de infecgoes neonatais causadas por 
microrganismos resistentes a penicilina, como E. coli, que constitui o segundo agente mais comum de sepse no periodo neonatal. 
Esse cenario nao foi observado ate hoje, e sera necessaria uma vigilancia continua para detectar e impedir a ocorrencia dessa 
possibilidade. Em 2002, o Committee on Obstetrical Practice publicou um relatario apoiando o uso de estrategias de prevengao 
baseadas na realizagao de culturas a partir dos dados da rede do Active Bacterial Core Surveillance/Emerging Infections Program, 
sugerindo que a abordagem baseada em culturas era superior aquela baseada em fatores de risco. 26 Novas diretrizes foram 
publicadas pelos CDC, em 2002, substituindo as diretrizes de 1996 e recomendando uma triagem pre-natal universal baseada na 
realizagao de culturas para a colonizagao vaginal e retal de todas as mulheres gravidas com 35 a 37 semanas de gestagao. 156 O 
protocolo de cultura recomendado pelos CDC, pelo ACOG e pela FDA envolve a coleta de amostras de swabs vaginais e retais 
com 35 a 37 semanas de gestagao, seguidas de enriquecimento para crescimento de 18 a 24 horas, subcultura para SBA e 
identificagao de estreptococos do grupo B por metodos fenotipicos (p. ex., teste CAMP, hidrolise do hipurato, API® RapidStrep), 
sorologicos (/. e., sorogrupagem por coaglutinagao ou aglutinagao com latex) ou hibridizagao quimioluminescente (i. e., Gen-Probe 
Accuprobe®). Todo o procedimento de triagem pode levar 2 a 3 dias. 

Em 2010, os CDC atualizaram e procederam a uma revisao das diretrizes para a prevengao de doenga causada por estreptococos 
do grupo B (Boxe 13.3). 27,157 A triagem para estreptococos do grupo B ainda e recomendada com 35 a 37 semanas de gestagao. 
Amostras de swabs retovaginais sao coletadas do tergo inferior da vagina e do canal anal (um unico swab para a vagina, em seguida 
para o canal anal, ou um swab obtido em cada local). O swab ou swabs sao colocados em caldo LIM Trans-Vag (caldo Todd-Hewitt 
com 10 pg/m£ de acido nalidixico, 15 pg/mf de colistina e 10 mg/m C de extrato de levedura) ou caldo cromogenico (p. ex., Carrott 
Broth 8 , Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA) e incubado durante 18 a 24 horas. No documento de 2010, as opgSes para a 
identificagao de estreptococos do grupo B foram ampliadas para incluir o uso do meio cromogenico e dos testes de amplificagao de 
acido nucleico (NAAT; do ingles, nucleic acid amplification test) realizados no caldo de enriquecimento Lim ou Trans-Vag para a 
detecgao de estreptococos do grupo B, alem da sonda de DNA ou a aglutinagao com latex, como no documento anterior. As 
diretrizes anteriores tambem recomendavam que os laboratories identificassem e relatassem a presenga de estreptococos do grupo 
B em amostras de urina em qualquer concentragao, enquanto as diretrizes de 2010 esclareceram, exigindo a identificagao e o relato 
pelos laboratories de estreptococos do grupo B em amostras de urina, com contagens de colonias de > 10 4 UFC/mf de urina. 27 ’ 157 



Nao se recomenda o uso de NAAT diretamente em amostras retovaginais; entretanto, nos contextos em que se dispoe de NAAT, 
pode-se realizar um teste NAAT intraparto quando o estado de colonizagao da paciente nao e conhecido, quando nao ha nenhum 
fator de risco intraparto e quando a paciente esta a termo. 157 Nas diretrizes de 2010, a penicilina continua sendo o farmaco de 
escolha, enquanto a ampicilina e um farmaco altemativo e a cefazolina continua sendo o farmaco de escolha para pacientes 
alergicos a penicilina se houver duvida quanto a presenga de alergia (/'. e., ausencia de urticaria, angioedema ou desconforto 
respiratorio). Os isolados de estreptococos do grupo B de mulheres com alto risco de anafilaxia causada por penicilina devem ser 
testados quanto a sua sensibilidade a clindamicina, eritromicina e vancomicina. A eritromicina nao e mais recomendada para 
tratamento, e realiza-se um teste, juntamente com o teste da zona D, para determinar resistencia a clindamicina induzivel em 
isolados resistentes a eritromicina. Foi relatada a ocorrencia de infecgao de inicio precoce por estreptococos do grupo B em recem- 
nascidos, devido a isolados resistentes a clindamicina. 93 Ate mesmo com a realizagao de uma triagem entre 35 e 37 semanas de 
gestagao, ate 6% das mulheres colonizadas por estreptococos do grupo B nao sao detectadas nessa ocasiao (valor preditivo de um 
teste negativo de 94%). 1,1 11 A prevengao da doenga causada por estreptococos do grupo B em recem-nascidos e uma realidade 
pratica. Em nivel global, apenas cinco sorotipos do grupo B (/. e., la, lb, II, III e V) sao responsaveis por mais de 95% dos casos de 
doenga em lactentes com menos de 3 meses de idade, e uma vacina conjugada dirigida contra esses sorotipos concebivelmente 
poderia evitar a infecgao. 302,495,906 Essa vacina deveria ser administrada a mulheres gravidas e tambem poderia reduzir 
potencialmente outras condigoes associadas a estreptococos do grupo B (/. e., doenga de inicio tardio, parto prematuro, infecgoes 
intra-amniotica, sepse puerperal e bacteriemia peri/pos-parto). 4,7 No momento atual, varias vacinas contra estreptococos do grupo 
B estao em fase de ensaios clinicos, e talvez em breve, a doenga do recem-nascido causada por estreptococos do grupo B venha 
seguir os passos do Haemophilus influenzae tipo b em recem-nascidos. 278,906 

Outras infecgoes causadas por estreptococos do grupo B 

Os estreptococos do grupo B estao associados a cerca de 20% dos casos de endometrite pos-parto, 25% das bacteriemias apos 
cesariana e 25 a 30% dos casos de bacteriuria assintomatica durante e apos a gestagao, bem como a uma variedade de outras 
infecgoes em mulheres adultas nao gravidas. 164,458,687,689 Com o declinio da doenga neonatal por estreptococos do grupo B, mais de 
dois tergos das infecgoes ocorrem atualmente em adultos e nao estao associadas a gravidez. Os adultos com doenga causada por 
estreptococos do grupo B habitualmente apresentam uma doenga subjacente significativa, incluindo diabetes melito, cirrose 
hepatica, acidente vascular encefalico, neoplasia ou anormalidades do trato urinario. 536,979 As infecgoes da pele e dos tecidos moles 
constituent as entidades clinicas mais comuns associadas a estreptococos do grupo B invasivos e incluem celulite, erisipela, 
abscessos, ulceras de decubito infectadas e infecgoes de feridas invasivas apos procedimentos cirurgicos. 45,718,914 Com frequencia, a 
celulite e outras infecgoes cutaneas constituent manifestagoes de bacteriemia tanto em adultos quanto em criangas. 718,952 Os 
estreptococos do grupo B tambem podem causar fasciite necrosante e SCT estreptococica, que se assemelham clinicamente as 
condigoes causadas por estreptococos do grupo A. Ate 1998, foram relatados apenas quatro casos de fasciite necrosante por 
estreptococos do grupo B; todavia, desde entao, Gardam et al:' ( ' l> descreveram tres casos de fasciite necrosante causada por 
estreptococos do grupo B em adultos, que ocorreram em Quebec e Ontario no decorrer de um periodo de 10 meses. Nesse relato, 
todos os tres pacientes apresentavam imunocomprometimento (/. e., leucemia linfocitica cronica, diabetes melito tipo 2, 
alcoolismo). Esses pacientes foram tratados com multiplos agentes antimicrobianos, e houve necessidade de amplo desbridamento 
excisional do tecido desvitalizado (incluindo uma amputagao abaixo do joelho), com um caso fatal. Subsequentemente, apareceram 
varios relatos descrevendo a ocorrencia de fasciite necrosante e de sindrome do choque toxico por estreptococos do grupo A tanto 
em lactentes quanto em adultos, incluindo tres casos fatais de fasciite necrosante invasiva por sorotipo VI e choque toxico no 
Japao. 251,570,596,689 Em um caso pediatrico, houve desenvolvimento de fasciite necrosante em um lactente prematuro de 5 meses de 
idade como manifestagao de doenga de inicio tardio. 596 Foi relatada a ocorrencia de sindrome do choque toxico, lembrando aquela 
causada por Staphylococcus aureus e por estreptococos do grupo A, em adultos imunocomprometidos. Os pacientes sao 
habitualmente mulheres de mais de 50 anos de idade, que apresentam diabetes melito, neoplasias malignas hematologicas, doenga 
hepatica e/ou cardiaca ou esplenectomia como doenga de base; foi tambem relatada a ocorrencia de sindrome do choque toxico em 
pacientes sem imunocomprometimento. 66,171,914,9j5 No Japao, os isolados que causaram sindrome do choque toxico pertenciam a 
uma variedade de sorotipos (lb, III, V, VII) e exibiam diferentes padroes de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE; do 
ingles, pulsed-fieldgel electrophoresis).' 71 As cepas que causam essa sindrome semelhante ao choque toxico apresentam resistencia 
aumentada a fagocitose, devido a produgao aumentada de material capsular, e induzem niveis mais elevados de interleucina-8 do 
que os isolados de tipo silvestre. 914 Esse aspecto e de consideravel importancia, visto que existe uma associagao conhecida entre os 
niveis sericos de interleucina-8 e a gravidade da sepse. 1136 


Boxe 13.3 


Procedimentos para a coleta e o processamento de amostras retovaginais para detecgao perinatal de estreptococos do grupo B 26,27,156,157 
Procedimento para coleta de amostras clinicas para cultura de GBS com 35 a 37 semanas de gestagao 

• Swab da parte inferior da vagina (vestibulo da vagina), seguido do reto (/. e., introduzir o swab atraves do esfincter do anus), utilizando o mesmo swab ou dois swabs 
diferentes. A amostra para cultura deve ser obtida no ambiente ambulatorial pelo profissional de saude ou pela propria paciente, com instrugoes apropriadas. Nao se 
recomenda a realizagao de culturas do colo do utero, e nao se deve utilizar um especulo para a coleta de material para cultura 



• Colocar o swab ou os swabs em meio de transporte nao nutritivo. Dispoe-se no comercio de sistemas de transporte adequados (p. ex., Amies de Stuart sem carvao). 
Se os swabs vaginal e retal forem coletados separadamente, ambos podem ser colocados no mesmo recipiente de meio. Os meios de transporte mantem a 
viabilidade dos GBS por ate 4 dias em temperatura ambiente ou sob refrigeragao 

• Os rotulos das amostras devem identificar com dareza que as amostras sao para a realizagao de cultura de estreptococos do grupo B. Se for solicitado urn teste de 
sensibilidade para mulheres alergicas a penicilina, os rotulos da amostra tambem devem identificar a paciente como alergica a penicilina e devem especificar a 
realizagao de urn teste de sensibilidade para dindamicina se for isolado urn GBS. Os isolados devem ser testados quanto a resistencia induzivel a dindamicina (p. ex., 
teste da zona D, ver adiante). 

Procedimento para o processamento de amostras dinicas para cultura de GBS 

• Retirar o(s) swab( s) do meio de transporte. Semear o(s) swab( s) em meio de caldo seletivo recomendado, como o caldo de Todd-Hewitt suplementado com 
gentamicina (8 pg/mf’) e com acido nalidixico (15 pg/m£) ou com colistina (10 pg/mf’) e acido nalidixico (15 pg/mf’). Exemplos de op$oes apropriadas disponiveis 
no comercio induem o caldo Trans-Vag ou caldo LIM. A adi^ao de 5% de sangue de carneiro a esses meios pode aumentar o isolamento de GBS. 0 caldo de 
enriquecimento seletivo tambem pode conter substratos cromogenicos que irao produzir uma mudanga de cor na present de GBS beta-hemolitico (Carrot Broth", 
Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA); todavia, os isolados nao hemoliticos nao serao detectados nesse meio, de modo que e necessario realizar uma subcultura do 
caldo caso nao haja mudan^a de cor 94 

• Incubar o caldo seletivo inoculado durante 18 a 24 h a 35° a 37°C em ar atmosferico ou com 5% de C0 2 . Realizar subcultura do caldo em placa de SBA (p. ex., agar 
soja tripiticase com 5% de sangue desfibrinado de carneiro) 

• Examinar e identificar os microrganismos sugestivos de GBS (/. e., zona estreita de p-hemolise, cocos gram-positivos catalase-negativos). Deve-se assinalar que pode 
ser difi'cil observar a hemolise, de modo que as colonias tfpicas sem hemolise tambem devem ser testadas. Se nao for identificado nenhum GBS apos incuba^ao 
durante 18 a 24 h, reincubar e examinar dentro de 48 h para identificar os microrganismos suspeitos 

• Podem-se utilizar varios testes de latex para agrupamento de estreptococos ou outros testes para detecdo do antfgeno de GBS (p. ex., sonda genetica, NAAT) para 
identificado especi'fica, ou se pode utilizar o teste CAMP para identificado presuntiva. A sensibilidade dos NAAT para os GBS aumenta para 92,5 a 100% com o uso 
de uma etapa de enriquecimento antes de testar a amostra.’ 4,391,911 Dados de NAAT atualmente disponiveis nao apoiam o seu uso como substituto da cultura pre¬ 
natal. 0 tempo adicional necessario para o enriquecimento das amostras faz com que o teste intraparto nao seja viavel, e a sensibilidade dos NAAT na ausencia de 
enriquecimento nao e adequada, em comparado com a cultura. Esses testes podem ser valiosos para a circunstancia de uma mulher a termo com estado de 
colonizado desconhecido, sem outros fatores de risco. Foram desenvolvidos outros testes rapidos (p. ex., IEE) para a rapida detecdo dos GBS a partir de amostras 
sem enriquecimento; entretanto, esses testes nao sao sensiveis o suficiente quando usados diretamente em uma amostra para a detecdo segura de colonizado por 
estreptococos do grupo B no periodo intraparto (ver o texto). 

Procedimento para o teste de sensibilidade com discos de dindamicina e de eritromicina de isolados, quando solicitado para pacientes alergicas a 
penicilina 

• 0 CLSI recomenda o teste de difusao com discos ou de microdilui^ao em caldo para testar a sensibilidade dos GBS a antimicrobianos 

• Alem disso, podem-se utilizar sistemas comerciais que tenham sido liberados ou aprovados para testar outros estreptococos alem de 5. pneumoniae 

• Para garantir resultados acurados, os laboratories devem induir urn teste para deteqao de resistencia induzivel a dindamicina. 0 metodo de difusao com dois discos 
(teste de zona D) e recomendado para testar GBS resistentes a eritromicina e sensiveis a dindamicina. Outros testes validados para a detecdo de resistencia induzivel 
a dindamicina podem ser utilizados em lugar do teste da zona D 861,1004 

• Procedimento para o teste de difusao com discos/teste de zona D do CLSI 203 

• Utilizar urn swab de algodao para efetuar uma suspensao a partir do crescimento do microrganismo depois de 18 a 24 h em soluijao salina ou caldo de Mueller- 
Hinton e comparar com urn padrao de turva^ao de McFarland de 0,5 

• Dentro de 15 min apos ajuste da turva^ao, mergulhar urn swab de algodao esterilizado na suspensao ajustada. Deve-se girar o swab varias vezes e pressiona-lo 
firmemente contra a parede do tubo, acima do nivel do liquido. Utilizar o swab para semear toda a superfi'cie de uma placa SBA de Mueller-Hinton. Quando a 
placa estiver seca, utilizar uma pin^a esterilizada para colocar urn disco de dindamicina (2 pg) sobre metade da placa e urn disco de eritromicina (15 pg) a uma 
distancia de 12 mm para o teste de zona D 

• Incubar a 35°C em 5% de C0 2 durante 20 a 24 h 

• Medir o diametro da zona de inibigao utilizando uma regua ou compasso. Interpretar de acordo com as diretrizes do CLSI para o grupo de especies de 
Streptococcus beta-hemoliticas 203 

• Para difusao com discos 

• dindamicina: > 19 mm = sensivel, 16 a 18 mm = intermedia™ e < 15 mm = resistente 

• Eritromicina: > 21 mm = sensivel, 16 a 20 mm = intermedia™ e <15 mm = resistente 

• Para microdilui^aoem caldo 

• dindamicina: < 0,25 pg/mf! = sensivel, 0,5 pg/m^ = intermedia™, e > 1,0 pg/m£ = resistente 

• Eritromicina: < 0,25 pg/mf’ = sensivel, 0,5 pg/mf’ = intermedia™, e > 1,0 pg/m^ = resistente 

• 0s isolados com achatamento da zona de inibigao ao redor do disco de dindamicina adjacente ao disco de eritromicina (positivos para zona D) devem ser 
considerados como apresentando resistencia induzivel a dindamicina e, portanto, supostamente resistentes (podem ser usados outros testes validados para a 
detecdo de GBS com resistencia induzivel a dindamicina) 

• 0 seguinte comentario deve ser induido no relato da paciente para isolados que exibem resistencia induzivel a dindamicina 



• "Esse isolado e supostamente resistente com base na deteqao de resistencia induzivel a clindamicina. A clindamicina ainda pode ser clinicamente efetiva em 
alguns casos". 


Foram tambem descritos varios tipos de infecgoes osteoarticulares causadas por estreptococos do grupo B, incluindo artrite 
septica, osteomielite, espondilodiscite e infecgoes de protese de quadril e do espago articular. 199,244 ’ 466 ' 625,751 ’ 770,1041 As infecgoes de 
osso, articulagao e de proteses de osso e articulagao foram relatadas, em sua maior parte, em mulheres idosas nao gravidas com 
doengas subjacentes ou condigoes clinicas predisponentes cronicas (p. ex., diabetes melito, neoplasias malignas, doenga hepatica 
cronica). 244,625,1171 Em geral, a artrite piogenica afeta o joelho ou o ombro e e monoarticular em 68% dos casos, podendo-se 
documentar a presenga de bacteriemia em dois tergos dos pacientes. 77 " A artrite septica causada por estreptococos do grupo B 
manifesta-se habitualmente com febre e dor articular apos a bacteriemia ou concomitantemente. A terapia antimicrobiana com 
aspiragao ou a drenagem aberta das articulagSes infectadas e a retirada de proteses, quando presentes, sao necessarias para obter a 
cura. Pode ocorrer osteomielite como complicagao da celulite por disseminagao contigua, particularmente em associagao a ulceras 
de decubito, ou como resultado de disseminagao hepatogenica a partir de outro local de infecgao ou do trato gastrintestinal. Os 
estreptococos do grupo B tambem constituent uma causa de osteomielite em recem-nascidos, sendo a disseminagao hematogenica 
do osso a fonte do microrganismo; a osteomielite pode ocorrer como manifestagao incomum de doenga de inicio tardio por 
estreptococos do grupo B. 466 A espondilodiscite e a osteomielite vertebral constituent complicagSes da bacteriemia e ocorrem 
habitualmente em adultos. 199,751 

As infecgoes orbitarias e a endoftalmite causadas por estreptococos do grupo B constituent manifestagSes raras de infecgao e 
ocorrem tanto em lactentes quanto em adultos. Nos lactentes, a endoftalmite endogena constitui, em geral, uma complicagao de 
doenga bacteriemica de inicio tardio e ocorre habitualmente com meningite. 697,956,1151 A endoftalmite em adultos ocorre em 
individuos com doenga subjacente, e as complicagoes podem consistir em formagao de cataratas, perfuragao da esclera e 
neovascularizagao da camara anterior. 408,1151 A infecgao pode ser tao grave a ponto de exigir enucleagao do olho. 697 Nos adultos, a 
endoftalmite tambem foi relatada como complicagao da endocardite. 187 

A bacteriemia por estreptococos do grupo B pode ser complicada por endocardite e meningite. A endocardite constitui 
manifestagao rara da infecgao por estreptococos do grupo B. A endocardite acomete tanto homens quanto mulheres e pode ocorrer 
de modo agudo ou subagudo e responde por 2 a 18% dos casos de doenga invasiva por estreptococos do grupo B em adultos. 46 Os 
pacientes habitualmente apresentam condigoes predisponentes (diabetes melito, imunossupressao, transplante renal), e a infecgao 
pode acometer valvas cardiacas nativas ou proteses valvares. 46,813,886 Em geral, observa-se a presenga de anormalidades cardiacas 
preexistentes antes do inicio da doenga, e, uma vez estabelecida, aparecem habitualmente vegetagSes nas valvas, sendo a valva 
mitral mais comumente afetada. As vegetagoes nas valvas cardiacas sao frequentemente grandes, e ocorrem fenomenos embolicos 
em cerca de 50% dos casos. 886 As complicagoes causadas por fenomenos embolicos ou a rapida destruigao do tecido valvar podem 
exigir substituigao da valva. A taxa de mortalidade associada a endocardite por estreptococos do grupo B pode alcangar 40%; 
entretanto, se houver intervengao clinica/cirurgica combinada, a mortalidade diminui para cerca de 20%. Pode-se observar uma 
taxa de mortalidade de quase 90% nos casos de infecgao de proteses valvares. 813,886 A endocardite em recem-nascidos e lactentes 
ocorre raramente, porem assemelha-se aos casos de adultos, com extensa destruigao valvar e ocorrencia de fenomenos embolicos. 
A endocardite por estreptococos do grupo B foi diagnosticada em uma menina de 15 anos de idade apos aborto eletivo. 129 A 
meningite e rara, representa cerca de 4% dos casos de meningite bacteriana em adultos e, com mais frequencia, ocorre em mulheres 
pos-parto e adultos de idade mais avangada com doengas de base cronicas, como diabetes melito, cirrose, comprometimento 
neurologico, neuroplasia maligna, insuficiencia renal, doenga cardiovascular/pulmonar e infecgao pelo F11V. 4114 Foram tambem 
descritos casos de meningite por estreptococos do grupo B apos traumatismo cranioencefalico grave ou em associagao a rinorreia 
do liquido cefalorraquidiano (LCR). 1083 

Os estreptococos do grupo B tambem constituent uma causa de infecgoes do trato urinario (ITU). O espectro clinico das ITU 
causadas por estreptococos do grupo B inclui bacteriuria assintomatica, cistite, pielonefrite, uretrite e urossepse. 1063 Em geral, as 
ITU acometem mulheres com mais de 50 anos de idade sem doengae base, porem com historia pregressa de ITU. A bacteriuria por 
estreptococos do grupo B tambem tern sido associada a um desfecho adverso da gravidez, a taxas elevadas de trabalho de parto 
prematuro e ruptura prematura das membranas fetais. 29 Alern de constituir uma causa bem conhecida de ITU em mulheres 
gravidas, esse microrganismo tambem constitui uma causa de cistite e de pielonefrite em homens, mulheres nao gravidas e 
criangas. Cerca de 5% a mais de 20% das mulheres adultas nao gravidas com bacteriemia irao apresentar ITU por estreptococos do 
grupo B. 733 Os fatores de risco para ITU causada por estreptococos do grupo B incluem idade avangada, doenga de base 
(particularmente diabetes melito), presenga de cateter urinario de demora, ITU previas, anormalidades estruturais do trato urinario e 
outras condigoes comorbidas (p. ex., doenga prostatica). A pielonefrite e o abscesso renal constituent complicagoes potenciais de 
infecgao ascendente e de disseminagao hematogenica de estreptococos do grupo B. 450,537 

Sensibilidade dos estreptococos do grupo B a agentes antimicrobianos 

A semelhanga de Streptococcus do grupo A, os isolados de estreptococos do grupo B permanecem sensiveis a penicilina G, o 
farmaco de escolha para o tratamento de infecgSes e para quimioprofilaxia perinatal. 157,826 A ampicilina, a cefotaxima, a 
ceftriaxona, a cefazolina, a quinupristina-dalfopristina e o meropenem tambem sao altamente ativos, e a maioria das cepas 
apresenta CIM de < 0,06 pg/mf. 103,145,189 Isolados muito raros do Japao e dos EUA apresentam sensibilidade reduzida a penicilina, 



em virtude de uma mutagao pontual no gene pbp2x dos estreptococos do grupo B. 255,564,798 Esses isolados apresentam C1M para a 
penicilina que estao no limiar de sensibilidade (/. e., < 0,12 pg/mf para penicilina e < 0,25 pg/mf para a ampicilina). Esses isolados 
tambem exibem C1M elevada para a cefazolina (CIM, 1 pg/m^). No decorrer dos ultimos 15 a 20 anos, a resistencia aos 
macrolidios e a clindamicina entre estreptococos do grupo B aumentou de menos de 5% para 20 a 30%, dependendo da 
localidade. 157,377 A maior parte da resistencia a eritromicina deve-se a uma modificagao ribossomica, em virtude da metilase 
ribossomica para eritromicina, codificada pelo gene erm. Isso tambem confere resistencia induzivel ou constitutiva a clindamicina 
(fenotipo MLSB, resistente a macrolidios, lincosamina e estreptogramina B). Os genotipos de resistencia a macrolidios- 
lincosamida que foram detectados em estreptococos do grupo B incluem ermA (resistente a eritromicina, sensivel a clindamicina), 
ermB (resistente a eritromicina, resistente a clindamicina) e mef (resistente a eritromicina, sensivel a clindamicina). -N ‘’ Todas as 
cepas de estreptococos do grupo B avaliadas ate hoje demonstraram ser sensiveis a vancomicina. 

Estreptococos beta-hemoh'ticos do grupo C e do grupo G 

Na atualidade, os estreptococos beta-hemoliticos do grupo C incluem S. dvsgalactiae subesp. equisimilis, S. dysgalactiae subesp. 
dysgalactiae, S. equi subesp. equi, S. equi subesp. zooepidemicus e S. equi subesp. ruminatorum. Foi constatado que cepas 
anteriores de S. equisimilis, isoladas de seres humanos, possuem os antigenos de Lancefield de grupo C ou de grupo G (e, 
raramente, de grupo A) e sao geneticamente semelhantes o suficiente as cepas animais do grupo C (subesp. dysgalactiae ) para 
serem colocadas na mesma especie, porem em subespecies diferentes. 1076,1095 S. dysgalactiae subesp. equisimilis cresce e forma 
grandes colonias em SBA e e habitualmente beta-hemolitico. As cepas relacionadas que possuem o antigeno de grupo C ou L e que 
sao isoladas principalmente de animais sao atualmente denominadas S. dysgalactiae subesp. dysgalactiae . 1075 Os isolados dessa 
subespecie podem ser alfa- ou beta-hemoliticos ou nao hemoliticos. Os estudos geneticos moleculares demonstraram a existencia 
de semelhangas extensas entre as especies antigas de S. equi e S. zooepidemicus, e essas especies sao atualmente denominadas S. 
equi subesp. equi e S. equi subesp. zooepidemicus, respectivamente. Essas subespecies possuem o antigeno de carboidrato da 
parede celular do grupo C de Lancefield e produzem hemolisinas semelhantes aquelas dos estreptococos do grupo A. As 
subespecies de S. equi e de S. dysgalactiae formam grandes colonias em SBA, o que as diferenciam dos estreptococos alfa- 
hemoliticos, beta-hemoliticos ou nao hemoliticos “diminutos” ou de “pequenas colonias” do grupo anginosus de estreptococos 
viridians, que tambem podem apresentar o antigeno polissacaridico de grupo C. Os microrganismos do grupo anginosus tambem 
diferem, tanto geneticamente quanto no seu aspecto fenotipico, dos estreptococos do grupo C que formam “grandes colonias”. 139 

S. dysgalactiase subesp. equisimilis, o isolado mais comum de seres humanos, pode colonizar as vias respiratorias, e os tratos 
gastrintestinal e genital feminino de seres humanos; a colonizagao atua como reservatorio potencial de infecgao para outros seres 
humanos. 118,995,995 Essa subespecie foi isolada da faringe de portadores e de casos de faringite e tonsilite exsudativas. 118,1055 Em 
populates de adultos jovens, a faringite causada por estreptococos beta-hemoliticos do grupo C tern sido associada as mesmas 
manifestagSes clinicas observadas com estreptococos do grupo A, incluindo cefaleia, febre, exsudatos e linfadenopatia cervical. 111-7 
S. dysgalactiae subesp. equisimilis pode causar infecgSes potencialmente graves em adultos e grupos de individuos na faixa etaria 
pediatrica; em geral, manifesta-se na forma de sepse aguda, sem fonte definida. 118,853 As infecgoes de tecidos moles e a celulite, a 
outra apresentagao mais comum, podem atuar como nicho para a infecgao da corrente sanguinea e podem levar a complicagSes 
hematogenicas, incluindo endocardite, endoftalmite, meningite e artrite septica. 118,640,665,810,853,937,1130 S. dysgalactiae subesp. 
equisimilis, que possui antigenos do grupo C ou do grupo G tambem tem sido associado a SCT estreptococica, fasciite necrosante e 
FRA. 4 ' 2,500,568 Os pacientes com doenga invasiva habitualmente sao homens adultos, e pelo menos tres quartos dos pacientes 
apresentam condigSes clinicas subjacentes. 123,995,996 

S. dysgalactiae subesp. equisimilis e uma de varias especies de estreptococos atualmente considerada como patogeno 
emergente. A prevalencia crescente de doenga invasiva causada por S. dysgalactiae subesp. equisimilis tem sido observada no 
Japao, na Europa, na Asia e nas Americas. 116,123,568,640,996 No Japao, a prevalencia da sindrome do choque toxico e de doenga 
invasiva (definida como o isolamento do microrganismo de um local normalmente esteril) causadas por S. dysgalactiae subesp. 
equisimilis tem aumentado gradualmente desde 2003. Um estudo realizado naquele pais constatou que os pacientes com infecgoes 
por S. dysgalactiae subesp. equisimilis eram, em sua maioria, homens idosos que apresentavam doenga de base, incluindo diabetes 
melito, neoplasia maligna ou acidente vascular encefalico. 995,996 Um interessante relato da Franga mostra que pacientes 
desenvolveram uma reagao transfusional septica quase fatal apos transfusao de uma mistura de plaquetas. 63 S. dysgalactiae subesp. 
equisimilis foi isolado da hemocultura do receptor e do recipiente contendo o componente sanguineo residual. No Japao, cepas 
virulentas de S. dysgalactiae subesp. equisimilis causaram infecgoes invasivas de feridas, sindrome do choque toxico, peritonite, 
pneumonia e gangrena gasosa, exigindo amputagao. 469,470,690,1061 Esses isolados invasivos possuem fatores de virulencia 
semelhantes aos de S. pyogenes, incluindo proteinas M (codificadas pelo gene emm) e produgao de toxinas celulares e hemolisinas 
(p. ex., estreptoquinase A, C5a peptidase, hialuronidase estreptolisina S, estreptolisina O, hemolisina). 14,995 Foram identificados 
varios genes de superantigenos ( i. e., speA, speC, speM, ssa e smeZ) em S. dysgalactiae subesp. equisimilis. 118,844 Igwe et aid* 9 
examinaram 21 isolados de estreptococos beta-hemoliticos do grupo C e do grupo G e constataram que 11 cepas eram PCR 
positivas para pelo menos um dos genes speM, ssa ou smeZ, que sao membros da familia de superantigenos dos estreptococos do 
grupo A. Em um estudo que utilizou um microarranjo contendo 216 genes de virulencia do estreptococo do grupo A (incluindo os 
genes para adesinas, proteinas de ligagao da fibronectina, toxinas, proteinas extracelulares e superantigenos) testados com 58 


isolados de S. dysgalactiae subesp. equisimilis, cada isolado apresentou, em media, 34% dos genes no microarranjo, e 44 desses 
genes de virulencia foram encontrados em cada isolado. 263 

S. equi subesp. zooepidemicus e um microrganismo comensal encontrado nas vias respiratorias superiores e trato urogenital de 
equinos e de outras especies animais, que atua como patogeno oportunista, causando habitualmente infecgoes das vias respiratorias 
ou cutaneas. As infecgoes em animais incluem mastite bovina, infecgoes respiratorias em equinos, artrite purulenta em cordeiros e 
cabras e infecgoes do trato genital em aves domesticas. S. equi subesp. zooepidemicus constitui uma causa infrequente de infecgoes 
em caes, porem foi relatada a ocorrencia de infecgSes de ferida e bacteriemia, particularmente em canis. 595,819 O primeiro surto de 
infecgao das vias respiratorias por S. equis subesp. zooepidemicus foi relatado em gatos de um gatil em Israel, em 2010. 95 S. equis 
subesp. zooepidemicus raramente tern sido implicado em infecgoes humanas, e os individuos que desenvolvem infecgoes tiveram 
uma exposigao significativa a animais (particularmente cavalos) ou consumiram produtos lacteos nao pasteurizados. Os surtos de 
faringite e bacteriemia causados por S. equis subesp. zooepidemicus foram atribuidos ao consumo de leite de vaca nao pasteurizado 
e a queijo fresco de cabra nao pasteurizado. 356,587 Em 2010, foi relatada a transmissao de S. equi subesp. zooepidemicus de um cao 
com infecgoes respiratorias para o seu tratador. 2 O tratador desenvolveu sinais de sepse, e as culturas de material de nariz e 
garganta foram positivas para o microrganismo. As infecgoes em seres humanos tem incluido pneumonia, bacteriemia, endocardite, 
meningite, artrite septica, aneurisma da aorta abdominal, trombose venosa profunda, nefrite e linfadenite ce rvical. 208,317,840,850 Em 
alguns desses individuos, foi tambem observada a ocorrencia de glomerulonefrite pos-estreptococica. 356,1025 S. equi subesp. equi 
causa uma infecgao das vias respiratorias em equinos, denominada “estrangulamento”. O estrangulamento caracteriza-se por febre 
alta, secregao nasal mucopurulenta e abscessos nos linfonodos submandibulares e retrofaringeos, que fmalmente sofrem ruptura e 
drenam no trato respiratorio do animal infectado. 1031 Esse microrganismo e extremamente raro nos seres humanos e foi isolado de 
casos de bacteriemia e meningite. 307,838 S. equi subesp. ruminatorum e uma subespecie recentemente descrita, que esta associada a 
mastite em ovelhas e cabras. 336 

Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo G constituent parte da microbiota gastrintestinal, vaginal e cutanea normal dos 
seres humanos. Os isolados humanos que possuem o antigeno de grupo G tambem sao denominados S. dysgalactiae subesp. 
equisimilis, enquanto os isolados de animais correspondent a S. canis. 264 As infecgoes causadas por cepas do grupo G associadas a 
seres humanos incluem faringite, otite media, infecgoes pleuropulmonares, celulite, tromboflebite septica, bacteriemia, endocardite 
e meningite. 665,1140,1145,1167 Em usuarios de drogas intravenosas, foi relatada a ocorrencia de celulite e artrite septica por 
estreptococos do grupo G nos locais de injegao parenteral ou em sua proximidade, com bacteriemia e complicagSes hematogenicas 
subsequentes. 249 Observa-se tambem a ocorrencia de bacteriemia no contexto clinico de neoplasias malignas subjacentes, sepse 
puerperal, aborto septico, doenga pulmonar cronica e infecgao pelo HIV. 

S. canis e uma especie originalmente proposta em 1986 para estreptococos beta-hemoliticos isolados de caes e vacas. 284 Essa 
especie provoca infecgoes das vias respiratorias, cutaneas e do trato genital, bem como ITU em uma variedade de animais, 
incluindo caes e gatos. 980 Essa bacteria tambem foi isolada de amostras de leite de vacas leiteiras com mastite subclinica. S. canis 
foi isolado pela primeira vez de um ser humano com sepse e ulceras de pema, em 1997. 78 Subsequentemente, foi isolado de 
hemoculturas de um homem de 76 anos de idade com leucemia e de uma cultura de material de ferida de orelha de uma mulher de 
50 anos de idade. 1123 Foi tambem relatada a ocorrencia de sepse com celulite por S. canis em uma mulher de 75 anos de idade que 
havia sido mordida na mao pelo seu cao. 998 A analise por polimorfismo de comprimento de fragmento de restrigao mostrou que o 
isolado do sangue e da ferida dessa paciente era identico ao isolado da cavidade oral do cao. Em uma revisao retrospectiva de 5 
anos de infecgoes causadas por S. canis em 54 pacientes de Bordeaux, na Franga, foi relatado o isolamento do S. canis de infecgoes 
cutaneas, hemoculturas, amostras de orelha, nariz e garganta, amostras vaginais, urina, biopsias articulares e amostras de lavado 
broncoalveolar (LBA). 364 S. canis foi isolado e identificado em ulceras que nao cicatrizam ou gangrenosas de pacientes 
imunocomprometidos que viviam em estreita proximidade com seus caes. 594 Em um caso, o microrganismo foi isolado de 
hemoculturas de um paciente paraplegico com multiplas lesbes cutaneas abertas e exsudativas e osteomielite cronica. Os autores 
desse relato assinalam que a verdadeira incidencia de infecgao por S. canis nao e conhecida, visto que a maioria dos laboratories 
nao realiza testes de identificagao fenotipicas para estreptococos beta-hemoliticos que possuem o antigeno de Lancefield do grupo 
G. 594 

Em geral, os estreptococos beta-hemoliticos do grupo C e do grupo G sao sensiveis a penicilina, a ampicilina e as 
cefalosporinas de terceira geragao, como a ceftriaxona/ 2 Alguns isolados podem exibir sensibilidade intennediaria a penicilina G, 
porem sao sensiveis as cefalosporinas de terceira e de quarta geragoes. Algumas cepas podem ser resistentes a eritromicina e a 
outros macrolidios (p. ex., clindamicina, claritromicina e azitromicina). A analise da sensibilidade dos estreptococos beta- 
hemoliticos as fluoroquinolonas no Sentry Antimicrobial Surveillance Program, de 1997 a 2004, identificou 14 estreptococos dos 
grupos C e G entre 47 estreptococos beta-hemoliticos com sensibilidade reduzida as fluoroquinolonas. 6 ’ Um estudo conduzido em 
Portugal constatou que 12 de 314 cepas de S. disgalactiae subesp. equisimilis mostraram-se resistentes ao levofloxacino. 8 ” Este 
ultimo estudo verificou que mutagoes isoladas no gene parC ou gyrA eram suficientes para elevar a CIM do levofloxacino, 
enquanto foi observada uma resistencia de maior nivel em cepas com mutagSes tanto de parC quanto de gyrA. Esse estudo tambem 
fomeceu evidencias significativas de transference genica horizontal frequente para sequencias do gene parC entre S. disgalactiae 
subesp. equisimilis e S. pyogenes.' 1 ' Todas as cepas testadas ate hoje mostraram-se sensiveis a vancomicina. 


Estreptococos beta-hemoliticos do grupo F 


Os microrganismos pertencentes a esse grupo foram denominados S. milleri no esquema taxonomico britanico e grupo anginosus 
(i. e., S. anginosus, S. constellatus e S. intermedins ) nos esquemas taxonomicos norte-americanos. Esses microrganismos podem ser 
alfa-hemoliticos, beta-hemoliticos ou nao hemoliticos e podem possuir o antigeno dos grupos F, C, G, ou podem nao ser grupaveis. 
O crescimento desses estreptococos caracteriza-se pela formagao de diminutas colonias em meios de agar. As colonias sao 
puntifonnes depois de 24 horas e, se forem beta-hemoliticas, exibem uma grande zona de hemolise que se estende bem alem da 
margem da colonia. Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo F constituent causas reconhecidas de infecgoes supurativas graves, 
incluindo celulite, abscessos de tecidos profundos, bacteriemia, osteomielite e endocardite (ver segao sobre o grupo anginosus dos 
estreptococos viridans). O grupo anginosus sera discutido juntamente com os estreptococos viridans. 

Patogenos emergentes entre os estreptococos 
Streptococcus suis 

Streptococcus suis merece uma atengao especial, em virtude de sua importancia economica como importante patogenos de suinos e 
como patogeno zoonotico ocasional de seres humanos. 794,1046,1117 S. suis tambem e um isolado incomum de caes, gatos, veados e 
equinos. S. suis foi oficialmente reconhecido como especie verdadeira de Streptococcus em 19 8 7. 557 As cepas sao grupaveis com 
antissoros de Lancefield nos grupos R, S, RS e T ou nao sao grupaveis. Algumas cepas tambem reagem com antissoro 
antiestreptococo do grupo D, sugerindo a existencia do antigeno lipoteicoico do grupo D, porem essa reatividade deve-se a reagocs 
cruzadas espurias entre os grupos D e R. Outros sorotipos que apresentam reatividade dos grupos RS (que reagem tanto com 
antissoros R quanto S) e T de Lancefield podem ser encontrados em suinos tanto assintomaticos quanto doentes. As cepas de S. 
suis sao encapsuladas, e foram reconhecidos 33 sorotipos capsulares diferentes, numerados de 1 a 31, 33 e 1/2; foi constatado que 
os sorotipos 32 e 34 consistem, na realidade, em Streptococcus orisratti 455 Evidencias recentes pelo sequenciamento do sRNA 16S 
mostrou que os sorotipos 20, 22, 26 e 33 de S. suis compartilhavam apenas 94,08 a 97,4% de relagao com a cepa tipo de S. suis, e 
que esses sorotipos podem representar especies diferentes. 959,960,1028 A analise de sequencia do gene da superoxido dismutase ( sodA ) 
e do gene da proteina de recombinagao/reparo ( recN) confirmou que os sorotipos 20, 22, 26 e 33 devem ser removidos do taxon de 
S. suis. 1028 O metodo multilocus (MLST; do ingles, multilocus sequence typing) tem sido usado para dividir as cepas de S. suis do 
sorotipo 2 em pelo menos 16 tipos de sequencia, em que os ST estreitamente relacionados sao agrupados em complexos ST. Os 
complexos ST-1, 27 e 87 sao encontrados com mais frequencia no Japao, na China e na Tailandia. 565 Os membros do complexo 
ST1 causam doenga mais invasiva. Na America do Norte, a nraioria das cepas de S. suis pertence a ST28 (51%), ST25 (44%) e ST1 
(5%). 345 S. suis do sorotipo 1 e encontrado em leitoes com menos de 6 semanas de idade e inclui cepas que apresentam o antigeno 
de grupo S de Lancefield. 

S. suis provoca um amplo espectro de doengas graves em leitSes e porcos, incluindo pneumonia, meningite, septicemia e artrite 
purulenta. 664 Os suinos sadios sao colonizados nas tonsilas, narinas, vias respiratorias e no trato gastrintestinal entre 5 e 10 semanas 
de idade; as taxas de estado de portador entre animais sadios podem alcangar 80%. S. suis do sorotipo 2 provoca doenga sistemica 
em suinos de 3 a 20 semanas de idade e tambem constitui o sorotipo predominante isolado de seres humanos infectados. Nos 
animais infectados, S. suis causa inicialmente febre, anorexia e outros sintomas constitucionais, e o comprometimento meningeo 
manifesta-se pelo rapido inicio de convulsSes, paralisia e morte. 664 A infecgao humana e causada principalmente pelo contato 
direto com suinos com doenga ou portadores ou consumo de came de porco cma/inadequadamente cozida contaminada por S. suis. 
Consequentemente, as infecgoes causadas por S. suis sao observadas principalmente em individuos que trabalham diretamente com 
suinos (p. ex., trabalhadores em abatedouros, criadores de suinos, inspetores de came, veterinarios) ou no processamento e 
fabricagao industrial de produtos de came de porco. 354,671 O abate de animais, o corte de carcagas e a manipulagao de suinos 
doentes ou mortes foram identificados como fatores de risco para a infecgao por S. suis , 1163 Um estudo conduzido na Alemanha 
verificou que 5,3% de 132 individuos com exposigao a suinos (/. e., agougueiros, trabalhadores em abatedouros) estavam 
colonizados por S. suis na nasofaringe, enquanto nao houve nenhum caso de colonizagao em 130 individuos-controle que nao 
tiveram contato com suinos ou seus produtos. 972 Alguns casos humanos relatados em Hong Kong e no Vietna sugerem que o 
processamento, o preparo e o consumo de came de porco nao cozida ou parcialmente cozida tambem podem constituir um fator de 
risco para a doenga. 494,671 Os primeiros casos humanos de infecgao por S. suis foram relatados em 1968, na Dinamarca, e o numero 
total de casos notificados no mundo inteiro esta atualmente bem acima de 700. 662 A maior parte dos relatos provem da Asia (China, 
Japao, Vietna, Tailandia), da Europa (Inglaterra, Holanda, Franga, Dinamarca, Suecia, Alemanha, Espanha, Belgica) e Americas do 
Norte e do Sul (EUA, Canada, Brasil). 662,1132 A China, a Tailandia e a Holanda respondem por 69%, 11% e 8%, respectivamente, do 
numero total de casos relatados no mundo inteiro. Muitos dos casos notificados ocorreram durante surtos de doenga por S. suis. 
Dois grandes surtos de infecgao humana ocorreram na provincia rural de Jianjsu, durante os anos de 1998 e 1999, com 25 casos e 
14 mortes. No verao de 2005, o maior surto de infecgao humana por S. suis ocorreu na provincia de Sichuan, China, quando foram 
documentadas 204 infecgoes em seres humanos e 38 mortes por choque septico e meningite causados por S. smA. 392, 1162,1163 Por 
ocasiao do surto hurnano, um grande surto de S. suis do sorotipo 2 em suinos ocorreu simultaneamente, e quase todos os pacientes 
tinham uma historia de contato com suinos ou seus produtos. Alem disso, foram relatados mais de 100 casos no Vietna no decorrer 
dos ultimos 10 anos. 671 

Acredita-se que S. suis infecte os seres humanos por via percutanea, atraves de cortes, arranhaduras ou abrasoes da pele. A 
entrada do microrganismo pela nasofaringe e trato gastrintestinal tambem foi documentada, e a gastrenterite aguda pode constituir 


um componente proeminente do quadro septico. Apos a infecgao, e com um periodo de incubagao de 2 a 3 a 14 dias, o inlcio da 
doenga e anunciado por um prodromo de “tipo influenza”, seguido de rapido desenvolvimento de meningite e 
bacteriemia. 295 ’ 344,1117,1166 Os sintomas iniciais incluem febre alta, cefaleia, nauseas, vomitos e rigidez de nuca. Alein disso, pode 
ocorrer bacteriemia maciga, sem desenvolvimento de meningite purulenta, e tambem pode haver desenvolvimento de insuficiencia 
de multiplos orgaos, pneumonia, peritonite e artrite. 559 Com o passar do tempo, pode ocorrer sindrome do choque toxico, com 
disfungao hepatica, coagulagao intravascular disseminada, insuficiencia renal aguda e sindrome do desconforto respiratorio agudo. 
Uma caracteristica comum da meningite por S. suis consiste em perda da audigao, com comprometimento cocleovestibular, 
resultando em ataxia e tontura na apresentagao ou depois de alguns dias. 192,295 O comprometimento do oitavo nervo craniano e 
comumente observado, resultando em perda auditiva unilateral ou bilateral. 4131 Essa perda da audigao pode ser leve a grave em 4 a 
66% dos pacientes. 671 Os pacientes tambem podein desenvolver exantema petequial, que evolui para a purpura extensa e 
equimoses, lembrando as da doenga meningococica/ 1 1 As lesoes bolhosas hemorragicas, a necrose da pele e a gangrena dos dedos 
e dos membros podem resultar do comprometimento subcutaneo e cutaneo extenso. Sindrome de sepse grave, com exantema que 
empalidece a compressao, reminiscente da sindrome do choque toxico, e alta taxa de mortalidade tem sido tambem relatadas com 
certa frequencia. 1003,1162,1163 Foi relatada a ocorrencia de morte subita por sepse causada por S. suis em um homem tailandes de 49 
anos de idade que consumiu came de porco crua 10 dias antes de sua morte. 4 " 3 As complicagfies hematogenicas de S. suis incluem 
artrite, espondilociscite, endoftalmite, peritonite, pneumonia e endocardite. 559,790,1086,1097,1101 De fato, o primeiro caso de infecgao 
humana notificado na America do Norte foi um caso de endocardite por S. suis em um paciente no Canada. 11143 Embora a doenga 
em suinos nao seja comum nos EUA, S. suis tem sido isolado de rebanhos de suinos nos EUA (p. ex., Minnesota e Nebraska). 
Antes de 2011, apenas tres casos de infecgao humana por S. suis tinham sido descritos nos EUA. 343 Esses pacientes foram 
diagnosticados em Nova York e no Havai, e o terceiro caso foi adquirido nas Filipinas e diagnosticado na California. Em 2013, foi 
descrita a ocorrencia de meningite e bacteriemia por S. suis em um motorista de caminhao de 60 anos de idade que transportava 
suinos pelo meio-oeste. 334 Havia passado por uma fazenda de suinos, onde o fazendeiro relatou a ocorrencia de infecgoes 
pulmonares em alguns dos animais. Um isolado geneticamente confirmado de S. suis tambem foi isolado da urina de um Labrador 
Retriever castrado e doente, que tinha sido alimentado com guloseimas comerciais de “orelha de porco”. 7 ’ 11 O animal respondeu ao 
tratamento com cefalexina. 

As cepas de S. suis sao sensiveis a penicilina, amoxicilina, cefazolina, ceftriaxona, ofloxacino, sulfametoxazoltrimetoprima 
(SXT) e vancomicina. Algumas cepas mostram-se resistentes a tetraciclinas, eritromicina e clindamicina; nas populagSes de cepas 
suinas, a resistencia as tetraciclinas e aos macrolidios ultrapassa 90 e 70%, respectivamente. 459,540,671,676,794 Estudos de 
sequenciamento identificaram determinantes de resistencia para tetraciclinas, macrolidios e aminoglicosidios. Os elementos 
geneticos que transportam esses genes de resistencia incluem elementos integrativos/conjugativos, transposons, ilhas de 
patogenicidade genomica e bacteriofagos. 794 Recomenda-se a ceftriaxona para terapia empirica, com ou sem vancomicina, ate a 
identificagao da bacteria. A penicilina tambem se mostra efetiva como agente de primeira linha, porem deve ser administrada 
durante pelo menos 10 dias, visto que ocorreram recidivas de meningite por S. suis apos 10 dias de tratamento em pacientes que 
responderam a ciclos mais prolongados de 4 a 6 semanas. 

Streptococcus porcinus e Streptococcus pseudoporcinus 

As cepas de S. porcinus pertencem aos grupos de Lancefield E, P, U, V ou nao grupaveis com antissoros de Lancefield e causam 
infecgSes em suinos. Nas infecgoes humanas, S. porcinus tem sido isolado do trato genital feminino (isolados tanto vaginais quanto 
cervicais), do tecido placentario, do sangue, pele, urina e infecgSes de feridas. Em 2004, S. porcinus foi identificado como causa de 
natimorto humano prematuro espontaneo. O microrganismo foi isolado do liquido amniotico, de swabs endocervicais e do liquido 
gastrico do feto. 680 O exame histopatologico dos tecidos placentarios expulsos e das visceras fetais mostrou a presenga de 
microabscessos compativeis com corioamnionite bacteriana. Foi tambem constatado que isolados de S. porcinus apresentam reagao 
cruzada com estreptococos do grupo B quando foram utilizados reagentes comerciais de 12 fabricantes diferentes. 371,1024 Uma 
analise de 25 isolados humanos e 16 isolados nao humanos fenotipicamente identificados como S. porcinus, utilizando PCR-DNA 
polimorfico aleatoriamente amplificado e analise por PFGE, revelou dois grupos, com todos os isolados humanos pertencentes a 
um grupo, e todos os isolados nao humanos pertencentes ao segundo grupo. 298 Bekal et al., 61 em Quebec, realizaram o 
sequenciamento do gene rRNA 16S em nove cepas humanas e sete cepas animais de S. porcinus e encontraram o mesmo tipo de 
agrupamento, com uma diferenga de mais de 2,1% entre os isolados humanos e animais de S. porcinus. Esses pesquisadores 
propuseram a nova designagao de S. pseudoporcinus para os isolados humanos. A semelhanga de S. porcinus, S. pseudoporcinus 
produz pequenas colonias lisas em agar-sangue, que sao circundadas por zonas muito grandes de (3-hemolise. Em um estudo de 663 
mulheres nao gravidas em Pittsburgh recrutadas em um ensaio clinico de vacina conjugada de Streptococcus do grupo B, foi 
constatada uma prevalencia populacional de S. pseudoporcinus de 5,4%. 971 Taxas mais elevadas de colonizagao retovaginal foram 
associadas a um numero aumentado de parceiros sexuais e infecgoes sexualmente transmissiveis. Pereira et al. S20 relataram duas 
pacientes com culturas retovaginais positivas para S. pseudoporcinus. Uma paciente teve aborto de gemeos devido a uma ruptura 
prematura das membranas fetais. No ano seguinte, durante uma segunda gestagao, as culturas retovaginais tambem foram positivas 
para S. pseudoporcinus, e o encurtamento do colo do utero levou a cerclagem e terapia antimicrobiana. Entretanto, a paciente teve 
um parto sem incidente 2 semanas mais tarde. A segunda paciente teve parto prematuro apos ruptura das membranas e 
corioamnionite, porem o lactente evoluiu bem subsequentemente. Os isolados de S. pseudoporcinus sao sensiveis a penicilina, 



clindamicina, eritromicina, SXT e vancomicina; foi observada resistencia a tetraciclina em muitos isolados. 371,680 Foram observadas 
sensibilidades semelhantes aos antimicrobianos em isolados de S. porcinus , 320 S. pseudoporcinus tambem foi isolado de uma ferida 
de polegar pos-traumatica. 67 " 

Streptococcus iniae 

S. iniae e um patogeno de peixes, que foi isolado de seres humanos como causa de bacteriemia, meningite e endocardite em 
individuos que manipularam peixe contaminado. S. iniae infecta pelo menos 27 especies diferentes de peixes, incluindo tilapia, 
truta-arco-iris, bacalhau Barramundi, salmao Coho, linguado japones e pargo. 10 As infecgSes podem ser graves e dependem da 
virulencia do isolado, da especie de hospedeiro, da via e localizagao da infecgao e da qualidade do ambiente aquoso. S. iniae 
tornou-se um importante patogeno de peixes com impacto anual estimado na industria de aquacultura norte-americana que 
ultrapassa 10 milhSes de dolares. 111 O primeiro caso descrito de infecgao humana associada a S. iniae foi relatado em 1997, quando 
Weinstein eta/., 1113 da Public Health Agency, no Canada, notificaram nove casos de infecgSes invasivas por S. iniae de 1995 a 
1996. Todos os nove individuos apresentaram hemoculturas positivas, oito tiveram celulite das maos, e um apresentou meningite, 
artrite e endocardite. Todos os pacientes haviam manipulado recentemente peixes vivos ou recentemente mortos, e a infecgao 
habitualmente ocorreu apos lesSes penetrantes causadas por ossos ou espinhas do peixe durante o processo de limpeza e desossa. O 
peixe mais comumente implicado nesses casos foi a tilapia ( Oreochromis spp.) criada em fazendas de aquicultura. Esses 
pesquisadores procederam a uma revisao dos registros hospitalares e encontraram mais quatro pacientes com infecgao causada por 
S. iniae. Dois casos adicionais foram relatados retrospectivamente pelos CDC e incluiram um paciente no Texas com celulite 
bacteriana, em 1991, e um paciente com artrite do joelho em Ottawa, Canada, em 1994. 132 Em 2003, dois pacientes idosos (79 e 81 
anos de idade) em Hong Kong foram diagnosticados com celulite bacteriemica e osteomielite bacteriemica causadas por S. iniae, 
respectivamente. 602 A discite da coluna foi diagnosticada por meio de cultura de material obtido de abscessos paravertebrais em 
uma mulher chinesa de 73 anos de idade, que regularmente limpava peixes e sofria cortes nos dedos das maos. 3 ' Ambos os 
pacientes relataram a manipulagao recente de peixe fresco, porem sem qualquer lesao penetrante. Isolados de S. iniae tambem 
foram caracterizados pelos CDC. Facklam et a/.' 21 examinaram sete isolados clinicos, dos quais seis foram isolados de 
hemoculturas, e o setimo, de um cisto de tireoide. Tres desses pacientes apresentaram sepse com celulite, enquanto os outros 
tiveram lesao infectada, choque toxico, pneumonia e celulite. Conforme observado nos relatos anteriores, todos os pacientes eram 
de ancestralidade asiatica, apresentavam uma distribuigao igual entre homens e mulheres e tinham idades semelhantes (60 a 88 
anos) aos pacientes dos relatos anteriores. Foram descritas infecgSes invasivas causadas por S. iniae em pacientes com doengas de 
base, incluindo diabetes melito, artrite septica, gota e cirrose hepatica relacionada com hepatite C. 601,978 A etnicidade asiatica pode 
ser importante, principalmente devido aos metodos usados na manipulagao e limpeza dos peixes para preparo de varios pratos 
asiaticos. 601 Os isolados de S. iniae produzem uma variedade de fatores de virulencia (p. ex., proteinas SiM semelhantes a proteina 
M, C5a peptidase, interleucina-8 protease, estreptolisina S, polissacaridios capsulares), que sao homologos aos encontrados em S. 
pyogenes e que provavelmente desempenham um importante papel na patogenese das infecgSes graves por S. iniae. 41 S. iniae esta 
incluido no banco de dados do sistema Biolog; em um estudo que comparou esse sistema com amplificagao de regiSes intergenicas 
16S-23S especificas de S. iniae, utilizando dois conjuntos de iniciadores, o sistema Biolog identificou 70% de 25 isolados de S. 
iniae nos EUA e no Canada. 8 '’ 4 Em geral, os isolados de S. iniae mostram-se sensiveis aos betalactamicos, macrolidios, quinolonas 
e vancomicina. 

Streptococcus pneumoniae 

S. pneumoniae constitui a principal causa de pneumonia bacteriana adquirida na comunidade. O microrganismo e transmitido de 
pessoa para pessoa por meio de contato proximo. O microrganismo pode residir nas vias respiratorias superiores de 5 a 10% dos 
adultos, embora se tenha relatado uma taxa de estado de portador superior a 60% em populagSes fechadas. 738,774 Em geral, os 
lactentes tomam-se colonizados em tomo de 3 a 4 meses de idade e assim permanecem durante cerca de 4 meses com determinado 
sorotipo; a incidencia maxima de colonizagao pneumococica e observada com 1 a 3 anos de idade, quando a taxa pode alcangar 40 
a 60%. 94,486 Nos adultos, a colonizagao e o estado de portador persistem por 2 a 4 semanas, mas podem se estender por mais tempo, 
e as taxas de estado de portador entre adultos variam habitualmente de 5 a 10%. A duragao do estado de portador diminui com a 
idade e, portanto, tende a ser maior em populagSes pediatricas do que em adultos. A colonizagao de lactentes por pneumococos esta 
relacionada com a ausencia de anticorpos anticapsulares especificos e com os sorotipos pouco imunogenicos que sao comuns nessa 
faixa etaria. 74 A suscetibilidade dos individuos idosos a doenga pneumococica reflete o envelhecimento do sistema imune e a 
consequente diminuigao da produgao de anticorpos, juntamente com as alteragSes gerais nos niveis de atividade, comprometimento 
dos mecanismos mucociliares de depuragao, desnutrigao ou debilidade causada por outras doengas cronicas subjacentes, como 
diabetes melito e alcoolismo. Antes da disponibilidade de vacinas conjugadas altamente efetivas, a taxa global de doenga causada 
por S. pneumoniae era de cerca de 15 casos por 100.000 individuos por ano. Classicamente, o microrganismo provoca doenga em 
recem-nascidos e lactentes ate 3 anos de idade e em adultos a partir dos 65 anos. 712,738 As taxas de ataques sao quatro a cinco vezes 
maiores entre afro-americanos do que nos brancos, e essa diferenga parece ser verdadeira, embora varios outros fatores (como, por 
exemplo, acesso aos cuidados de saude, outras condigoes biologicas ou ambientais subjacentes) tambem possam influenciar essas 
taxas. As taxas de ataque tambem sao maiores entre populagSes nativas do Alasca, populagSes de indios norte-americanos nativos e 
aborigenes da Australia. 260,431,1036,1111 Os pacientes com comprometimento subjacente de varios mecanismos de defesa do 


hospedeiro, como hipogamaglobulinemia, deficiencia de componentes do complemento e doenga falciforme, tambem correm risco 
aumentado de doenga pneumococica invasiva. Os individuos com asplenia funcional ou aqueles que foram submetidos a 
esplenectomia cirurgica correm risco particulannente alto de desenvolver bacteriemia pneumococica invasiva e frequentemente 
fatal. 

Fatores de virulencia 

A virulencia de S. pneumoniae esta principalmente relacionada com a sua capacidade de resistir a opsonizagao, fagocitose e morte 
intracelular por celulas fagociticas. 717 Essa resistencia esta relacionada principalmente com a capsula de polissacaridio do 
microrganismo. Existem pelo menos 91 tipos capsulares de S. pneumoniae, dos quais 23 sao responsaveis por mais de 88% dos 
casos de bacteriemia e meningite pneumococicas. 72 ’ 8 Os polissacaridios capsulares de S. pneumoniae sao constituidos por longos 
polimeros de unidades repetidas formadas de dois a sete monossacaridios, alguns dos quais podem estar em cadeias longas ou 
ramificadas. Esses polimeros sao sintetizados pela adigao de carboidratos a extremidade proximal da cadeia, e a maioria dos tipos e 
ancorada ao peptidoglicano e ao polissacaridio C da parede celular. Alguns tipos capsulares de pneumococos (p. ex., tipo 3) 
possuem propriedades biologicas que tomam esses microrganismos mais virulentos do que outros, e os pneumococos que 
pertencem a diferentes sorotipos capsulares variam quanto a sua capacidade de desencadear respostas humorais. Essas 
caracteristicas podem explicar a maior virulencia associada a determinados tipos capsulares, em comparagao com outros. A capsula 
desses microrganismos e antifagocitaria e impede a interagao do C3b e da regiao Fc de moleculas de imunoglobulina com seus 
receptores na superficie das celulas bacterianas. A aderencia inicial dos pneumococos a mucosa nasofaringea aparentemente nao e 
mediada pelo material capsular, porem esta relacionada com adesinas bacterianas, que interagem com receptores existentes na 
superficie das celulas epiteliais da faringe. Pode ocorrer interagao com o acido sialico da mucosa por meio da neuraminidase 
pneumococica ou por meio de ligantes de superficie celular do pneumococo, que se ligam a residuos de dissacaridio TV-acetil-D- 
galactosamina-galactose sobre a superficie das celulas do trato respiratorio. Os pneumococos tambem possuem acidos teicoicos e 
LTA. Os acidos teicoicos ligam-se de modo covalente ao peptidoglicano da parede celular por ligagoes fosfodiester, enquanto os 
LTA estao ligados a membrana celular. Essas moleculas sao estruturalmente semelhantes e sao compostas por unidades repetidas 
que contem glicose, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridesoxi-D-galactose, TV-acetil-glicosamina, fosfocolina e ribitol-5-fosfato. As 
unidades repetitivas estao ligadas entre si por ligagSes fosfodiester. Os acidos teicoicos e os LTA de S. pneumoniae tambem sao 
denominados polissacaridio C e antigeno F, respectivamente, e todos os sorotipos de pneumococos possuem ambos os antigenos. 

Outros produtos celulares do S. pneumoniae, como a pneumolisina, a autolisina e moleculas de superficie celular, tambem 
desempenham um papel na virulencia dos pneumococos. 717 Os mutantes com deficiencia na produgao desses varios componentes 
apresentam virulencia diminuida em modelos animais, e a imunidade com produtos purificados resulta na produgao de anticorpos 
especificos, que conferem resistencia parcial a infecgao. A pneumolisina e uma proteina citotoxina ativada por tiol, de 53 kDa, que 
se acumula no interior das celulas durante o crescimento e que e liberada durante a lise celular pela autolisina. 875 A pneumolisina 
interage com o colesterol nas membranas celulares de uma variedade de celulas hospedeiras, forma oligomeros sobre a membrana e 
no seu interior, que formam poros, e, por fim, leva a lise das celulas. A pneumolisina inibe a atividade bactericida das celulas 
fagociticas, interrompe a motilidade ciliar, estimula a produgao de citocinas pelos macrofagos (particularmente IL-1, IL-8 e TNF) e 
ativa a via classica do complemento. 205,875 Em modelos animais, foi constatado que a pneumolisina desempenha um papel na 
patogenese da bacteriemia pneumococica, pneumonia e aspectos da inflamagao e surdez associadas a otite media e sequelas da 
meningite. 72,1114,1133 A autolisina e uma X-acetil-muramoil-L-alanina amidase que, juntamente com uma enzima glicosidase, atua 
durante a divisao celular para separar as celulas-filhas e, no final do crescimento exponencial, para a degradagao dos 
microrganismos, causando dispersao litica da pneumolisina e da a-hemolisina. 77 Os mutantes negativos para autolisina apresentam 
redugao da virulencia em comparagao com as cepas de tipo selvagem. A redugao da virulencia deve-se, provavelmente, a uma 
incapacidade de liberar componentes toxicos da parede celular e pneumolisina e, portanto, a geragao de uma resposta inflamatoria 
acentuadamente reduzida. Os pneumococos tambem possuem varias proteinas de superficie, denominadas proteinas ancoradas 
LPXTG. Essas proteinas estao ligadas de modo covalente ao peptidoglicano da parede celular e incluem a hialuronidase, a 
neuraminidase e a serina protease PrtA. As cepas de S. pneumoniae produzem duas enzimas neuraminidases diferentes (NanA e 
NanB), que clivam o acido sialico terminal das superficies celular, de modo a expor os componentes de A-acetil-glicosamina- 
galactose que medeiam a aderencia das celulas bacterianas. 128 A enzima NanA desempenha um importante papel na formagao do 
biofilme pelo microrganismo e o acido sialico que e liberado pela atividade da neuraminidase esta envolvido na sinalizagao 
intercelular, levando a um aumento da colonizagao e da invasao. 809,1040 A atividade da neuraminidase tambem desempenha um 
papel na patogenese da otite media em modelos animais. 1034 A hialuronidase hidrolisa o acido hialuronico no tecido conjuntivo e 
facilita a disseminagao dos microrganismos. A PrtA serina protease e produzida por todos os isolados de S. pneumoniae, e sao 
encontrados anticorpos dirigidos contra essa enzima em pacientes com infecgoes pneumococicas, bem como em individuos 
saudaveis. 1178 O papel exato dessa enzima na patogenese da doenga nao e conhecido, porem modelos animais demonstraram que 
ela desempenha um papel na patogenese da doenga, visto que os mutantes que carecem de PrtA exibem menor virulencia, e a 
vacinagao de animais com a enzima leva a produgao de anticorpos protetores. 80 A PspA (proteina de superficie pneumococica A) e 
uma proteina de superficie encontrada em todos os pneumococos, que compreende a proteina antigenica imunodominante dos 
pneumococos. A PspA inibe a fagocitose ao bloquear o deposito de complemento sobre a superficie da celula bacteriana. 738 Os 
anticorpos dirigidos contra a PspA de determinada cepa pneumococica protegem os animais de laboratorio contra a exposigao as 


cepa homologa e a cepas heterologas, e os pneumococos mutantes com deficiencia na produgao de PspA sao avirulentos. A 
inoculagao intranasal de camundongos com PspA impede tanto a colonizagao das vias respiratorias quanto o desenvolvimento de 
doenga invasiva. Por esse motivo, a PspA tern uso potencial como possivel antigeno de vacina. 120 

Vacinas pneumococicas 

Atualmente, dispoe-se de dois tipos de vacinas para a prevengao da doenga causada por S. pneumoniae', as vacinas de 
polissacaridios purificados e as vacinas de conjugados de polissacaridio- protcina. As vacinas de polissacaridios pneumococicos 
(PPSV23; Pncumovax 1 23, Merck Sharpe & Dohme) sao compostas de uma mistura de 23 polissacaridios capsulares 
pneumococicos. Os 23 sorotipos capsulares incluidos nessas vacinas sao 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14, 15B, 
17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F. O Advisory Committee on Immunization Practices dos CDC recomenda a vacinagao de: 
(a) pessoas a partir de 65 anos de idade; (b) pessoas de 19 a 64 anos de idade que apresentam doenga cronica (p. ex., doenga 
cardiovascular cronica, miocardiopatias), doenga pulmonar cronica (p. ex., DPOC, enfisema, mas nao asma, tabagistas), diabetes 
melito, alcoolismo, doenga hepatica (p. ex., cirrose) ou extravasamento do LCR; (c) pessoas com asplenia funcional ou anatomica 
(p. ex., doenga falciforme, esplenectomia); (d) pessoas de 19 a 64 anos de idade que vivem em ambientes ou condigoes que 
propiciem o risco de doenga pneumococica invasiva (/'. e., nativos do Alasca, certas populagoes de indios norte-americanos, 
residentes de clinicas geriatricas e outras instituigoes de cuidados prolongados); (e) individuos a partir de 2 anos de idade que 
estejam imunocomprometidos (p. ex., individuos com infecgao pelo HIV, leucemia, linfoma, doenga de Hodgkin, mieloma 
multiplo, neoplasias malignas, insuflciencia renal cronica, sindrome nefrotica, outras condigoes associadas a imunossupressao [p. 
ex., transplante de medula ossea]) e (f) pessoas submetidas a quimioterapia imunossupressora. 152,158,161 Recomenda-se uma segunda 
dose de PPSV23 dentro de 5 anos apos a primeira para individuos de 19 a 64 anos de idade, para aqueles que estejam 
imunocomprometidos ou que apresentem asplenia funcional ou anatomica. O esquema completo de imunizagao para PPSV23 e 
encontrado no Boxe 13.4. A PPSV23 demonstrou ser segura e eficaz e e relativamente barata. As vacinas de polissacaridios 
purificados desencadeiam uma resposta humoral das celulas B, porem consistem em antigenos independentes de linfocitos T, de 
modo que nao se observa uma resposta imune protetora em criangas com menos de 2 anos de idade. Outras desvantagens das 
vacinas de polissacaridios pneumococicos incluem a sua incapacidade de afetar o estado de portador nasofaringeo de pneumococos 
e, portanto, a disseminagao dos microrganismos de uma pessoa para outra, e a sua eficacia limitada em pacientes com neoplasias 
malignas hematologicas subjacentes ou estados de imunodeficiencia. 

Em fevereiro de 2000, foi aprovada a PCV7 (Pneumococcal Conjugate Vaccine 7), uma nova vacina com conjugado 
pneumococico 7-valente (Prevnar®, Wyeth Lederle Vaccines, Pearl River, NY) para uso em lactentes e criangas. 155 A PCV7 e 
constituida de uma proteina carreadora de toxina difterica inerte (CRM 197), ligada de modo covalente aos antigenos 
polissacaridicos capsulares de sete sorotipos de S. pneumoniae. Os sorotipos capsulares que foram incluidos na PCV7 sao os 
sorotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F. Na epoca, esses sorotipos estavam associados a 80% aproximadamente dos casos de 
doenga pneumococica que acometia criangas com menos de 5 anos de idade. 155,824,832 A vacina de conjugado PCV7 desencadeava 
uma acentuada resposta humoral dependente de celulas T, que e necessaria para a produgao ideal de anticorpos e a capacidade de 
produzir uma resposta anamnestica por meio de memoria imunologica. Estudos de grande porte demonstraram que a vacina 
pneumococica conjugada heptavalente era eficaz na prevengao de doenga invasiva em criangas pequenas, devido aos sorotipos de 
S. pneumoniae da vacina. 531,859 Apos o uso disseminado da PCV7, a redugao na incidencia de infecgoes pneumococicas invasivas 
causadas por sorotipos incluidos na vacina alcangou 100% em criangas com menos de 5 anos de idade e 94% quando foram 
consideradas todas as faixas etarias. E interessante assinalar que nao houve nenhum aumento na incidencia de infecgoes causadas 
por sorotipos nao incluidos na vacina durante os ensaios clinicos de eficacia, e foi constatada uma redugao da taxa de estado de 
portador nasofaringeo de S. pneumoniae nas criangas vacinadas, um fenomeno nao observado nos receptores de vacinas de 
polissacaridios. Um estudo de pequeno porte sobre a eficacia constatou que a PCV7 tambem provocou respostas humorais 
protetoras em criangas com doenga falciforme. 776 No final de 2007, apenas cerca de 2% dos casos de doenga pneumococica 
invasiva em criangas com menos de 5 anos de idade foram causados por sorotipos incluidos na PCV7. Durante esse periodo pos- 
vacinagao com PCV7, algumas comunidades constataram um aumento da doenga (p. ex., meningite) causado por sorotipos nao 
incluidos na vacina (p. ex., sorotipo 7F) em criangas com menos de 30 dias de idade. 783 Uma revisao da literatura sobre o impacto 
global da vacina conjugada heptavalente verificou que, entre criangas elegiveis para a vacina no periodo pos-vacinagao, foi 
documentada uma redugao na incidencia de doenga pneumococica invasiva variando de 39,9% na Espanha a 99,1% nos EUA. 740 
Desde a introdugao da vacina pneumococica conjugada PCV7, em 2000, houve um declinio no numero de intemagoes para 
pneumonia infantil, e esse quadro se manteve no decorrer dos 12 anos subsequentes. No mesmo periodo, ocorreu tambem um 
declinio menos drastico, porem mensuravel, na intemagao de adultos de idade mais avangada com pneumonia adquirida na 
comunidade. 400 

Em 2010, uma nova vacina de polissacaridio pneumococico conjugada - PCV13 — foi licenciada pela FDA e recomendada para 
uso em criangas pelos CDC e ACIP. 25,158 Essa vacina inclui os sorotipos existentes na PCV7 mais seis sorotipos adicionais: 1, 3, 5, 
6A,7F, 19A. Os sorotipos adicionais incluidos na PVC13 foram responsaveis por 64% dos 4.600 casos de doenga pneumococica 
invasiva documentados em 2007 em criangas com menos de 5 anos de idade. 159 A PCV13 e recomendada para todas as criangas de 
2 a 59 meses de idade e criangas de 60 a 71 meses de idade com doengas de base que aumentem o risco de doenga pneumococica 
invasiva. O esquema completo de imunizagao para a PCV13 inclui recomendagoes que devem ser seguidas para as criangas que 


podem ter recebido previamente a PCV7. 160161 No final de 2011, a PCV13 foi aprovada para adultos a partir de 50 anos de idade 
para a prevengao da doenga invasiva por S. pneumoniae."' 1 O Boxe 13.4 fomece informa95es adicionais sobre a PPSV23 e a 
PCV13 com relagao aos grupos-alvo de vacinas e esquemas de imunizagao. 


Espectro cli'nico de S. pneumoniae 

No hospedeiro apropriado, S. pneumoniae tem acesso aos espagos alveolares por meio de aspiragao ou inalagao e, por fim, pode 
causar pneumonia lobar, com consolidagao e bacteriemia. 490,738 As condigoes reconhecidas que predispoem os adultos a doenga 
pneumococica consistem em doenga broncopulmonar de base e comprometimento da imunidade humoral. As afecgoes que 
comprometem a resposta imune humoral (p. ex., mieloma, linfoma, leucemia linfocltica cronica, cirrose hepatica, deficiencia de 
componentes do complemento) provavelmente exercem maior influencia sobre a suscetibilidade do indivlduo a infecgao 
pneumococica. A incidencia e a gravidade da doenga pneumococica tambem estao aumentadas entre os indivlduos que apresentam 
defeitos nos mecanismos de depuragao das vias respiratorias superiores, incluindo fumantes, e indivlduos com asina, bronquite 
cronica, DPOC ou carcinoma broncogenico e de celulas escamosas do pulmao. As infecgoes virais do trato respiratorio tambem 
predispoem a infecgao pneumococica das vias respiratorias, visto que esses agentes tambem causam dano aos mecanismos de 
depuragao bronquica. O inicio da pneumonia pneumococica e geralmente abrupto, mesmo em pacientes nos quais uma infecgao 
respiratoria viral previa constitui o principal fator predisponente. Em criangas de mais idade e adultos jovens, os sintomas 
consistem em calafrios, seguidos de febre sustentada, tosse e produgao de escarro purulento e, com frequencia, sanguinolento. Nos 
pacientes idosos, a infecgao pode surgir de modo insidioso, no decorrer de varios dias. 655 Os sintomas podem variar desde tosse 
minima, com redugao da temperatura, ate um quadro fulminante, que leva rapidamente ao choque e a morte. As hemoculturas sao 
positivas em 20 a 30% dos pacientes que apresentam pneumonia pneumococica. Em geral, os adultos de idade mais avangada 
apresentam outras condigoes que levarn a um maior risco de doenga grave, incluindo neoplasias malignas, alcoolismo, doenga 
cardiaca, DPOC e diabetes melito. As radiografias de torax de pacientes com pneumonia pneumococica demonstram a presenga de 
consolidagao lobar em cerca de 40 a 50% dos casos, enquanto o restante exibe um padrao broncopneumonico focal. Os infiltrados 
devido a doenga pneumococica tendem a ser unilaterais e acometem mais os alveolos do que os bronquiolos e tecidos intersticiais. 
As complicagSes da pneumonia pneumococica incluem abscesso pulmonar, infecgoes pericardicas, empiema, derrames pleurais e 
endocardite. 315 ’ 402 ’ 465,645 ’ 729 ’ 746,1005 Os derrames pleurais e os empiemas podem ser visualizados em radiografias de torax, porem sao 
delineados de modo mais acurado pela tomografia computadorizada (TC) axial e ultrassonografia. Se esses acumulos de liquido 
forem grandes o suficiente, pode haver necessidade de drenagem com colocagao de tubo toracico para obter uma cura, juntamente 
com terapia antimicrobiana. A TC e a ultrassonografia tambem sao uteis para o diagnostico de pneumonia necrosante e abscessos 
pulmonares profundos causados por S. pneumoniae. A sindrome hemolitico-uremica (SHU) tambem pode ocorrer como 
complicagao da infecgao pediatrica por S. pneumoniae e responde por 4,6 a 15% de todos os casos de SHU na infancia. 108,240,957 ’ 1085 
Essa complicagao ocorre com uma incidencia de 0,04 a 0,6% e e observada principalmente em criangas com menos de 2 anos de 
idade. Entre os casos descritos de SHU, 72% foram associados a pneumonia, com ou sem derrame/empiema, 29% ocorreram com 
meningite pneumococica e 5% foram observados em pacientes com ambas as afecgoes." 40 Recentemente, foi tambem relatada a 
ocorrencia de SHU em adultos associada a pneumonia pneumococica."" A taxa de mortalidade da pneumonia pneumococica e de 
cerca de 5%, mas pode ser aproximada de 20 a 30% quando acompanhada de bacteriemia. A bacteriemia pneumococica sem 
comprometimento pulmonar e uma entidade que ocorre em hospedeiros imunocomprometidos. As doengas de base ou condigoes 
subjacentes que predispoem os pacientes a bacteriemia pneumococica recorrente ou recidivante incluem esplenectomia, leucemia 
mielogena aguda, transplante de medula ossea, doenga falciforme, infecgao pelo HIV e sindrome do intestino curto. 189 


Boxe 13.4 


Vacinas pneumococicas e esquemas de imunizagao para lactentes e criangas (ver tambem o texto) 25,153,155,158 162 


PPSV23 - Vacina pneumococica 23-valente polissacaridica 

Pneumovax* 23 (Merck, Sharpe & Dohme) e Pneu-lmmune 23 (lederle) 

Composta de uma mistura de 23 polissacaridios capsulares de pneumococos, 
incluindo os tipos 1,2,3,4,5,6B, 7F, 8,9N, 9V, 10A, 11 A, 12F, 14,15B, 17F, 18C, 
19A, 19F, 20,22F, 23F e 33F. 

Recomendada para (a) pessoas a partir de 65 anos de idade, (b) pessoas de 2 a 64 
anos de idade com doenga cardiovascular cronica ou avangada, doenga pulmonar 
cronica (p. ex., DPOC, enfisema, asma), diabetes melito, alcoolismo, doenga 
hepatica, insuficiencia renal cronica ou extravasamento do ICR, (c) pessoas que 
apresentam asplenia funcional ou anatomica (p. ex., doenga falciforme, 
esplenectomia), (d) indivlduos a partir de 2 anos de idade que estejam 


PCV13 - Vacina pneumococica 13-valente (conjugada) 

Prevnar 13 (Wyeth Pharmaceuticals, uma subsidiary de Pfizer, Inc.) 

Composta de uma protefna carreadora de toxina difterica inerte (CRM197) que 
esta ligada de modo covalente aos antigenos polissacaridicos capsulares de treze 
sorotipos de pneumococos, incluindo os sorotipos 1,3,4,5,6A, 6B, 7F, 9V, 14,18C, 
19A, 19F e 23F. 

A PCV13 e recomendada para criangas de 2 a 59 meses de idade que nao 
receberam anteriormente nenhuma PCV7. A PCV13 eadministrada em uma serie 
de quatro doses, comegando com 2 meses (a vacina ja pode ser administrada com 
apenas 6 semanas de idade) e, em seguida, com 4,6 e 12 a 15 meses de idade. 
Para lactentes de 2 a 6 meses, as criangas que recebem a primeira dose aos 6 



imunocomprometidos (p. ex., infeqao pelo HIV, leucemia, linfoma, doenga de 
Hodgkin, mieloma multiplo, neoplasias malignas, insuficiencia renal cronica, 
sindrome nefrotica, transplante de medula ossea e pessoas submetidas a 
quimioterapia) e (e) pessoas de 2 a 64 anos de idade que vivam em ambientes ou 
condi^oes que as coloquem em risco de adquirir doen^a pneumococica invasiva (/. 
e., nativos do Alasca, certas populates de indios norte-americanos, residentes de 
ch'nicas geriatricas e outras instituigoes de cuidados prolongados). 

Crian^as com mais de 2 anos de idade que apresentem condi^oes clinicas 
debilitantes devem receber a PPSV23 apos completar todas as doses 
recomendadas de PCV13. Deve-se administrar uma dose aos 2 anos de idade ou 
mais e pelo menos 8 semanas apos a ultima dose de PSV13. As crian^as que 
receberam anteriormente a PPSV23 devem receber as doses recomendadas de 
PSV13 (a direita). 

Crian^as de 24 a 71 meses de idade com condi^oes clinicas debilitantes, que 
tenham recebido menos de tres doses de PCV7 antes dos 24 meses de idade, 
devem receber duas doses de PCV13, seguidas de uma dose de PPSV23 dentro de 8 
semanas ou mais. 

Crian^as de 24 a 71 meses de idade com condi^oes debilitantes e que tenham 
recebido qualquer esquema incompleto de tres doses de PCV7 antes dos 24 meses 
de idade devem receber uma dose de PCV13, seguida de uma dose de PPSV23 
depois de 8 semanas ou mais. 

Recomenda-se uma segunda dose de PPSV23 5 anos apos a primeira dose de 
PPSV23 para criangas com condi^oes clinicas debilitantes (/. e., hemoglobinopatias 
falciformes, asplenia congenita/adquirida/funcional, imunodeficiencias 
congenitas ou adquiridas, terapia imunossupressora, doen^as cronicas, present 
de implantes codeares ou extravasamentos do LCR. 

As vacinas de polissacaridios purificados provocam uma resposta humoral das 
celulas B, porem consistem em antigenos independentes de celulas T. Nao sao 
observadas respostas imunes protetoras em criangas com menos de 2 anos de 
idade. A vacina tambem tern efeitos marginais sobre o estado de portador 
nasofaringeo de pneumococo e apresenta eficacia limitada em pacientes com 
neoplasias hematologicas malignas subjacentes ou estados de imunodeficiencia. 


meses de idade devem receber tres doses subsequentes a intervalos de 4 a 8 
semanas. Recomenda-se urn quarto reform aos 12 a 15 meses de idade e pelo 
menos 8 semanas depois da primeira dose. 

Crian^as saudaveis de 7 a 59 meses de idade que nao tenham sido anteriormente 
vacinadas com PCV7 ou com PCV13 devem receber uma a tres doses de PCV13, 
dependendo da epoca em que a vacina^ao e iniciada e da present ou nao de 
condi^oes debilitantes. 

Crian^as de 24 a 71 meses de idade com condi^oes debilitantes devem receber 
duas doses de PCV13. Sao recomendadas tres doses de PCV13 para lactentes de 7 a 
11 meses de idade, com intervalo de 4 semanas entre as doses, sendo a terceira 
dose administrada aos 12 a 15 meses. 

Sao recomendadas duas doses de PCV13 para crian^as de 1 a 23 meses de idade, 
com intervalo de 8 semanas entre as duas doses. Crian^as saudaveis nao vacinadas 
com mais de 24 a 59 meses de idade devem receber uma dose de PCV13, 
enquanto as crian^as nao vacinadas, porem com condi^oes clinicas debilitantes, 
devem receber duas doses com intervalo de 8 semanas. 

As criangas com menos de 24 meses de idade que tenham recebido uma ou mais 
doses de PCV7 devem completar a serie com PCV13. As crian^as de 12 a 23 meses 
de idade que tenham recebido tres doses de PCV7 devem receber uma unica dose 
de PCV13 pelo menos 8 semanas depois da ultima dose de PSV7 (quarta dose final 
de PCV). Nao ha necessidade de nenhuma dose adicional de PCV13 para crian^as 
de 12 a 23 meses de idade que tenham recebido 2 a 3 doses de PCV7 antes dos 12 
meses de idade e pelo menos uma dose de PCV13 com mais de 12 meses. 

Para crian^as com mais de 2 anos de idade, recomenda-se uma dose unica de 
PCV13 para todas as crian^as de 24 a 59 meses de idade com qualquer esquema de 
vacina^ao incompleto. Para crian$as de 24 a 71 meses de idade com condi^oes 
clinicas debilitantes que tenham recebido qualquer esquema incompleto de 
menos de tres doses de PCV7 ou de PCV13 antes dos 24 meses de idade, sao 
recomendadas duas doses de PCV13. Para crian$as com condi^oes clinicas 
debilitantes que tenham recebido tres doses de PCV7 ou PCV13, recomenda-se 
uma dose unica de PCV13 ate 71 meses de idade. 

Recomenda-se uma dose unica de PSV13 para todas as crian^as de 14 a 59 meses 
de idade que tenham recebido quatro doses de PCV7. Para criangas com condigbes 
clinicas subjacentes, recomenda-se uma unica dose de PCV13 ate 71 meses de 
idade. 

Para criangas de 6 a 18 anos de idade com determinadas condi^oes de risco (/. e., 
crian^as com hemoglobinopatias falciformes, asplenia 
congenita/adquirida/funcional, imunodeficiencias congenitas ou adquiridas, 
terapia imunossupressora, doen^as cronicas, present de implantes codeares ou 
perda de LCR) que nao tenham recebido anteriormente nenhuma dose de PCV13, 
deve-se administrar uma dose unica de PCV13. 

Provoca uma resposta humoral dependente de celulas T, que e necessaria para a 
produ^ao otima de anticorpos e a capacidade de desencadear uma resposta 
anamnestica. Os estudos realizados demonstraram a eficacia da vacina na 
preven^ao de doen^a invasiva em crian^as pequenas causada por sorotipos da 
vacina, com preven^ao de mais de 90% dos casos de doen^a pneumococica 
invasiva por sorotipos da vacina. As taxas de estado de portador nasofaringeo de 5. 
pneumoniae tambem estao diminuidas em criamjas vacinadas. 



S. pneumoniae tambem constitui a causa mais comum de meningite bacteriana em adultos de idade mais avangada, seguido de 
N. meningitidis, S. aureus e outros microrganismos gram-positivos (p. ex., L. monocytogenes ). 462 Com o uso crescente das vacinas 
conjugadas para H. influenzae tipo b, um estudo multicentrico realizado entre 2001 e 2004 relatou que o pneumococo tomou-se o 
terceiro agente mais comum em criangas de 1 a 3 meses de idade (14%), enquanto os estreptococos do grupo B e N. meningitidis 
ocuparam o primeiro e o segundo lugar como agentes mais comuns (39 e 32%, respectivamente). 765 S. pneumoniae foi o agente 
mais comum em criangas de 3 meses a 3 anos de idade (45%), seguido de TV. meningitidis (34%) e dos estreptococos do grupo B 
(11%). Na faixa etaria dos 3 aos 10 anos, S. pneumoniae (47%) e TV. meningitidis (32%) foram os agentes etiologicos mais comuns, 
com TV. meningitidis ultrapassando S. pneumoniae em criangas de 10 a 19 anos de idade. "' 5 Em um relato de 2011, foi constatado 
que, enquanto os estreptococos do grupo B continuaram sendo o agente mais comum da meningite em criangas com menos de 2 
meses de idade (86%), e o meningococo foi a causa da meningite na faixa etaria dos 11 aos 17 anos, o pneumococo prevaleceu em 
todos os outros grupos etarios pediatricos. 111-1 A introdugao da vacina PCV7, em 2000, produziu um declinio significativo na 
incidencia de meningite pneumococica nos paises em que constituiu parte do esquema de vacinagao nacional. Esse declinio foi 
mais evidente entre criangas com menos de 2 anos de idade, porem houve um notavel aumento na incidencia de meningite causada 
por sorotipos de pneumococos nao incluidos na vacina PCV7 (p. ex., sorotipo 19A). 580 Esse sorotipo foi incluido na formulagao da 
vacina PVC13. Nos adultos, S. pneumoniae responde por cerca de um tergo dos casos de meningite adquirida na comunidade nos 
EUA e apresenta uma taxa de mortalidade associada de 20 a 25%. A meningite por S. pneumoniae habitualmente ocorre em 
consequencia de semeadura das meninges durante a bacteriemia, quando os microrganismos provavelmente penetram pelo plexo 
corioideo. Nos adultos, cerca de 60 a 70% apresentam sintomas de febre, rigidez de nuca e alteragdes do estado mental. Nos 
lactentes, o quadro clinico pode ser dominado por choro, irritabilidade, mal-estar, dificuldades na alimentagao, vomitos e 
convulsoes; observa-se o desenvolvimento de fontanela abaulada em apenas cerca de um tergo desses lactentes. Nos individuos 
idosos e/ou adultos imunocomprometidos, a apresentagao pode ser insidiosa, com letargia, obnubilagao e pouca ou nenhuma febre 
como norma. 4 "' 2 Entretanto, pode ocorrer meningite, juntamente com choque septico que acaba sendo fatal, em pacientes com 
imunossupressao profunda (p. ex., pacientes submetidos a transplante de medula ossea). 416 A endocardite pneumococica constitui 
uma complicagao incomum da meningite pneumococica e esta associada a um desfecho clinico desfavoravel. 6 "'" S. pneumoniae 
tambem constitui a principal causa de meningite apos fraturas de cranio. O traumatismo cranioencefalico, resultando em fratura da 
base do cranio com extravasamento do LCR, interrompe a integridade da dura-mater e pode possibilitar a entrada direta dos 
microrganismos no sistema nervoso central a partir de um local de infecgao adjacente (p. ex., sinusite, mastoidite, otite media). 738 
As complicagoes raras da meningite pneumococica incluem abscesso epidural espinal, osteomielite vertebral e abscesso 
paraespinal. 81 

Na populagao pediatrica, S. pneumoniae e responsavel por 40 a 50% dos casos de otite media aguda e foi associado a 
ocorrencia de sinusite e mastoidite. 829,953 Devido a vacinagao com vacinas pneumococicas conjugadas, a etiologia da otite media 
aguda continua mudando com o passar do tempo. Em pacientes com otite media, a membrana timpanica aparece inflamada, imovel 
e abaulada ao exarne com otoscopio. A maioria das criangas com otite media tambem apresenta rinorreia e congestao nasal, e cerca 
de dois tergos sao febris. As complicagSes incluem perfuragao da membrana timpanica, mastoidite, paralisia do nervo facial, 
bacteriemia e artrite septica. 579 A melhor forma de se obterem amostras para o diagnostico e por meio de miringotomia e 
timpanocentese. Os pneumococos, juntamente com H. influenzae nao tipavel, sao tambem responsaveis por aproximadamente 70% 
dos casos de infecgoes sinusais agudas e subagudas. 

S. pneumoniae constitui uma causa pouco frequente de endocardite, pericardite, osteomielite, artrite septica, peritonite, 
infecgoes pelvicas em mulheres, infecgSes neonatais e infecgoes da pele/tecidos moles. Na maioria dos casos, os pacientes 
apresentam doenga de base, como diabetes melito, neoplasias malignas, alcoolismo, LES ou infecgao pelo HIV, e possuem outros 
focos de doenga pneumococica, como meningite ou pneumonia. Os pneumococos sao responsaveis por menos de 3% dos casos de 
endocardite bacteriana e por 3 a 7% de todos os casos de endocardite pediatrica. 382 A endocardite pneumococica segue uma 
evolugao aguda, esta associada a destruigao valvar e fonnagao de abscessos perivalvares aorticos e apresenta uma taxa de 
mortalidade de 24% a >50%. 529,621,931,1005 O tratamento da endocardite pneumococica apenas com terapia clinica esta associado a 
um prognostico sombrio. Muitos pacientes apresentam, de fato, valvas cardiacas normais; entretanto, em um estudo de endocardite 
pneumococica em criangas, a presenga de doenga cardiaca congenita constituiu o unico fator de risco identificavel. 190 A peritonite 
primaria causada por pneumococos era antigamente uma entidade clinica comum observada em criangas, em associagao com 
sindrome nefrotica; todavia, hoje em dia, ocorre principalmente em adultos com cirrose e outras doengas hepaticas. A patogenese 
da peritonite pneumococica ocorre por via hematogenica ou inoculagao local. 300 Com frequencia, ocorrem infecgoes 
osteoarticulares, osteomielite e artrite septica causadas por S. pneumoniae em criangas com doenga falcifonne. 188,772,789,1160 Foram 
tambem documentadas taxas mais elevadas de artrite septica pneumococica em criangas com infecgao pelo HIV. 865 Nos adultos, a 
artrite septica pneumococica e habitualmente observada em pacientes com foco de infecgao em outro local (/. e., infecgao da 
corrente sanguinea, meningite, sinusite) e acomete mais de uma articulagao em cerca de um quarto a um tergo dos pacientes. 413,848 
A artrite septica pneumococica ocorre com mais frequencia em pacientes com doenga articular de base (p. ex., artrite reumatoide) e 
acomete habitualmente articulagSes nativas, embora se tenha descrito o comprometimento de proteses articulares. 848 No Japao, foi 
diagnosticada a ocorrencia de artrite septica pneumococica poliarticular em um homem de 28 anos de idade apos uma unica infusao 
de infliximabe para artrite reumatoide 435 O paciente nao tinha nenhuma evidencia de pneumonia pneumococica em outro local, 


com excegao das culturas do llquido articular e hemoculturas positivas. Na maioria dos casos, o tratamento pode consistir em 
cobertura antimicrobiana adequada e artrocentese. Em algumas mulheres, S. pneumoniae pode constituir parte transitoria da 
microbiota vaginal, e podern ocorrer infecgoes pelvicas, obstetricas e ginecologicas (p. ex., bartolinite, doenga inflamatoria 
pelvica), particularmente na presenga de condigoes predisponentes, como uso de dispositivo intrauterino ou cirurgia ginecologica 
recente. 9 ’ - ' 811 Os abscessos tubo-ovarianos causados por S. pneumoniae tambem podem constituir uma fonte de infecgoes 
peritoneais pneumococicas. 80 Foram relatadas infecgSes pneumococicas neonatais, que representam 1 a 11% dos casos de sepse 
neonatal. 461,698 Esses lactentes podem apresentar meningite, bacteriemia e/ou pneumonia, artrite/osteomielite ou otite media e 
habitualmente sao lactentes a termo com 2 a 3 semanas de idade por ocasiao da apresentagao. O trato genital matemo constitui a 
provavel fonte de infecgao nesses lactentes. 390,698 S. pneumoniae tambem foi reconhecido como causa rare, porem significativa de 
infecgSes dos tecidos moles, incluindo celulite facial e periorbitaria, fasciite necrosante, rabdomiolise, piomiosite e 
abscessos. 58,92,367,373,498,553,806,1137,1154,1165 A celulite facial e periorbitaria ocorre predominantemente em criangas como complicagao 
de infecgao das vias respiratorias superiores, sinusite pneumococica ou traumatismo envolvendo as palpebras. 7 ’ ,sls Em um relato 
de 56 pacientes com infecgoes de tecidos moles causadas por S. pneumoniae, as infecgSes da ferida cirurgica foram as mais 
frequentes, seguidas de infecgao de queimaduras, piomiosite, celulite e abscessos perineais ou escrotais. 367 Na maioria dos casos, os 
pacientes tinhain doengas de base ou condigSes debilitantes, incluindo queimaduras, diabetes melito, neoplasias, psoriase ou 
infecgao pelo HIV. A fasciite necrosante causada por S. pneumoniae e observada em pacientes idosos com multiplos fatores de 
risco, incluindo traumatismo menor, imunossupressao em consequencia de medicamentos, alcoolismo, doenga subjacente (p. ex., 
diabetes melito, LES) e cirrose. 264,498,806,1154 A rabdomiolise pneumococica e uma rara condigao que ocorre em individuos idosos 
com pneumonia pneumococica, embora possa haver outros locais infectados (p. ex., meningite, celulite, artrite). 58,92,924 Em geral, a 
doenga surge no inicio da infecgao pneumococica e inclui fraqueza dos membros e dor muscular generalizada ou localizada. As 
biopsias musculares podem estar normais ou podem revelar degeneragao focal das fibres, decomposigao do tecido muscular e 
necrose, e, em geral, verifica-se a presenga de leucocitose periferica, niveis elevados de creatininoquinase e mioglobinuria. 

Sensibilidade de S. pneumoniae a antimicrobianos 

A maior preocupagao relacionada ao S. pneumoniae consiste na emergencia de resistencia a agentes antimicrobianos, 
particularmente a penicilina. 241,503,909,1129 Os pneumococos com diminuigao da sensibilidade a penicilina foram descritos pela 
primeira vez na decada de 1960. Durante as decadas de 1970 e 1980, a resistencia a penicilina entre isolados de S. pneumoniae era 
rara nos EUA, e apenas 0,2% das cepas eram resistentes. Entretanto, em meados da decada de 1990, 35% dos isolados de 
pneumococos nos EUA demonstraram uma redugao da sensibilidade a penicilina. 49,909 Um estudo publicado em 1998 sobre 845 
isolados pneumococicos de centros medicos dos EUA constatou que as porcentagens de cepas com resistencia intermediaria e 
resistencia de alto nivel a penicilina foram, respectivamente, de 21,8 e 16,0%. 294 Estudos publicados no inicio do novo milenio 
entre populagSes no sistema de vigilancia nacional dos EUA indicaram que a redugao da sensibilidade a penicilina entre isolados 
de S. pneumoniae variou de 14,7 a 35,1%, dependendo da regiao geografica, sendo observados mais comumente em criangas com 
menos de 5 anos de idade. 11-9 Os sorotipos pneumococicos incluidos na PCV7 e na PSV23 responderam por 78 e 88% das cepas 
resistentes a penicilina, respectivamente. Em um estudo de 1.531 isolados clinicos de S. pneumoniae, obtidos em 33 centros 
medicos dos EUA durante um invemo de 1999 a 2000, foi constatado que 34,2% dos isolados nao eram sensiveis a penicilina (CIM 
> 0,12 pg/mf) e 21,5% demonstraram uma resistencia de alto nivel a penicilina (CIM > 2 pg/mf). 2 ' 9 ’ Entre 10.103 isolados de S. 
pneumoniae das vias respiratorias adquiridos na comunidade, obtidos em 2000 a 2001 de 206 centros, em 154 regioes dos EUA, 
38,9% demonstraram sensibilidade diminuida a penicilina. -9- Durante o mesmo periodo, foi tambem documentada diminuigao da 
sensibilidade a penicilina em isolados de S. pneumoniae de outros paises. Em um estudo realizado em 2003, a porcentagem de 
cepas com sensibilidade diminuida a penicilina foi de 6,5% na Inglaterra, 9,1% na Alemanha, 12,4% na Italia, 36,4% na Grecia, 
54,5% na Espanha e 56,7% na Franga. 8-4 Dados intemacionais obtidos de 3.778 isolados de S. pneumoniae, de 1999 a 2000, 
constataram que a resistencia a penicilina foi muito alta em paises do Oriente Medio (65,5%), Africa (64%) e Asia (60,4%), porem 
mais baixa na America do Norte (40,3%), na Europa (36,9%) e no Sul do Pacifico (31,8%). Dados obtidos do estudo de vigilancia 
longitudinal PROTEKT US em 39.495 isolados de S. pneumoniae obtidos nos EUA, de 2004 a 2008, constataram que a 
porcentagem de isolados resistentes a penicilina aumentou de 12,5% em 2004 para 20% em 2008. 513 Mais uma vez, foram 
observadas diferengas regionais acentuadas na sensibilidade a penicilina. Os isolados de S. pneumoniae que demonstraram 
diminuigao da sensibilidade ou resistencia completa a penicilina G tambem foram menos sensiveis a outras penicilinas e as 
cefalosporinas de todas as geragoes, e a CIM de todos os agentes betalactamicos aumentou a medida que houve aumento da CIM 
da penicilina. 29 ' Como corolario dessa observagao e tendencia, foram relatados fracassos do tratamento das infecgoes 
pneumococicas graves com agentes anteriormente uteis, como cefotaxima, cefuroxima e ceftriaxona. 134,146,503,520 

A resistencia do S. pneumoniae a penicilina esta associada a uma alteragao das proteinas que ligam penicilina (PBP; do ingles, 
penicillin-binding protein), que possuem afinidade diminuida pela ligagao da penicilina a parede celular bacteriana. 477 Na realidade, 
as PBP sao enzimas transpeptidases que estao envolvidas na sintese de peptidoglicano, e foram identificadas seis PBP — designadas 
como la, lb, 2a, 2b, 2x e 3 — em S. pneumoniae. As cepas que sao resistentes exibem arranjos mosaicos nos genes la, 2b e 2x que 
codificam a PBP. 858 Quando determinantes da resistencia a penicilina em S. pneumoniae foram inicialmente descritos, foi relatado 
que a presenga de alteragdes em PBP la era essencial para a resistencia de alto nivel a penicilina; entretanto, pesquisas adicionais 
demonstraram que as alteragdes da PBP la, juntamente com mutagoes simultaneas na PBP2b e 2x, estao associadas a uma 


resistencia de alto nivel a penicilina e ceftriaxona, e esses isolados apresentam uma CIM de > 4 pg/m ^. 394 - 395 - 478 - 734 - 856 Mutagdes 
nesses genes que levam a uma resistencia de alto nivel a penicilina e a ceftriaxona sao observados entre uma ampla variedade de 
sorotipos de pneumococos, incluindo os sorotipos 14, 19F e 23F. Mutagdes acumuladas nos genes pbp estao associadas a aumentos 
simultaneos nas CIM da penicilina e das cefalosporinas de terceira geragao. Outros detenninantes de resistencia aos betalactamicos 
nao mediada por PBP tambem estao envolvidos na resistencia de S. pneumoniae a penicilina e as cefalosporinas. 125 Os pontos de 
quebra para os pneumococos diferem, dependendo do local de isolamento. Os isolados do LCR (/. e., meningite) com CIM da 
penicilina de < 0,06 pg/mf sao sensiveis, enquanto aqueles com CIM de > 12 pg/mf sao considerados resistentes. Para infecgoes 
nao meningeas (/. e., isolados de locais distintos do LCR), os isolados com CIM da penicilina de < 2,0 pg/mf sao considerados 
sensiveis, aqueles com CIM de 4,0 pg/mf sao considerados de resistencia intermediaria, e aqueles com CIM de > 8 pg/mf sao 
considerados resistentes. 204 

Alem das penicilinas e das cefalosporinas, foi relatada a resistencia dos pneumococos a varios outros agentes antimicrobianos, 
incluindo macrolidios, sulfonamidas, tetraciclinas e fluoroquinolonas. 241 ' 293,294,525 ' 526,1129 Em um estudo intemacional publicado em 
2004, a resistencia aos macrolidios entre isolados de S. pneumoniae foi maior na Asia (51,7% de cepas resistentes), seguida da 
Europa (26,0% de cepas resistentes), America do Norte (21,6% de cepas resistentes), Oriente Medio (13,7% de cepas resistentes), 
Sul do Pacifico (10,6% das cepas resistentes) e Africa (10% de cepas resistentes). 106 Antes de 1998, as porcentagens de cepas de S. 
pneumoniae nos EUA resistentes a eritromicina, claritromicina e azitromicina foram, respectivamente, de 14,3%, 12,7% e 
11,7%. 294 No periodo de 1994 a 2000, a resistencia dos pneumococos a eritromicina aumentou de 23,6% para 34%. 293 Dados do 
estudo de vigilancia longitudinal PROTEKT US, conduzido entre 2000 e 2004, mostram que as taxas de resistencia aos agentes 
antimicrobianos macrolidios (eritromicina, claritromicina e azitromicina) permaneceram bastante estaveis durante esse periodo, 
variando de 27,5 a 31%. 513 No estudo LEADER Surveillance, de 2010, 38,5% dos 803 isolados de pneumococos mostraram-se 
resistentes a eritromicina, e 20,4% exibiram resistencia a clindamicina. 347 A resistencia de S. pneumoniae aos macrolidios e 
mediada pelo gene erm (B) ou pelo gene /we/(74). 619,990,1177 O primeiro codifica uma metilase, enzima que provoca resistencia aos 
agentes macrolidios-lincosamina-estreptogramina B, enquanto o segundo gene codifica uma bomba de efluxo de antibioticos. O 
gene erm(A) nao e encontrado com frequencia nos pneumococos, porem outros mecanismos de resistencia aos macrolidios podem 
envolver mutagdes nos genes que codificam proteinas ribossomicas (p. ex., as proteinas L4 e L22) ou mutagdes no rRNA (/. e., 
rRNA 23S). 857 Houve tambem um aumento substancial na resistencia as sulfonamidas, particularmente ao SXT. No projeto de 
vigilancia SENTRY de 1997, foi constatado que 19,8% de 845 isolados de pneumococos nos EUA e 15,8% de 202 isolados no 
Canada foram resistentes ao SXT. 294 De 1.531 isolados de S. pneumoniae obtidos no periodo de 1999 a 2000, 30,3% foram 
resistentes ao SXT. 293 Os dados obtidos do estudo PROTECKT US, de 2000 a 2004, relataram que a resistencia ao SXT diminuiu 
ligeiramente entre 2000 (33,9%) e 2004 (24,1%). 513 Dados do programa LEADER Surveillance de 2010 situaram a resistencia dos 
pneumococos ao SXT em 23,8%. 347 Na America do Norte, a resistencia a tetraciclina permaneceu bastante estavel, variando de 
cerca de 9,0% a 10,9% em meados da decada de 1990 ate entre 14,6 e 15,9% no periodo de 2000 a 2004. Entretanto, foi observada 
uma resistencia a tetraciclina em 22,6% de 803 isolados de S. pneumoniae testados no estudo de vigilancia de 2010. 347 E 
interessante assinalar que a resistencia as fluoroquinolonas desenvolveu-se lentamente em S. pneumoniae. A resistencia as 
fluoroquinolonas nos pneumococos deve-se a mutagdes cromossomicas envolvendo o gene parC para a topoisomerase IV e o gene 
gvrA da DNA-girase. 503 No periodo de 1994 a 2000, as taxas de resistencia ao ciprofloxacino nos EUA variaram de 1,4 a 1,8%. 293 
Em um estudo de vigilancia intemacional, foi constatado que apenas 0,4% de 1.870 isolados de pneumococos demonstrou 
resistencia ao levofloxacino, moxifloxacino ou gatfloxacino. 524 No estudo SENTRY de 2003, nenhum de mais de 6.000 isolados de 
S. pneumoniae foi resistente ao levofloxacino, e houve resistencia ao ciprofloxacino em menos de 1%. Dados do PROTECKT nos 
EUA, de 2000 a 2004, relataram taxas de resistencia ao levofloxacino de 0,8 a 1,1%. 513 As baixas taxas de resistencia as 
fluoroquinolonas em S. pneumoniae foram corroboradas em muitos estudos de vigilancia. 106,347 Em um estudo de 803 isolados de S. 
pneumoniae testados como parte do programa LEADER Surveillance, 99,9 e 99,6% foram sensiveis a linezolida e a tigeciclina, 
respectivamente. 347 A ceftarolina, uma cefalosporina parenteral de amplo espectro com atividade contra MRSA, demonstrou uma 
boa atividade contra S. pneumoniae. Em estudos multicentricos, a ceftarolina inibiu 98,7% dos isolados em um ponto de quebra 
sensivel da FDA de < 0,25 pg/mf e foi 16 vezes mais ativa do que a ceftriaxona. Esse agente tambem demonstrou ter uma boa 
atividade contra S. pneumoniae multidrogarresistente, e 90% dos isolados apresentaram CIM de < 0,25 pg/mf. Os 44 isolados nao 
sensiveis nesse grupo apresentaram CIM da ceftarolina que foi apenas uma diluigao maior (/. e., 0,50 pg/mf). 331 S. pneumoniae 
continua sendo sensivel a vancomicina. No Capitulo 17, sao encontradas informagdes adicionais sobre a sensibilidade de S. 
pneumoniae a agentes antimicrobianos, bem como metodos para testar a sensibilidade aos antimicrobianos. 

Em 2004, Arbique et al. 3b isolaram um Streptococcus alfa-hemolitico incomum, que se assemelhava a S. pneumoniae. Com 
base em determinadas caracteristicas fenotipicas, esse microrganismo foi denominado Streptococcus pseudopneumoniae. Um 
estudo subsequente conduzido por Keith et al ,, 55 " na Nova Zelandia, avaliou os dados laboratoriais e de tratamento de 33 pacientes 
que tiveram crescimento de S. pseudopneumoniae em culturas de amostras das vias respiratorias. A idade desses pacientes variou 
de 15 a 89 anos, e todos apresentaram sintomas das vias respiratorias inferiores com tosse. Mais de 75% dos pacientes tiveram 
exacerbagdes da DPOC. Um estudo de caso-controle sugeriu que a DPOC era significativamente mais comum entre pacientes com 
S. pseudopneumoniae do que entre pacientes de controle que nao apresentavam o microrganismo em amostras das vias 
respiratorias. 250 Esses pesquisadores ressaltaram a necessidade de estudos subsequentes para determinar o habitat natural do S. 
pseudopneumoniae e o papel desse microrganismo recem-descrito em outras infecgoes, incluindo pneumonia. Em um estudo 



subsequente conduzido por Harf-Monteil et al., 42s na Franga, foi detenninado que esse microrganismo era bastante incomum, com 
apenas um unico isolado no decorrer de um periodo de 7 meses, durante o qual foram relatados 120 isolados de S. pneumoniae. 
Esses pesquisadores tarnbem mostraram que a cepa tipo de S. pseudopneumoniae tinha potencial patogenico em um modelo murino 
de peritonite-sepse, enquanto o unico isolado clinico de um paciente era avirulento. Em um estudo realizado na India, foi 
constatado que os seis isolados de S. pseudopneumoniae eram o isolado predominante ou unico isolado das amostras de escarro 
purulento, e todos os seis pacientes apresentaram infecgoes sintomaticas das vias respiratorias inferiores. 8 ' 12 Em um estudo do perfil 
de sensibilidade antimicrobiana de 95 isolados de S. pseudopneumoniae de amostras de escarro, 32 exibiram redugao da 
sensibilidade a penicilina e ampicilina. 549 Entre esses isolados, a resistencia a eritromicina, azitromicina, clindamicina e tetraciclina 
foi observada em 35%, 32%, 16% e 45%, respectivamente. Todos os isolados foram sensiveis a cefotaxima, ceftriaxona, cefepima, 
meropenem, levofloxacino e vancomicina. Laurens et al. 603 tarnbem examinaram a sensibilidade de 140 isolados de S. 
pseudopneumoniae e constataram que 21% apresentaram redugao da sensibilidade a penicilina, 57% foram resistentes a 
eritromicina e 43% exibiram resistencia a tetraciclina. Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina, ao levofloxaxino e a 
gentamicina. No estudo conduzido por Sariya Mohammadi e Dhanashree, todos os seis isolados de S. pseudopneumoniae foram 
resistentes a eritromicina e ao SXT, e quatro tiveram sensibilidade reduzida a penicilina, tres se mostraram resistentes a tetraciclina, 
e dois foram resistentes ao ciprofloxacino. 412 Tanto S. pneumoniae quanto S. pseudopneumoniae pertencem ao grupo mitis dos 
estreptococos viridans. Estudos geneticos moleculares de S. mitis e de S. pseudopneumoniae identificaram homologias dos genes 
de virulencia que sao encontrados em S. pneumoniae. Em cinco isolados de S. mitis, Johnston et al. >2 ~ identificaram genes com 67 a 
82% de homologia de sequencia com os genes da pneumolisina (ply ) e da neuraminidase A ( nanA ) do S. pneumoniae, e 
constataram que os genes S. pneumoniae identificados nesses microrganismos compartilhavam 99,4 a 99,75% de homologia de 
sequencia com os genes correspondentes de S. pneumoniae. 

Estreptococos viridans 

Os estreptococos viridans incluem diversas especies de estreptococos alfa-hemoliticos e nao hemoliticos, cuja maioria faz parte da 
microbiota das vias respiratorias superiores e do trato geniturinario. Antes de decada de 1980, as especies de estreptococos viridans 
eram inteiramente descritas pelas suas caracteristicas fenotipicas e eram colocadas em grupos, com base em algumas dessas 
caracteristicas. Como mostra o Boxe 13.2, esses microrganismos sao divididos no grupo mitis/sanguinis, grupo mutans, grupo 
anginosus e grupo bovis. Esta segao ira tratar principalmente dos grupos mitis/sanguinis, mutans e salivarius e sua importancia 
clinica. Devido a certas caracteristicas singulares e a suas manifestagoes clinicas, os grupos anginosus e bovis serao descritos em 
segoes subsequentes. A analise dos estreptococos viridans por tecnicas moleculares e geneticas e baterias ampliadas de testes 
fenotipicos alterou consideravelmente a taxonomia dos estreptococos viridans. 1017 DescrigSes modificadas de especies bem 
reconhecidas (p. ex., S. mitis, S. sanguinis) foram publicadas ao longo dos anos, e varias especies novas emergiram com a 
disponibilidade de tecnicas moleculares, como o sequenciamento do rRNA 16S. A frequencia de isolamento e os papeis 
desempenhados por essas mais novas especies em doengas infecciosas aguardam mais esclarecimentos, a medida que surgem mais 
dados e relatos de casos na literatura. 

Os estreptococos viridans dos grupos mitis/sanguinis, mutans e salivarius estao envolvidos em cerca de 20% dos casos de 
endocardite bacteriana subaguda, e, nesse contexto, causam bacteriemia sustentada, levando a seu isolamento de multiplos 
conjuntos de hemoculturas. A endocardite por estreptococos viridans e observada com mais frequencia em individuos com doenga 
preexistente de valvas nativas, devido a doenga reumatica ou cardiopatia congenita, em particular, ou tarnbem pode envolver 
proteses valvares. As fontes dos microrganismos que causam endocardite infecciosa consistem habitualmente na orofaringe, trato 
urogenital e trato gastrintestinal. A higiene oral precaria e/ou a doenga periodontal sao frequentemente observadas em pacientes 
com endocardite infecciosa. A cirurgia oral e outros procedimentos invasivos (p. ex., sigmoidoscopia de fibra optica, endoscopia do 
trato gastrintestinal superior) podem causar bacteriemia transitoria, que pode levar ao desenvolvimento de vegetagSes em valvas 
cardiacas previamente lesionadas. A endocardite causada por estreptococos viridans surge de modo insidioso, e os achados mais 
comuns consistem em febre, fadiga e perda de peso. Com frequencia, verifica-se a presenga de sopros cardiacos, estigmas 
perifericos da endocardite (p. ex., hemorragias subungueais e conjuntivais, petequias) e vegetagSes nas valvas cardiacas. As 
complicagSes da endocardite por estreptococos viridans incluem doenga multivalvar, aneurismas da valva mitral, abscessos 
paravalvares e glomerulonefrite associada a imunocomplexos circulantes. As identificagoes de referenda de especies de 
estreptococos viridans associadas a endocardite bacteriana subaguda verificaram que S. mitis, S. sanguinis, S. parasanguinus, S. 
oralis, S. gordonii, S. mutans, S. salivarius, S. vestibularis e S. sinensis constituent os estreptococos viridans mais frequentemente 
encontrados na endocardite. A nova especie de estreptococo viridans, S. tigurinus, foi descrita pela primeira vez em um homem de 
74 anos de idade que apresentava endocardite complicada por meningite e espondilodiscite. 11 '’ 9 

Embora a bacteriemia transitoria desaparega habitualmente sem quaisquer efeitos adversos, a bacteriemia prolongada por 
estreptococos viridans em pacientes neutropenicos submetidos a quimioterapia do cancer ou a transplante de celulas-tronco 
humanas constitui uma entidade clinica reconhecida que ocorre em pacientes tanto adultos quanto pediatricos. 15 ’ 144,257,420 ’ 677 ’ 792 ’ 1052 
Nesse contexto, a bacteriemia esta associada a quimioterapia citotoxica agressiva administrada para o tratamento de leucemias 
(particularmente a leucemia mieloide aguda), linfomas, tumores solidos e transplante de medula ossea. Em geral, a bacteriemia 
causada por estreptococos viridans ocorre dentro de 8 a 21 dias apos a quimioterapia, com 6 a 7 dias, em media, apos o inicio da 
neutropenia. Os fatores de risco para o desenvolvimento de bacteriemia por estreptococos viridans incluem a administragao de 


agentes citotoxicos em altas doses (p. ex., particulannente citarabina em altas doses), presenga de mucosite oral em consequencia 
da quimioterapia citotoxica ou radioterapia, presenga de acessos de demora (p. ex., cateteres de Hickman) e neutropenia 
profunda. 15,420,792 A mucosite oral, as lesoes da mucosa do trato gastrintestinal e os acessos de demora proporcionam uma porta de 
entrada para esses microrganismos na corrente sanguinea. 35,257 Nesse aspecto, a saude dentaria subjacente precaria e a ocorrencia de 
doenga periodontal tambem constituem fatores de risco para o desenvolvimento da bacteriemia por estreptococos viridans em 
hospedeiros neutropenicos. 393 Nesses pacientes, a bacteriemia por estreptococos viridans pode ser complicada pelo 
desenvolvimento da sindrome de desconforto respiratorio do adulto (SDRA), hipotensao, choque e endocardite bacteriana. 15,782 As 
especies de estreptococos associadas a bacteriemia neutropenica incluem S. mitis, S. oralis, S. salivarius, S. sanguinis, S. gordonae; 
S. parasanguinis e S. vestibularis, sendo S. mitis a especie predominante isolada de hemoculturas de pacientes com neoplasias 
malignas (Boxe 13.2). 35,421 No passado, essa sindrome estava associada a complicagdes graves em 15 a 40% dos pacientes, com 
uma elevada taxa de mortalidade de ate 20%; entretanto, estudos recentes documentaram menor numero de complicagdes (cerca de 
7%), sendo a taxa de mortalidade atribuivel a infecgao da corrente sanguinea por estreptococos viridans de menos de 2%. 15,485,677,792 
Os melhores resultados observados nesses pacientes provavelmente sao devidos a melhor capacidade de diagnostico e cuidados de 
suporte para pacientes neutropenicos em ambientes de terapia intensiva. Foram tambem relatadas infecgoes bacteriemicas por 
estreptococos viridans em recem-nascidos a termo e prematures com baixo peso ao nascimento. Com frequencia, as maes desses 
lactentes apresentam fatores de risco que afetam de modo adverso o desfecho da gravidez, incluindo corioamnionite, ruptura 
prematura das membranas fetais, inicio premature de trabalho de parto e ITU por ocasiao do parto. 

Os estreptococos viridans raramente podem ser isolados de outras infecgoes graves, como meningite, pneumonia e outras 
infecgoes, particulannente em hospedeiros imunocomprometidos. A meningite causada por estreptococos viridans pode ser 
observada tanto em adultos quanto em criangas, e a apresentagao clinica difere pouco daquela das outras meningites piogenicas (/. 
e., rigidez de nuca, convulsoes, inflamagao meningea e alteragao do estado mental). 362,659,1169 A fonte do microrganismo e 
habitualmente endogena e esta associada a anormalidades estruturais congenitas da cabega e do pescogo, infecgoes de cabega e 
pescogo (p. ex., sinusite maxilar odontogenica, mastoidite), endocardite ou infecgoes extracranianas. 539,843,1169 O traumatismo 
cranioencefalico anterior ou procedimentos neurocirurgicos (p. ex., craniotomia) constituem fatores de risco e foram associados ao 
desenvolvimento de meningite por estreptococos viridans. 113,659 As complicagdes observadas consistem em supuragao intracraniana 
e vasculite cerebral. 659 Podem ocorrer outras infecgoes do SNC, como abscesso cerebral, apos traumatismo ou cirurgia de cranio, 
ou secundariamente a um foco primario de infecgao em outra parte do corpo por meio de extensao direta de um local contiguo ou 
por via hematogenica. 539 Pode ocorrer extensao direta a partir de infecgoes dentarias, infecgao dos seios paranasais ou fontes 
otogenicas. Os abscessos cerebrais sao habitualmente singulares, localizam-se nos lobos frontal ou temporal e podem ser 
polimicrobianos. As condigoes predisponentes para o abscesso cerebral por estreptococos viridans incluem insuficiencia cardiaca 
congestiva, otite media cronica, infecgoes otogenicas, lesoes cranioencefalicas com rinorreia do LCR, sinusectomia, 
imunossupressao e craniotomia seguida de colocagao de derivagao ventriculoperitoneal. 843,1094 Foi tambem relatada a ocorrencia de 
pneumonia bacteriemica por estreptococos viridans, embora esse quadra seja rare. A pneumonia por pneumococos viridans e 
observada em pacientes idosos no contexto de aspiragao orofaringea. 1018 Com frequencia, esses pacientes tern dentigao precaria, 
caries, DPOC ou condigoes clinicas debilitantes, como diabetes melito. As complicagdes (p. ex., empiema, abscessos pulmonares) 
associadas a pneumonia por estreptococos viridans tambem sao raras. Todavia, em uma serie que descreveu a ocorrencia de 
pneumonia em organizagao que simulou um carcinoma de pulmao, foram identificados estreptococos viridans e especies 
saprofiticas de Neisseria como os unicos fatores etiologicos em 55,6% de 27 casos. 1150 Os pacientes eram, em sua maioria, homens, 
e a idade variou de 41 a 80 anos. Os tumores ressecados eram de tamanho variavel (1,5 a 8,5 cm) e nitidamente demarcados; 
apresentaram inflamagao com organizagao e, algumas vezes, foram associados a necrose bronquica. Outras infecgoes causadas por 
diversas especies de estreptococos viridans incluem artrite septica, osteomielite vertebral secundaria a bacteriemia/endocardite, 
pericardite, sindrome de Lemierre e ceratite cristalina infecciosa. 626,800,1047,1049,1066,1158 

Alguns estreptococos viridans na cavidade oral estao associados ao inicio e a patogenese de caries dentarias. S. mutans, S. 
sobrinus e outros membros do grupo mutans de estreptococos orais produzem enzimas denominadas glicosiltransferases, que 
hidrolisam a sacarose da dieta (um dissacaridio de glicose e frutose) e que unem os residuos de glicose entre si por ligagoes 
glicosidicas al,6 e al,4 para formar glicanos insoluveis. 51,472,582 Esses glicanos conferem as bacterias a capacidade de aderir as 
superficies dos dentes e formar a matriz da placa dentaria. A fixagao de S. mutans e de outros microrganismos aos glicanos 
aderentes insoluveis e a formagao subsequente de acido levam a desmineralizagao do esmalte dentario e inicio das lesoes das 
caries. 51 Outros estreptococos orais, incluindo S. sanguinis, S. salivarius e, possivelmente, S. gordonii, sao capazes de sintetizar 
polissacaridios semelhantes, porem apenas os estreptococos pertencentes ao grupo mutans apresentam maior colonizagao oral 
induzida pela sacarose. Foram desenvolvidas abordagens moleculares para a detecgao direta de S. mutans em amostras de placa e 
gengiva, e anticorpos monoclonais contra S. mutans sao usados por pesquisadores de microbiologia dentaria para identificagao e 
contagem desses microrganismos em amostras de saliva e placa dentaria. 51,561 Regioes epitopicas dessas enzimas 
glicosiltransferases estao sendo identificadas em um esforgo de desenvolver uma vacina de componente contra caries dentarias. 4 "’ 

No passado, os estreptococos viridans geralmente eram sensiveis a penicilina, a ampicilina e a maioria dos outros agentes 
antimicrobianos. Todavia, estudos de sensibilidade dos estreptococos viridans a agentes antimicrobianos demonstraram claramente 
um aumento de resistencia a varias classes de agentes antimicrobianos. 651 Em 2001, Levy et al. 635 relataram dois pacientes com 
endocardite causada por cepas de S. mitis e S. sanguinis, respectivamente, resistentes a penicilina. Entre 50 isolados do sangue do 



Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, 44% demonstraram ser resistentes a penicilina. 1052 No programa LEADER Surveillance, 
de 2010, 29,9% de 411 isolados de estreptococos do grupo viridans apresentaram CIM > 0,12 pg/mf, e 53,5% e 9,7% foram 
resistentes a eritromicina e a clindamicina, respectivamente.’ 47 No mesmo estudo, a resistencia ao levofloxacino aumentou de 5,9% 
para 8,5% no periodo de 2006 a 2010. Em um estudo da Turquia de 2011, foram documentadas taxas de resistencia a penicilina e a 
eritromicina de 30 e 36%, respectivamente, em 50 isolados de hemoculturas.’ 1 '' Foi tambem relatada resistencia as cefalosporinas 
de terceira e quarta geragSes (p. ex., cefotaxima, cefepima), com taxas altas de ate 30 a 41%. 420 Entre os estreptococos do grupo 
viridans, as cepas de S. mitis exibem os maiores niveis de resistencia a antimicrobianos. Em um estudo na Finlandia, publicado em 
2004, foi constatado que S. mitis constituiu 82% dos isolados de estreptococos viridans de pacientes neutropenicos, e 5 e 4% desses 
isolados de S. mitis exibiram resistencia de alto nivel a penicilina (CIM de > 4 pg/m£) e a cefotaxima (CIM > 4 pg/mf), 
respectivamente. 666 Em um estudo de isolados de hemoculturas de pacientes com cancer, realizado em 2006, 28% de 25 isolados de 
S. mitis mostraram-se resistentes a penicilina, com CIM que variou de 4 a 12 pg/mf, enquanto nenhum dos 15 isolados nao S. mitis 
exibiu resistencia a penicilina. 421 Os isolados de S. mitis tambem apresentaram taxas mais altas de resistencia as fluoroquinolonas 
do que as cepas nao S. mitis, embora todos os 50 isolados testados no estudo tenham demonstrado taxas de resistencia as 
fluoroquinolonas que variaram de 44 a 64%, dependendo do agente. O mecanismo de resistencia a penicilina envolve PBP 
alteradas, devido a mutagSes nos genes pbp2b e pbp2x; esses genes provavelmente foram transferidos dos estreptococos viridans 
para S. pneumoniae} 111 Os fenotipos de resistencia intermediaria e resistentes a eritromicina sao mediados por mutagSes nos genes 
ermB, mefA e mefB, isoladamente ou em combinagSes, e a prevalencia de cepas que apresentam essas mutagSes varia de local para 
local. ’ 1 ’ 4 ’'' 1 ' 11 A linezolida, a daptomicina, a tigeciclina e a vancomicina pennaneceram altamente ativas contra os estreptococos 
viridans, com taxas de sensibilidade que variaram de 99,8% a 100%. 347,527,870 

Grupo anginosus | Streptococcus anginosus. Streptococcus constellatus e Streptococcos 
intermedius 

Os microrganismos pertencentes ao grupo anginosus passaram por repetidas revisSes taxonomicas. A taxonomia britanica refere-se 
a essas especies como grupo “ Streptococcus milleri ”, e esse termo e ainda observado na literature. O grupo anginosus de 
estreptococos corresponde a tres especies — S. intermedius, S. constellatus e S. anginosus —, que fomram diminutas colonias em 
meio agar. Esses microrganismos podem ser nao hemoliticos ou alfa- ou beta-hemoliticos. Os isolados beta-hemoliticos podem 
apresentar antigenos de grupo de Lancefield (grupos A, C, F ou G), ou podem nao ser grupaveis. O pequeno tamanho das colonias 
e a sua aparencia fosca distinguem esses microrganismos do grupo anginosus dos grupos C e G, dos estreptococos beta-hemoliticos 
(subespecies de S. disgalactiae) que forrnam “grandes colonias”. Os isolados de S. anginosus sao, em sua maioria, nao hemoliticos, 
enquanto mais da metade das cepas de S. constellatus pode ser beta-hemolitica; os isolados de S. intermedius raramente sao beta- 
hemoliticos. Esses microrganismos constituent parte do microbioma orofaringeo humano e podem ser isolados de material de 
garganta, nasofaringe e fissures gengivais. Sao tambem encontrados no trato gastrintestinal e na vagina. Foi descrita uma 
subespecie de S. constellatus - S. constellatus subesp. phaiyngis que expressa o antigeno de grupo C e que esta associada a 
faringite. 1127 Em 2012, um estudo taxonomico molecular desse grupo utilizou MLSA, o sequenciamento do rRNA 16S e testes 
fenotipicos para dividir o grupo anginosus em sete agrupamentos distintos, incluindo dois agrupamentos de membros do grupo C 
de Lancefield beta-hemoliticos, sugerindo duas novas subespecies. S. anginosus inclui duas subespecies - S. anginosus subesp. 
anginosus e S. anginosus subesp. whilevi. S. constellatus inclui tres subespecies: subesp. constellatus, subesp. pharvngis e subesp. 
viborgensis. 515 A virulencia desse grupo pode estar relacionada com a presenga de uma capsula em algumas cepas, com a produgao 
de uma proteina imunossupressora parcialmente caracterizada e com a produgao de uma variedade de enzimas hidroliticas e de 
degradagao de glicosaminoglicanos (p. ex., neuraminidase, DNase, condroitina sulfato de despolimerase e hialuronidase). 716 ' 1126 
Estudos in vitro demonstraram que os estreptococos do grupo anginosus inibem a quimiotaxia dos leucocitos polimorfonucleares e 
sao fagocitados por PMN mais prontamente do que S. aureus; entretanto, uma vez intemalizado, sao destruidos mais lentamente do 
que S. aureus. 1105 As cepas de S. intermedius tambem produzem uma toxina semelhante a leucocidina estafilococica, denominada 
intermedilisina, que pode estar associada a virulencia, embora nem a toxina nem os seus genes tenham sido encontrados em S. 
constellatus ou S. anginosus , 401 - 667 > 743 

S. intermedius, S. constellatus e S. anginosus sao reconhecidos pela sua propensao a causar abscessos teciduais purulentos, 
infecgoes intra-abdominais, infecgSes pulmonares, bacteriemia, infecgSes do SNC, infecgSes orais e endocardite. A bacteriemia e 
habitualmente atribuivel a um foco de infecgao no trato gastrintestinal ou nas vias respiratorias superiores. Os abscessos 
metastaticos supurativos constituent uma complicagao significativa da bacteriemia, e S. intermedius e S. constellatus estao mais 
frequentemente associados a formagao de abscessos do que S. anginosus} 11 S. anginosus esta envolvido em infecgoes mistas, com 
fonte gastrintestinal ou geniturinaria. Ate 40% das infecgSes causadas por estreptococos do grupo anginosus consistent em 
infecgSes intra-abdominais que se desenvolvem apos cirurgia gastrintestinal ou em consequencia de perfuragao colonica causada 
por traumatismo ou outras lesSes gastrintestinais (p. ex., carcinoma colonico). As complicagSes incluem abscessos apendiculares, 
subfrenicos e pancreaticos, abscessos hepaticos piogenicos e peritonite. 150,296,427,673,702,735,756,891 O traumatismo e a doenga da mucosa 
intestinal aparentemente facilitam a invasao da corrente sanguinea. Ocorreu bacteriemia por S. anginosus e por S. constellatus em 
pacientes com infecgSes de enxertos vasculares em consequencia de fistulas vasculodigestivas, diverticulite do sigmoide, infecgSes 
graves de feridas pos-operatorias, peritonite e corioamnionite apos procedimentos cirurgicos ginecologicos (p. ex., 
cesariana). 100,606,735,1042 As bacterias do grupo anginosus sao patogenos importantes em receptores de transplante de orgaos solidos, 


particularmente transplantes de figado, rim, rim/figado combinado, pancreas e intestino delgado, causando abscessos intra- 
abdominais, empiemas pleurais e colangite recorrente, devido a estenose e inflamagao biliares. 932,965 As complicagdes 
potencialmente letais relacionadas com a bacteriemia incluem choque septico, infecgoes pulmonares, infecgoes do sistema nervoso 
central e endocardite. Esses microrganismos sao agentes etiologicos em 8 a mais de 30% das infecgoes cutaneas e subcutaneas e 
podem causar graves infecgoes de tecidos moles em pacientes com condigoes subjacentes, como infecgao pelo HIV, diabetes melito 
nao controlado e uso de drogas intravenosas. 115 A osteomielite causada por microrganismos do grupo anginosus pode surgir em 
consequencia de disseminagao hematogenica; entretanto, com mais frequencia, ocorre devido a um local infectado contiguo (p. ex., 
ulceras de decubito). 399,562 Foram documentadas lesoes osteoliticas causadas por essas bacterias em feridas infectadas do pe e 
infecgdes mandibulares, cranianas e vertebrais, exigindo tratamento agressivo. A semelhanga de outros estreptococos viridans, os 
estreptococos do grupo anginosus causam bacteriemia em pacientes neutropenicos com doengas subjacentes que estao sendo 
tratados com esquemas citotoxicos, embora tambem possa ocorrer bacteriemia fulminante em individuos previamente sadios. Esses 
patogenos tambem estao emergindo como patogenos veterinarios. Em 2012, apareceu o primeiro relato descrevendo S. constellatus 
como causa de pioderma cronico profundo em um cao de caga macho de 4 anos de idade. 2 1 

Os microrganismos do grupo anginosus residentes na cavidade oral podem causar uma variedade de infecgoes periodontais, 
maxilofaciais e de cabega/pescogo supurativas, incluindo abscesso periapical, linfadenite, endoftalmite e abscessos 
cerebrais. 131,185,453,716,773,802,1149 As infecgoes pleuropulmonares e de cabega e pescogo frequentemente ocorrem como infecgoes por 
microbiota mista, que podem sofrer disseminagao contigua nos tecidos moles por meio dos pianos fasciais, e que podem servir 
como fonte de disseminagao hematogenica e suas complicagoes. Os microrganismos de locais dentarios, seios paranasais, tecidos 
moles e regioes peritonsilares infectados podem disseminar-se por extensao direta, acometendo o cranio, as orbitas, os espagos 
teciduais profundos no pescogo e o sistema nervoso central. Em uma revisao de casos no Japao, de 2002 a 2003, foram descritos 17 
pacientes com infecgoes de cabega e pescogo causadas por microrganismos do grupo anginosus. 453 As infecgoes orofaciais 
incluiram sinusite maxilar, infecgoes peritonsilares, subcutaneas, submandibulares e do espago retrofaringeo, com 
comprometimento profundo do pescogo, mediastinal, das parotidas, tonsilar e do musculo masseter. 453 Um tergo das lesoes dos 
pacientes tinha concomitantemente bacterias anaerobias. Em um receptor de transplante de figado, ocorreu infecgao profunda do 
espago cervical descendente e fatal causada por S. anginosus. 131 O paciente desenvolveu massa cervical crepitante envolvendo a 
regiao tonsilar, que se estendeu ate o mediastino. Park et a/. 802 descreveram a ocorrencia de fasciite necrosante causada por S. 
anginosus e por especies de Bacteroides em um paciente, devido a abscessos periapicais ao redor de varios molares e piomiosite do 
musculo masseter. S. constellatus foi isolado de um homem que desenvolveu choque septico imediatamente apos a extragao de um 
molar inferior infectado. 760 A evolugao clinica foi ainda mais complicada pela presenga de embolos septicos no cerebro. Foi 
descrita a ocorrencia de tireoidite por S. anginosus com bacteriemia e formagao de abscesso em dois pacientes que apresentaram 
lesoes cervicais expansivas na TC e na RM, acompanhadas de alteragoes nas provas de fungao da tireoide. 1149 Foi descrita a 
ocorrencia de doenga de Lemierre associada a bacteriemia por S. intermedius em uma mulher de meia-idade que apresentou 
faringite apos limpeza dos dentes. 407 A cintigrafia revelou massa cervical com trombo na veia jugular esquerda estendendo-se 
dentro do seio sigmoide, e uma radiografia de torax revelou infiltrados bilaterais e derrames pleurais. As infecgoes pulmonares 
podem resultar de aspiragao do conteudo orofaringeo, levando a pneumonia, que pode ser complicada por empiema e abscessos 
pulmonares. Bacterias do grupo anginosus tambem foram isoladas de amostras de escarro de pacientes com fibrose cistica em 
associagao com exacerbagdes da doenga e deterioragao clinica. 401,807,930 Foram descritos abscessos cerebrais causados por todos os 
tres membros do grupo anginosus em criangas pequenas previamente sadias, adultos de meia-idade e individuos 
idosos. 110,185,316,566,716,843,883 O diagnostico e o tratamento frequentemente exigiram biopsia e drenagem cerebrais. Em um caso, um 
individuo jovem do sexo masculino, previamente sadio, apresentou inicialmente dor abdominal devido a um abscesso esplenico; S. 
intermedius foi isolado do sangue e do pus drenado do abscesso. 673 Duas semanas depois, o paciente retomou com recidiva do 
abscesso esplenico, juntamente com tres abscessos nos lobos frontal e occipital do cerebro. Os aspirados do abscesso esplenico e 
das lesoes cerebrais nao resultaram em crescimento do microrganismo em cultura, porem houve resolugao das lesoes com terapia 
com ertapenem. S. constellatus, juntamente com Actinomyces viscosus, foi isolado do liquido de empiema subdural de uma menina 
de 7 anos de idade com higiene oral precaria e multiplas caries dentarias. Subsequentemente, foi observado o desenvolvimento de 
multiplos abscessos cerebrais apesar do tratamento, levando a um desfecho fatal. 110 Foram diagnosticados multiplos abscessos 
cerebrais causados por S. constellatus em um homem de meia-idade que inicialmente apresentou endoftalmite endogena. 185 

S. constellatus, S. intermedius e S. anginosus foram envolvidos como causas de endocardite rara, porem grave, e choque 
septico. 235,252,795 ’ 1039,1146 Tran et a/. 1039 descreveram um paciente com endocardite de valva mitral, na qual o microrganismo se 
originou de multiplos abscessos hepaticos, exigindo quimioterapia e diversos procedimentos de drenagem percutanea para eliminar 
a bacteriemia. Em um paciente na Italia, foi descrita a ocorrencia de endocardite por S. constellatus acometendo a valva da aorta e a 
valva mitral, exigindo substituigao de ambas. O isolado foi amplamente sensivel, porem resistente a penicilina G. Woo et al. 
relataram 6 casos de endocardite causada por membros do grupo anginosus entre 377 casos de endocardite ocorridos em Hong 
Kong no decorrer de um periodo de 5 anos. Cinco pacientes apresentaram doengas de base (i. e., doenga cardiaca reumatica, 
cardiopatia isquemica, DPOC, taquicardia supraventricular), enquanto um deles era usuario de drogas intravenosas (IV). Todos os 
isolados desses pacientes foram identificados como S. anginosus. A endocardite causada por S. anginosus foi complicada por 
endoftalmite endogena em um homem de 60 anos de idade, cuja fonte do isolado foi provavelmente a cavidade oral; houve 
necessidade de extragao dentaria total nesse paciente para eliminar a bacteriemia. 4 ' 11 



Os isolados do grupo anginosus geralmente sao sensiveis a uma variedade de agentes antimicrobianos, porem a resistencia 
desses microrganismos a alguns agentes esta emergindo. Em uma analise de 180 isolados do grupo anginosus em 1999, foi 
constatado que 94,4%, 92,8%, 87,1%, 97,3% e 97,3% dos isolados foram sensiveis a penicilina, a ampicilina, a cefuroxima, a 
cefazolina e a cefotaxima, respectivamente. 641 ’ Relatos de casos isolados citaram resistencia a penicilina em isolados sensiveis a 
outros agentes antimicrobianos. 235,453 Um estudo de 44 cepas genotipicamente caracterizadas nao constatou nenhuma resistencia a 
penicilina entre 12 isolados de S. intermedins, 16 isolados de S. constellatus e 16 isolados de S. anginosus, embora quatro isolados 
tenharn demonstrado sensibilidade diminuida a penicilina e quatro tenham apresentado resistencia intermediaria a ampicilina; todos 
esses isolados foram sensiveis a ceftriaxona. 111,4 Em um estudo de 22 isolados de S. anginosus beta-hemoliticos do grupo C e 5 
isolados de S. constellatus, foi constatado que todos eram sensiveis a penicilina, a cefotaxima e a vancomicina; um isolado de S. 
constellatus demonstrou resistencia ao levofloxacino, e 10 a 20% de todos os isolados foram resistentes a eritromicina e a 
clindamicina. 1 4 Outros estudos e relatos de casos documentaram a emergencia de resistencia a MLS (macrolidios-lincosamida- 
estreptogramina). 1 ' 46,10 ' 9 Em um estudo de 1999, 17,7% e 18,3% de 180 cepas testadas foram resistentes a eritromicina e a 
clindamicina, respectivamente. <>4< ' Os estudos de vigilancia indicam que e possivel observar resistencia a eritromicina em 3,2 a 
17,7% dos isolados, dependendo da regiao geografica, e foram observadas apenas diferengas discretas na resistencia a MLS entre 
as tres especies do grupo anginosus. 502,1038 A analise genetica de algumas cepas resistentes a MLS documentou a presenga dos 
genes emi{ B), m«(TR) e mef{ A) e mefiE), que resultam em resistencia constitutiva a eritromicina, resistencia induzivel aos 
macrolidios e resistencia aos macrolidios mediada por efluxo, respectivamente. 1 4 A maioria dos isolados do grupo anginosus 
mostra-se resistente aos aminoglicosidios, e cerca de 30% dos isolados podem ser resistentes as fluoroquinolonas. 56,965 Um isolado 
de S. anginosus resistente a daptomicina (CIM, 4 pg/nrf) causou bacteriemia inesperada em um homem de 47 anos de idade depois 
de 21 dias de terapia com daptomicina.O isolado era sensivel a todos os agentes, incluindo os macrolidios. 

Estreptococos do grupo D | O grupo de "Streptococcus bovis" 

Os estreptococos do grupo D sao encontrados entre a microbiota intestinal dos vertebrados. Esses estreptococos possuem o 
antigeno do grupo D na parede celular, que e composto de acido lipoteicoico. Antigamente, as especies do grupo D, que eram 
habitantes normais predominantes do trato gastrintestinal humano, eram denominadas enterococos do grupo D, com base no 
crescimento em agar bile-esculina e crescimento em caldo com 6,5% de NaCl, enquanto outros estreptococos que possuiam o 
antigeno do grupo D e cresciam em agar bile-esculina, porem nao apresentavam crescimento em caldo com sal foram designados 
como “estreptococos do grupo D nao enterococos”. A consideragao pratica subjacente a essa divisao foi a de que os enterococos 
sao mais resistentes as penicilinas, as cefalosporinas e aos aminoglicosidios do que os estreptococos do grupo D nao enterococos. 
Em meados ate o final da decada de 1980, os estreptococos do grupo D enterococos foram reclassificados no novo genero 
Enterococcus, enquanto as especies de nao enterococos do grupo D pennaneceram no genero Streptococccus. Os estreptococos do 
grupo D nao enterococos receberam a denominagao de S. bovis, ou S. equinus. As cepas de S. bovis foram divididas em dois 
biotipos, com base na fermentagao do manitol: as cepas de S. bovis biotipo 1 eram manitol-positivas, enquanto as cepas de biotipo 
II (ou variante S. bovis) eram manitol-negativas. S. bovis do biotipo II foi ainda subdividido com base na (3-glicuronidase ((3-GUR): 
S. bovis do biotipo II. 1 era (3-GUR-negativo, enquanto S. bovis do biotipo II.2 era (3-GUR-positivo. 

A partir de 1984, foram propostas extensas mudangas taxonomicas para os microrganismos do grupo de “A. bovis ”, e varias 
designagSes de novas especies foram sugeridas e rejeitadas no decorrer dos 20 anos subsequentes. Como o nome “ Streptococcus 
gallolyticus ” tinha precedencia taxonomica sobre A. bovis e microrganismos relacionados antes da reorganizagao das especies, esse 
nome foi apropriado para membros do antigo grupo de A bovis. 902 ’ 941 As especies de importancia clinica nos estreptococos do 
grupo D sao A gallolyticus subesp. gallolyticus (anteriormente A. bovis I), A. gallolyticus subesp. pasteurianus (anteriormente A 
bovis II.2) e A. infantarius (anteriormente A. bovis II. 1), que inclui duas subespecies, subesp. coli e subesp. infantarius. 04 ’ 900 As 
subespecies de S. gallolyticus tambem sao encontradas em varios animais como habitantes do trato gastrintestinal, e foram isoladas 
cepas de A gallolyticus subesp. gallolyticus das fezes de vacas, equinos, suinos, caes, cobaias e rumen de ovinos. 64 A cepa tipo de 
A bovis foi originalmente isolada do estrume de vaca e difere fenotipicamente dos isolados humanos. Algumas cepas tambem 
causam septicemia e meningite em pombos, patos, criagao de frangos e outros animais. 165 ’ 636 O sequenciamento do genoma do A. 
gallolyticus subesp. gallolyticus revelou varias caracteristicas singulares que podem permitir ao microrganismo adaptar-se ao 
ambiente colonico de um amplo espectro de animais, incluindo seres humanos. 8 4 Essas caracteristicas incluem a sua capacidade de 
sintetizar todos os 20 aminoacidos e varias vitaminas, a sua capacidade de degradar uma variedade de carboidratos de origem 
vegetal e a produgao de uma variedade de enzimas (p. ex., tanase, descarboxilases fenolicas e acido biliar hidrolases). Cepas 
semelhantes a S. bovis, isoladas do trato gastrintestinal de suinos e frangos, foram identificadas como A. alactolyticus. S. equinus 
corresponde a certas cepas equinas de “A. bovis ”, e isolados humanos de “A. equinus ” eram, na realidade, A. bovis. Esses estudos 
confirmaram que A. alactolyticus e A. intestinalis tambem sao identicos. Em 2008, foram isoladas duas novas especies de 
estreptococos de animais, A. henryi e A. caballi, do intestino posterior de equinos com laminite equina. 14 Embora essas duas 
especies estejam, em termos genotipicos, mais estreitamente relacionadas com A. suis, certas caracteristicas fenotipicas 
assemelham-se aquelas de A gallolyticus (p. ex., bile-esculina-positivo, ausencia de crescimento em 6,5% de NaCl, reagao positiva 
com antissoros do grupo D [.S. henryi apenas]). 

S. gallolyticus (A . bovis) provoca bacteriemia, meningite e endocardite de valvas nativas e proteses valvares. 444,575,617 * 1084 Um 
aspecto clinico importante da bacteriemia causada por S. gallolyticus e a sua associagao ao carcinoma colorretal. 99,243,563 Em um 


estudo de caso-controle conduzido na Espanha, foi realizada uma colonoscopia em 98 de 109 pacientes com bacteriemia por S. 
gallolvticus subesp. gallolvticus. Foram detectados 69 casos de neoplasia colorretal, incluindo 12 carcinomas invasivos e 57 
adenomas (incluindo 39 lesoes avangadas). 24 ’ A prevalencia da bacteriemia por esses microrganismos em 196 pacientes de controle 
com outra doenga subjacente ou neoplasias malignas (32%) foi menor que a dos pacientes com neoplasia colorretal (70%). A 
endocardite causada por S. gallolvticus tambem pode ocorrer como complicagao de bacteriemia/ 63,575 Em alguns casos, o 
isolamento desse microrganismo em associagao a endocardite frequentemente leva a uma investigagao de neoplasias colorretais. 
Em um relato de caso de 2012, um homem de 76 anos de idade apresentou infecgao de protese de joelho por S. gallolvticus. O 
paciente foi submetido a colonoscopia, e foi detectado um adenocarcinoma do colon ascendente. 642 S. gallolvticus e encontrado 
com frequencia significativamente maior nas fezes de pacientes com neoplasias malignas colorretais do que nas fezes de controles 
sadios. Foram tambem observadas associagoes entre a bacteriemia por S. gallolyticus, a doenga hepatica, a doenga intestinal 
inflamatoria, a colite ulcerativa idiopatica e a enterocolite por radiagao cronica. ' A doenga colonica subjacente pode afetar a 
microbiota colonica, levando ao acumulo de diferentes materiais novos (p. ex., carboidratos e fibras derivados de vegetais) na 
vizinhanga da displasia colonica, criando um ambiente para a proliferagao de S. gallolyticus , 878 Alteragoes na secregao hepatica de 
bile ou de imunoglobulinas no lumen intestinal podem promover a proliferagao excessiva de S. gallolyticus e a transference dos 
microrganismos do organismo para a circulagao porta venosa. ’ Estudos in vitro tambem estabeleceram que o S. gallolyticus tern a 
capacidade de aderir as celulas endoteliais humanas e, subsequentemente, invadi-las. 1(1)9 A incapacidade do sistema 
reticuloendotelial hepatico de conter os microrganismos resulta em bacteriemia e endocardite. Pacientes com bacteriemia, 
endocardite ou meningite por S. gallolyticus devem ser submetidos a colonoscopia para a detecgao de lesoes gastrintestinais 
ocultas. A meningite e a bacteriemia causadas por S. gallolyticus tambem podem ocorrer em pacientes sem neoplasia maligna 
subjacente. Algumas evidencias sugerem que as subespecies de S. infantarius podem estar associadas a canceres nao colonicos. 242 
Em um estudo retrospectivo de todos os casos de bacteriemia causada pelo grupo de “S. bovis ” na Espanha, de 1988 a 2007, S. 
gallolyticus foi isolado de 48,5% de 105 casos de bacteriemia associada a tumores de colon, enquanto S. infantarius foi isolado de 
11%. 242 Em 28 casos de bacteriemia que ocorreram em pacientes com cancer nao colonico, S. infantarius foi isolado de 57% dos 
casos, enquanto S. gallolyticus foi isolado em apenas 6%. Os 16 canceres nao colonicos associados a bacteriemia por S. infantarius 
incluiram canceres do trato biliar e de pancreas (12 pacientes) e colangite. Os laboratories devem relatar o isolamento de 
subespecies de S. gallolyticus aos medicos, mas tambem devem relatar os nomes anteriores das especies (p. ex., S. bovis I, S. bovis 
II. 1 e S. bovis II.2) no mesmo laudo, de modo a evitar qualquer confusao e a omissao de etapas no diagnostico (p. ex., 
colonoscopia) que podem salvar a vida do paciente. 1IIM 

Outras subespecies de S. gallolyticus tambem estao emergindo como causas de infeegoes humanas graves. S. gallolyticus 
subesp. pasteurianus esta sendo cada vez mais relatado como agente de bacteriemia e de meningite em criangas e em 
adultos. 350,569,742,787,846,1019 As criangas com meningite causada por esse microrganismo incluem lactentes prematuros e recem- 
nascidos de 5 a 13 dias de idade. Em um relato de caso, o lactente nasceu na casa de uma mae com historia de exposigao a animais 
de criagao (/. e., galinaceos, equinos, caes, gatos, gado leiteiro), e, 1 semana antes do parto, 70 pintainhos morreram de doenga 
desconhecida. 569 S. gallolyticus subesp. pasteurianus tambem foi a causa de um surto de infecgao da corrente sanguinea em cinco 
lactentes em uma unidade de terapia intensiva neonatal. 350 Embora nao se tenha identificado nenhuma fonte para o microrganismo, 
a pressuposigao foi a de que um dos primeiros tres casos neonatais era o caso primario, enquanto os cuidadores provavelmente 
infectaram os outros lactentes por transmissao transitoria pelas maos. O primeiro caso de meningite e bacteriemia em adultos por S. 
gallolyticus subesp. pasteurianus foi descrito em um homem de 75 anos de idade com historia de cancer de prostata que foi tratado 
por meio de radioterapia; subsequentemente, o paciente desenvolveu proctite por radiagao, provavel porta de entrada para o 
microrganismo. 973 Foi tambem descrita a ocorrencia de meningite causada por S. gallolyticus subesp .pasteurianus em um paciente 
de 61 anos de idade sem historia de lesSes colonicas ou outras neoplasias malignas, mas que apresentou hemorroidas dolorosas 
durante as 2 semanas precedentes, que foram associadas a sangramento retal discreto e intermitente com a defecagao. 948 Em 2008, 
S. gallolyticus subesp. macedonicus foi detectado como agente etiologico de endocardite infecciosa de varias valvas em um homem 
de 61 anos de idade. 674 Uma revisao retrospectiva de isolados de endocardite na Mayo Clinic revelou um caso de endocardite de 
valva mitral nativa por S. gallolyticus subesp. macedonicus, que ocorreu em 1978 em um homem de 70 anos de idade. 446 Esse 
paciente tambem apresentou uma patologia gastrintestinal documentada (/. e., polipo cecal). S. gallolyticus subesp. macedonicus 
(anteriormente S. macedonicus e S. waius) e uma especie alfa-hemolitica que foi originalmente isolada de queijo grego e biofilmes 
de leite desnatado. 675,900,1048 A bacteriemia e a disseminagao hematogenica de subespecies de S. gallolyticus podem resultar em 
varios outros tipos de apresentagoes clinicas. S. gallolyticus subesp. pasteurianus foi isolado de infeegoes intrauterinas e 
bacteriemia pos-parto, peritonite bacteriana espontanea, abscesso cerebral, discite septica e peritonite associada a 
CAPD. 85,309,471,1138,1156 Foi relatada a ocorrencia de artrite septica em pacientes com endocardite infecciosa, cirrose hepatica e como 
sinal de apresentagao em pacientes com carcinoma colonico “silencioso”. 256,368,745 A penicilina continua sendo altamente ativa 
contra a maioria das cepas de S. gallolyticus, embora alguns isolados possam exibir diminuigao da sensibilidade a penicilina. 

Especies de Enterococcus 
Taxonomia 

O genero Enterococcus inclui os enterococos anteriormente classificados com os estreptococos do grupo D. 903,904 Os enterococos 
fazem parte da microbiota de seres humanos e animais. Sao residentes normais do trato gastrintestinal e trato biliar e, em menor 


numero, da vagina e uretra masculina. Os enterococos produzem colonias lisas e cinzentas, que sao nao hemoliticas ou alfa- 
hemoliticas (Prancha 13.3 E). A taxonomia das especies de Enterococcus sofreu consideraveis mudangas desde meados da decada 
de 1980. Antes do uso disseminado das tecnicas geneticas para analise taxonomica, os enterococos eram diferenciados dos 
estreptococos e taxons relacionados pela sua capacidade de crescer a 10° e 45°C, desenvolver-se na presenga de 6,5% de NaCl e 
em lugar de 9,6, capacidade de hidrolisar a esculina na presenga de 40% de bile e produzir pirrolidonil-arilamidase (PYR). Mais de 
90% das cepas tambern possuem o antigeno lipoteicoico do grupo D de Lancefield na parede celular. Estudos moleculares 
revelaram diversas especies que sao membros do genero Enterococcus por criterios geneticos, mas nao possuem muitas das 
caracteristicas fenotipicas tipicas do genero (Boxe 13.5). A maioria dessas especies frequentemente nao e encontrada em amostras 
clinicas humanas. Os enterococos emergiram como importantes agentes de doenga humana, em grande parte devido a sua 
resistencia a agentes antimicrobianos aos quais outros estreptococos sao geralmente sensiveis. In vitro, os enterococos apresentam 
C1M da penicilina 10 a 100 vezes rnaior que a de outros estreptococos; alem disso, sao resistentes a maioria das cefalosporinas e 
nao sao sensiveis aos aminoglicosidios. Nos EUA, os enterococos constituent importantes agentes de infecgoes hospitalares, 
ocupando o segundo lugar como microrganismos mais comuns que causam infecgoes da corrente sanguinea, do trato urinario e da 
pele/tecidos moles. ’ E.faecalis e a especie mais comumente isolada, que causa cerca de 70% das infecgSes humanas. Entretanto, 
os enterococos com resistencia adquirida a vancomicina (enterococos resistentes a vancomicina [VRE; do ingles, vancomycin- 
resistant enterococcus ]) sao atualmente responsaveis por mais de 30% das infecgoes enterococicas, e mais de 90% dos isolados de 
VRE sao E. faecium. Apenas aproximadamente 5 a 10% dos isolados de E.faecalis sao resistentes a vancomicina. 4 ' 1 A emergencia 
dos VRE como patogenos hospitalares esta relacionada com o maior uso da vancomicina e de agentes de amplo espectro, como as 
cefalosporinas de terceira geragao. Em virtude de sua resistencia as penicilinas e as cefalosporinas de varias geragSes, da aquisigao 
de resistencia de alto nivel aos aminoglicosidios, da resistencia a clindamicina e da emergencia de resistencia a vancomicina, essas 
bacterias frequentemente estao envolvidas em superinfecgoes graves entre pacientes submetidos a quimioterapia antimicrobiana de 
amplo espectro. 

Fatores de virulencia 

Diferentemente de outras especies de estreptococos discutidas ate aqui, os fatores que detenninam a virulencia dos enterococos nao 
estao bem-elucidados, porem as pesquisas e os estudos continuos desses microrganismos revelaram varios supostos fatores de 
virulencia nos enterococos. 1 ' 43 Cerca de 30% das cepas de E. faecalis produzem uma citolisina/hemolisina extracelular, que atua 
sobre os eritrocitos humanos, de coelhos e equinos, mas nao sobre os eritrocitos de bovinos ou ovinos, e que possui toxicidade 
demonstravel em modelos de endoftalmite e endocardite de coelhos. 37 ' 102 ’ 194 ’ 51 '’ Essa citolisina/hemolisina e letal para diversos tipos 
de celulas eucariotas, incluindo macrofagos e neutrofilos polimorfonucleares. Outros fatores de virulencia secretados por 
enterococos incluem duas proteases: a gelatinase (GelE) e a serina protease extracelular (SprE). A protease GelE degrada as 
proteinas teciduais do hospedeiro e tambern esta envolvida na ativagao das autolisinas dos enterococos e no desenvolvimento de 
biofilmes. 7 ' 11 "" 3 A GelE tambern pode estar envolvida na translocagao dos enterococos atraves das barreiras celulares intestinais e 
no desenvolvimento de infecgoes peritoneais. 1172 Ha tambern evidencias sugerindo que essas moleculas podem causar modulagao 
da resposta imune por meio de inativagao das proteinas do complemento. 1 Substantia agregativa sao proteinas codificadas por 
plasmidios, ligadas a superficie, que promovem a agregagao dos microrganismos para facilitar a troca de plasmidios. 194 As 
substancias agregativas facilitam a aderencia dos enterococos a celulas epiteliais intestinais e renais em cultura e promovem o 
crescimento agregativo de vegetagSes cardiacas em modelos de endocardite animal. 905,1110 Outros estudos sugerem que a substancia 
agregativa pode estar envolvida na ligagao de E. faecalis a neutrofilos e as celulas epiteliais intestinais em cultura, bem como na 
internalizagao subsequente e sobrevida intracelular desses microrganismos. 784 ' 851 ' 1080 Os plasmidios que codificam as substancias 
agregativas tambern transportam genes de resistencia a antibioticos. E. faecalis e E. faecium produzem uma proteina singular de 
superficie, denominada Esp (proteina de superficie extracelular), e Esp fm que possibilita aos microrganismos escapar dos 
anticorpos em virtude de sua capacidade de se afastar da superficie celular. Essas moleculas estao envolvidas na formagao de 
biofilmes e desempenham papeis na patogenese da endocardite e em ITU em modelos animais. 439,440,628,791,916 Ace e Acm, 
encontrados em E. faecalis e E. faecium, respectivamente, sao membros do grupo MSCRAMM (componentes da superficie 
microbiana que reconhecem as moleculas de adesao da matriz; microbial surface components recognizing adhesive matrix 
molecules), que se ligam especificamente ao colageno e a laminina e que desempenham papeis como fatores de virulencia em 
modelos animais de endocardite. 519,652,748,939 Pi/i tambern sao encontrados na superficie celular dos enterococos e estao envolvidos 
em fixagao, formagao de biofilmes e patogenese de ITU e de endocardite em modelos animais. 749,9 ’ 8 Em E. faecalis, os 
polissacaridios associados a superficie celular codificados pelo locus cps (polissacarldio capsular), LTA e Epa (antigeno 
polissacarldico dos enterococos) permitem que esses microrganismos resistam a opsonizagao e fagocitose mediadas pelo 
complemento, facilitam a translocagao do microrganismo atraves das membranas celulares e desempenham fungoes centrais na 
patogenese das ITU e peritoneais por enterococos. 1016,1020,1026 A maioria dos isolados de E.faecalis e alguns isolados de E. faecium 
de casos de bacteriemia produzem grandes quantidades de superoxido dismutase extracelular, que podem aumentar a virulencia dos 
enterococos nos abscessos de microbiota mista. Forarn tambern constatadas correlagSes entre varios fatores de virulencia 
anteriormente descritos e a presenga de resistencia a antibioticos entre cepas clinicas e ambientais de E.faecalis e E. faecium f 4 


Boxe 13.5 



Membros do genero Enterococcus 


Grupo/especie 

Comentarios 


Grupo 1 


Enterococcus avium 115 

Essa especie e encontrada no trato gastrintestinal de aves, caninos e seres humanos. Essa especie pode apresentar anti'genos 

do grupo D e do grupo Q de Lancefield e produzir H 2 S. £ avium foi isolado de seres humanos como causa de bacteriemia, 

osteomielite, endocardite, meningoencefalite, infeqao de protese de mama e abscessos 

cerebrais. 8 - 246 - 277 - 314 ' 528 ' 715 ' 722 ' 741 ' 816 - 986 - 1000 A bacteriemia por £ avium tern a sua origem comumente do trato gastrintestinal ou 
biliar e, com frequencia, e polimicrobiana. 741 

Enterococcus gilvus W5S 

Essa especie descrita em 2002 foi originalmente isolada de amostra de bile de urn paciente com colecistite. 

Enterococcus malodoratus 225 

Essa especie foi isolada do queijo Gouda e de produtos lacteos nao pasteurizados. E a unica especie de Enterococcus que 

produz H 2 S. 

Enterococcus pollens' 05 * 

£ pollens foi originalmente isolado do dialisado peritoneal de urn paciente com peritonite. 

Enterococcus pseudoavium 1 ' 1 

£ pseudoavium foi isolado pela primeira vez de casos de mastite bovina e constitui urn raro isolado humano. 

Enterococcus raffinosus 211 

£ raffinosus e assim denominado em virtude de sua capacidade de produzir acido a partir da rafinose. £ raffinosus foi isolado 

de hemoculturas como causa de endocardite e tambem foi isolado de feridas, abscessos, ulceras de decubito, liquido 
peritoneal, bile, urina, sinusite, endoftalmite traumatica e osteomielite vertebral. I78 ' 543 ' 686 ' 889 ' 1000 Cepas 
multidrogarresistentes e resistentes a vancomicina de £ raffinosus tern sido causa de surtos hospitalares em populates de 
hospedeiros imunocomprometidos (p. ex., unidades de hematologia/oncologi a , 359 - 888 - 896 - 898 ' 1006 Lima cepa de £ raffinosus 

resistente a vancomicina foi a causa de endocardite de valva mitral em urn homem idoso; o tratamento com linezolida 

resultou em cura. 5 ’ 1 

Enterococcus saccharolyticus 867 

Esse microrganismo semelhante a S. bovis foi originalmente isolado de vacas. Suas caracteristicas fenotipicas assemelham-se 

aquelas de especies de Enterococcus (p. ex., crescimento a 10° e 45°C, crescimento em 6,5% de NaCI), porem o microrganismo 
nao reage com antissoros do grupo D. 

£ hawaiiensis ul 

£ hawaiiensis e o nome dado a "nova especie proposta" (PNS; do ingles, proposed new species) E3" dos CDC. Esse 

microrganismo foi isolado do tecido cerebral de urn paciente de 11 meses de idade. 

Enterococcus devriesef 83 

Essa nova especie "semelhante a £ raffinosus" foi isolada de fontes bovinas, do ar de urn abatedouro de aves domesticas, de 

uma usina de processamento de subprodutos e de lampreias de rio grelhadas em carvao e embaladas a vacuo. 

Enterococcus viikkiensis m 

Essa nova especie baseia-se em cinco isolados de produtos grelhados e de uma usina de processamento de grelhados. 


Grupo 2 


Enterococcus faecaiis 

£ faecaiis constitui o isolado mais frequente de amostras humanas e do trato gastrintestinal humano; e tambem encontrado 

no trato intestinal de aves domesticas, bovinos, suinos, caes, equinos, ovinos e caprinos. Trata-se de uma importante causa 

de infeqoes humanas (ver o texto). 

Enterococcus faecium 

£ faecium e encontrado em amostras dinicas humanas e no trato gastrintestinal de varias especies de animais. Trata-se de 

uma causa importante de infec^oes humanas e e mais resistente aos agentes antimicrobianos do que £ faecaiis (ver o texto). 

Enterococcus casseiiflavus 225 

£ casseiiflavus foi isolado de plantas, do solo e das fezes de galinaceos e originalmente era uma subespecie de £ faecium. 0 

microrganismo possui pigmento amarelo e tambem e movel. £ casseiiflavus e urn raro agente oportunista de infeqoes 
humanas, induindo bacteriemia, meningite e endoftalmite. 191277 ' 487 ' 801 ' 876 ' 885 ' 1000 Naser et al. m relataram que £ fiavescens 
(descrito em 1992) e urn sinonimo posterior de £ casseiiflavus, que foi descrito em 1979 e alterado em 2004. Cepas de £ 

casseiiflavus que expressam o fenotipo VanA e VanB, juntamente com o genotipo vanA-vanC, foram encontradas em 

bovinos. 417 

Enterococcus gallinarum 115 

0 microrganismo foi originalmente isolado de fezes de galinaceos e constitui uma das especies moveis de Enterococcus. Esse 

Enterococcus incomum foi isolado de casos de bacteriemia relacionada com os tratos biliar e gastrintestinal, infeqoes 
associadas a hemodialise, endocardite de valva nativa, infeqoes associadas a artroplastia, endoftalmite pos-traumatica e 



Enterococcus mundtii m 

meningite. 3 ' 1,54 ' 191 ' 239 ' 258 ' 456 ' 552,788 ' 987 ' 997,1000 As cepas de E gallinarum podem abrigar os genes vanA, vanB e vanC, resultando 
em resistencia de alto nivel aos glicopeptidios. 237,641 ' 708,757 ' 927 

Essa especie foi isolada de vegetais, do solo e do trato gastrintestinal de bovinos, suinos e equinos. Foi denominada em 
homenagem a J. 0. Mundt, um microbiologista norte-americano. Essa especie possui pigmento amarelo e tambem e movel; 

foi isolada de um abscesso de coxa humana, de amostra de mucosa sinusal, bacteriemia e endoftalmite. 277 - 452 - 541 

Enterococcus haemoperoxidus 9 *' 

Enterococcus haemoperoxidus e uma especie de enterococo ambiental, encontrado em aguas superficial, piscinas e agua 

potavel na regiao norte da Moravia da Republica Tcheca. 

"E sanguinicola"' 93 

E. sanguinicola foi o nome dado a PNS E2 dos CDC, que foi isolada de hemoculturas de um paciente em Los Angeles. A 
hibridizagao subsequente e o sequenciamento do rRNA 16S e genes rpo confirmaram que "E sanguinicola " e identico a E 
thailandicus, cuja validade foi publicada. 921 

Enterococcus si!esiacus m 

Essa nova especie foi isolada de aguas superficiais. Os membros filogeneticos mais proximos dessa especie induem E 

haemoperoxidus (grupo 2) e E moraviensis (grupo 5). 

Enterococcus termitis 9 * 9 

Enterococcus termitis foi isolado do intestino de cupim. Essa nova especie exibiu a maior semelhan^a de sequencia do rRNA 

16S com E haemoperoxidus (grupo 2) e E moraviensis (grupo 5). 

Enterococcus camelliae 976 

Esse microrganismo, descrito em 2007, foi isolado de folhas de cha fermentadas na Tailandia. 

Enterococcus thailandicus' 91 ’' 00 ' 

Essa especie de enterococo foi isolada de salsicha fermentada na Tailandia. Os isolados da PNS "E sanguinicola " de 
hemoculturas sao identicos ao E thailandicus, cuja validade foi publicada. 921 

Enterococcus ureasiticus 99 ' 

Essa nova especie foi isolada de amostras de agua em Quebec. 

Enterococcus quebecensis 941 

Essa nova especie foi isolada de amostras de agua em Quebec. 

Enterococcus plantarum 985 

Essa especie, descrita em 2011, foi isolada de plantas. 


Grupo 3 


Enterococcus dispar 111 

E. dispar foi isolada de fezes e do liquido sinovial de seres humanos. 

Enterococcus durans 111 

E. durans foi isolado do leite e de outros produtos lacteos. Trata-se de um isolado clinico raro em casos de bacteriemia, 
endocardite e infeqoes de derivagao ventriculoperitoneal. 277 - 403 ' 966 ' 1000 ' 1032 - 1096 Green eta!? 97 relataram um caso de 
bacteriemia em um receptor de transplante de medula ossea causada por uma cepa de E durans resistente a vancomicina 

que desenvolveu resistencia a daptomicina durante a terapia. 

Enterococcus hirae 111 

E hirae foi isolado de criagao de frangos, das fezes de galinaceos e do trato gastrintestinal de bovinos, suinos, caes, equinos, 
ovinos, caprinos e coelhos. As cepas tipo dessa especie sao usadas na industria alimenticia como microrganismo de bioensaio 

para aminoacidos e vitaminas. Nos seres humanos, E hirae foi associado a bacteriemia em um paciente com doem;a renal 

terminal submetido a hemodialise, a endocardite de valva nativa e protese valvar, espondilodiscite bacteriemica, 
pielonefrite, colangite e peritonite bacteriana espontanea. 132 ' 170,380 ' 841 ' 934 ' 999 ' 1000 

Enterococcus raft/ 1011 

E. raff/foi isolado do intestino e das fezes de ratos com diarreia. 

Enterococcus villorum 167 ’' 071 

Essa especie foi isolada pela primeira vez do trato gastrintestinal de caes e suinos. E. porcinus e um sinonimo de E villorum. 

Enterococcus canintestini 752 

Essa especie foi isolada de amostras de fezes de caes sadios. A sequencia do gene do rRNA 16S mostrou maior semelhan^a 

com E dispar (grupo 3), E. asini (grupo 4) e E asini (grupo 5). Essa especie foi isolada de um caso de bacteriemia associada ao 
uso de cateter em uma mulher de 72 anos de idade em Taiwan, que estava recebendo quimioterapia para cancer cervical. 1000 


Grupo 4 


Enterococcus asini 179 

Essa especie de enterococo foi isolada pela primeira vez do ceco de asnos. 

Enterococcus cecorum 28133 

E. cecorum e encontrado no trato intestinal de galinaceos. Essa especie carece do antigeno de grupo D, e PYR negativa e 

incapaz de crescer em caldo com 6,5% de NaCI. E cecorum foi isolado de seres humanos como causa de peritonite associada a 

dialise peritoneal, peritonite recorrente, peritonite bacteriana espontanea com empiema, bacteriemia associada ao uso de 

cateter e endocardite de valva da aorta. 16 ' 266 ’ 398 ' 478,1000 ' 1141 

Enterococcus sulfureus 6 * 1 

Essa especie foi isolada de vegetais e nao foi observada em seres humanos. 



Enterococcus phoeniculicola m 

Esse microrganismo aviario foi isolado das glandulas de limpeza de penas de aves silvestres da familia Phoeniculidae. Essa 

especie nao cresce em agar BE nem em caldo com 6,5% de NaCI. 

Enterococcus caccae 14 ' 

Essa especie foi isolada de amostras de fezes humanas. 

Enterococcus aquamarinus 982 

E. aquamarinus foi isolado da agua do mar. Fenotipicamente, essa especie assemelha-se a outras especies do grupo 4 dos 

enterococos (p. ex., negativas para manitol, sorbitol, arabinose e arginina di-hidrolase), porem esta mais estreitamente 

relacionada, do ponto de vista genotfpico, com E. saccharolyticus (grupo 1), £ sulfureus (grupo 4) e £ italicus (grupo 5). 

Grupo 5 


Enterococcus columbae m 

£ columbae foi isolado do trato intestinal de pombos e esta relacionado com £ cecorum e £ avium. Essa especie e PYR- 

negativa e incapaz de crescer em caldo com 6,5% de NaCI. 

Enterococcus canis 267 

Essa especie foi isolada de um cao com otite externa. 0 microrganismo e um residente do intestino canino. £ canis cresce em 

agar BE e em caldo com 6,5% de NaCI e e PYR-positivo. 

Enterococcus moraviensis m 

£ moraviensis e uma especie de enterococo ambiental encontrada em aguas superficiais e agua potavel no norte da Moravia, 
na RepublicaTcheca. 

Enterococcus hermanniensis 578 

Nova especie isolada de populagao de deterioragao microbiana de patas de galinaceos grelhadas, bem como de tecidos 

tonsilares caninos. 

Enterococcus italicus U2Mi 

Essa especie foi isolada do sangue de um paciente em 1991. £ saccharominimus foi estabelecido como sinonimo posterior de 

£ italicus. 75vm 

Especies de Enterococcus recem-descritas 

Enterococcus alcedinis m 

Essa especie foi isolada da cloaca de guarda-rios-comum ( Alcedo atthis) durante um estudo do microbioma microbiano de 

aves devidalivre. 

Enterococcus lemanii 245 

Essa especie (juntamente com £ eurekensis) foi isolada de armazenamento de esterco de suinos. 

Enterococcus eurekensis 245 

Essa especie e a especie listada anteriormente foram isoladas de armazenamento de esterco de suinos. 

Enterococcus lactis 717 

£ lactis foi isolado de queijos de leite cru italianos (queijo Bitto). 

Enterococcus ureilyticus 9 ' 2 

Essa especie recem-descrita, com pigmento amarelo e urease positiva foi isolada, juntamente com £ rotai, de fontes 

ambientais (agua potavel, vegetais, insetos). 

Enterococcus rotor 1 ' 2 

Essa especie recem-descrita, com pigmento amarelo e urease positiva foi isolada, juntamente com £ ureilyticus, de fontes 

ambientais (agua potavel, vegetais, insetos). 

Enterococcus rivorum 764 

Essa nova especie foi isolada de corpos de agua "pristina" na Finlandia. Nesse contexto, "pri'stina" significa sem habitagao 


humana, agricultura ou industria na regiao de capta^ao ao redor dos rios. 


Espectro cli'nico das infecgoes enterococicas 

As especies de Enterococcus causam ITU complicadas, bacteriemia, endocardite, infecgoes intra-abdominais e pelvicas, infecgoes 
de feridas e tecidos moles, sepse neonatal e, raramente, meningite. Embora as ITU enterococicas adquiridas na comunidade sejam 
muito incomuns na ausencia de fatores predisponentes anatomicos ou de instrumentagao previa, os enterococos constituent a 
terceira causa rnais comum de ITU hospitalar. 471 Embora, em muitos pacientes, a ITU por enterococos esteja associada ao uso de 
cateter, observa-se que ha principalmente colonizagao, nao infecgao do local. A retirada do cateter o mais cedo possivel e, com 
frequencia, curativa, nao havendo necessidade de nenhuma terapia. A presenga de enterococos na urina com frequencia e 
assintomatica, e, de acordo com as diretrizes da IDSA baseadas em evidencias, nao deve ser tratada com antibioticos, exceto em 
determinadas condigoes (/. e., mulheres gravidas, pacientes submetidos a manipulagSes urologicas, pacientes com doenga de 
base/comorbidades significativas). 649,762 Em um estudo de 289 episodios de bacteriuria enterococica, foi constatada a presenga de 
piuria em 70% de 140 casos de ITU enterococica (definida pela ocorrencia de bacteriuria significativa, com um ou mais 
sinais/sintomas adicionais, incluindo febre, urgencia/polaciuria, disuria, dor suprapubica/no flanco, hematuria macroscopica), 
porem em apenas 42% de 149 episodios de bacteriuria assintomatica (bacteriuria sem outros sinais/sintomas). 647 Dos 339 episodios 
de bacteriuria enterococica, ocorreram apenas sete complicagoes infecciosas subsequentes (6 casos de bacteriemia e 1 de peritonite) 
dentro de 30 dias apos a bacteriuria. Os pesquisadores nesse estudo ressaltaram a necessidade de aderir aos criterios diagnosticos 



estabelecidos e recomendados para evitar o tratamento excessivo e o uso incorreto de quimioterapia contra enterococos. Entretanto, 
os enterococos podem provocar cistite, pielonefrite, prostatite, abscesso perinefricos e bacteriemia em populagoes de idade rnais 
avangada. A maioria dessas infecgSes e de origem hospitalar ou esta associada a anormalidades estruturais ou a instrumentagao das 
vias urinarias. 

Em geral, a bacteriemia enterocica pode resultar de infecgoes enterococicas de outros locais alem das vias urinarias (p. ex., 
infecgoes de cateteres intravenosos, infecgoes do trato biliar, infecgoes gastrintestinais/geniturinarias) e, com mais frequencia, e 
adquirida no hospital. Os microrganismos tambem podem entrar na corrente sanguinea por meio de abscessos intra-abdominais ou 
pelvicos, feridas, ulceras de decubito ou acessos intravenosos. Os fatores de risco para o desenvolvimento da bacteriemia 
enterococica incluem idade avangada, imunossupressao, doengas e condigoes subjacentes (p. ex., prematuridade, diabetes melito, 
neoplasia maligna, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia renal, infecgoes de localizagao profunda, instrumentagao previa 
dos tratos gastrintestinal, geniturinario ou respiratorio, hospitalizagao prolongada, dispositivos de demora e uso de antibioticos de 
amplo espectro com pouca ou nenhuma atividade contra os enterococos (p. ex., cefalosporinas). 434 As bacteriemias causadas por E. 
faecium estao associadas a um prognostico mais sombrio do que a bacteriemia por E. faecalis, principalmente devido ao aumento 
da resistencia a antimicrobianos entre cepas da primeira especie e as dificuldades inerentes de tratar adequadamente os isolados 
mais resistentes. 376,696 Os enterococos tambem sao responsaveis por 5 a 20% de todos os casos de endocardite e constituem a 
segunda ou terceira causa mais comum dessa infecgao, dependendo da populagao de pacientes analisada. Os enterococos, 
particulannente E. faecalis, tambem constituem uma causa comum de endocardite de protese valvar. 338 A endocardite ocorre 
habitualmente em homens de idade mais avangada com doenga valvar subjacente ou com proteses valvares e, em geral, tem uma 
apresentagao clinica subaguda e os pacientes tem febre, perda de peso, mal-estar e outros sintomas constitucionais vagos. Nesses 
pacientes, a endocardite frequentemente ocorre apos procedimentos envolvendo o trato gastrintestinal (p. ex., biopsia prostatica 
transretal, colonoscopia, sigmoidoscopia de fibra optica) ou geniturinario (p. ex., cistoscopia, prostatectomia). As complicagSes 
dessa infecgao incluem fenomenos embolicos, que frequentemente acometem o SNC. Em ate 50% dos pacientes, a endocardite 
enterococica resulta em insuficiencia cardiaca aguda, exigindo substituigao de valva. 

Nas infecgoes intra-abdominais e pelvicas, os enterococos geralmente encontram-se em culture mista com outros 
microrganismos residentes aerobios e anaerobios; foram tambem relatados casos de peritonite enterococica espontanea pura e 
peritonite enterococica associada a CAPD. Embora muitas infecgSes enterococicas invasivas tenham a sua origem em locais intra- 
abdominais, existem controversias quanto ao papel desses microrganismos na patogenese das infecgoes intra-abdominais e da 
peritonite. Os estudos realizados mostraram que a cobertura antimicrobiana empirica contra enterococos e benefica para pacientes 
imunocomprometidos com peritonite pos-operatoria hospitalar, pacientes com sepse abdominal tratados com agentes 
antimicrobianos que selecionam enterococos, e pacientes com peritonite e doenga cardiaca coexistente ou proteses, que correm 
risco de endocardite enterococica. 426 Os enterococos frequentemente sao encontrados em infecgoes de feridas e de tecidos moles (p. 
ex., queimaduras, ulceras de decubito) com outras bacterias facultativas e anaerobias, e as complicagSes associadas a essas 
infecgoes (p. ex., osteomielite enterococica) sao raras. As infecgoes e sepse enterococicas neonatais de inicio precoce sao 
habitualmente causadas por microrganismos adquiridos da mae durante o parto vaginal e podem resultar em infecgSes da corrente 
sanguinea, pulmonares, de feridas/local cirurgico e ITU. Os recem-nascidos prematuros tambem correm maior risco de adquirir 
infecgoes enterococicas hospitalares graves de inicio tardio, particularmente apos procedimentos invasivos, colocagao de 
dispositivos de acesso periferico ou sondas para alimentagao e tratamento com agentes antimicrobianos de amplo espectro. A 
meningite enterococica e uma infecgao rare, que pode ser observada tanto em adultos quanto em criangas. 8 ’ 4 A meningite 
enterococica pode surgir espontaneamente, ou pode ocorrer como infecgao pos-operatoria. Em geral, os individuos com meningite 
enterococica espontanea apresentam esse tipo de infecgao em outros locais, doenga de base grave e bacteriemia enterococica 
concomitante, mais frequentemente do que aqueles com infecgoes pos-operatorias. 6 1 As doengas de base observadas em pacientes 
com meningite espontanea incluem neoplasia maligna, diabetes melito, insuficiencia renal e tratamento com agentes 
imunossupressores. Os pacientes com meningite enterococica pos-operatoria habitualmente tem uma historia pregressa de 
hemorragia intracerebral, neoplasias do SNC, traumatismo cranioencefalico e hidrocefalia. 418 ’ Os pacientes com essa condigao 
frequentemente apresentam cateteres intraventriculares, extravasamento de LCR no local cirurgico ou derivagSes 
ventriculoperitoneais em posigao antes do diagnostico. Nesses casos, verifica-se habitualmente a presenga de febre, obnubilagao e 
meningismo, e os indices do LCR incluem contagem elevada de leucocitos, niveis elevados de proteina e glicose baixa ou normal. 
A meningite enterococica pos-operatoria pode ou nao estar associada a infecgoes enterococicas em outros locais. 403 Em uma 
revisao sobre meningite enterococica, E. faecalis representou 76% dos isolados, e 15 dos 25 casos que foram provocados por E. 
faecium foram causados por cepas resistentes a vancomicina. 8 ’ 4 Embora as infecgoes enterococicas das vias respiratorias e trato 
respiratorio sejam incomuns, esses microrganismos foram estabelecidos como agentes etiologicos de pneumonias hospitalares, por 
aspiragao, associadas a ventilagao e adquiridas na comunidade, abscesso pulmonar, empiemas pleurais, sinusite e bronquite. Essas 
infecgoes foram observadas em pacientes debilitados portadores de varias comorbidades (p. ex., neoplasias malignas, fistulas 
esofagico-pleurais pos-pneumonectomia, endocardite, infecgao pelo HIV, cirrose hepatica, sindrome mielodisplasica) e com fatores 
de risco (p. ex., idade avangada, tabagismo, alcoolismo). 897 Os agentes etiologicos incluiram E. faecalis, E. faecium e E. raffinosus. 


Sensibilidade dos enterococos aos antimicrobianos 


A resistencia dos enterococos a uma variedade de agentes antimicrobianos contribui de modo substancial para a sua 
patogenicidade. 464 Os genes de resistencia sao adquiridos por mecanismos de transference conjugativa envolvendo plasmidios e 
transposons transportando multiplos genes de resistencia e antibioticos. Os enterococos exibem uma resistencia intrinseca de baixo 
nivel aos aminoglicosidios e as lincosamidas, apresentam CIM relativamente elevada para as penicilinas e as cefalosporinas e 
mostram-se resistentes a agao das sulfonamidas in vivo. A resistencia de alto nivel aos aminoglicosidios resulta habitualmente da 
aquisigao de um transposon que codifica uma enzima modificadora dos aminoglicosidios, que confere resistencia a todos os 
aminoglicosidios, com excegao da estreptomicina. A resistencia de alto nivel a estreptomicina resulta habitualmente de uma 
mutagao ribossomica que envolve uma proteina ribossomica especifica, ou da aquisigao de aminoglicosidio nucleotidiltransferases, 
como ANT(3”)-Ia ou ANT(6’)-Ia. 193 Essas enzimas alteram a estrutura da molecula de aminoglicosidio, resultando em diminuigao 
da ligagao do farmaco a seu alvo ribossomico. A resistencia intrinseca de E. faecium a tobramicina, em particular, resulta da 
presenga de uma enzima modificadora de AAC(6’) encontrada em todos os isolados de E. faecium.' '' A resistencia de alto nivel 
aos aminoglicosidios disseminou-se entre especies de enterococos, alem de E. faecalis , e foi documentada em cepas de E. avium, E. 
casseliflavus, E. gallinarum, E. raffinosus e E. mundtii. Os valores elevados de CIM para agentes betalactamicos devem-se a uma 
afinidade diminuida das PBP da parede celular por esses farmacos. Embora a resistencia a ampicilina em E. faecalis seja incomum, 
observa-se resistencia a penicilina em > 90% dos isolados de E. faecium, em virtude da presenga de PBP5, que possui uma 
afinidade de ligagao diminuida a penicilina e a ampicilina. 352 As infecgoes graves por enterococos sao habitualmente tratadas com 
penicilina ou ampicilina, em associagao com um aminoglicosidio. A resistencia de alto nivel aos aminoglicosidios (i. e., CIM da 
estreptomicina superior a 2.000 pg/mf; CIM da gentamicina acima de 500 pg/m l) nos enterococos altera significativamente a 
abordagem terapeutica e a resposta clinica dos pacientes com bacteriemia, endocardite e outras infecgoes graves, visto que as cepas 
com alto nivel de resistencia aos aminoglicosidios nao sao destruidas pela atividade sinergica do agente betalactamico junto com o 
aminoglicosidio. O sinergismo bactericida entre a penicilina e os aminoglicosidios exige que o microrganismo nao apenas tenha 
uma CIM para os aminoglicosidios mais baixa do que os valores anterionnente citados, mas tambem que as concentragSes sericas 
de penicilina/ampicilina ultrapassem a CIM; o aumento da resistencia aos betalactamicos entre enterococos, juntamente com a CIM 
elevada dos aminoglicosidios, anula ainda mais o sinergismo. Devido a falta de sinergismo confiavel entre penicilina e 
aminoglicosidios entre os enterococos com resistencia de alto nivel aos aminoglicosidios e a emergencia de S. aureus resistente a 
meticilina (MRSA; do ingles, methicillin-resistant S. aureus), a vancomicina tornou-se um farmaco efetivo de primeira linha contra 
estafilococos e enterococos. Antes do inicio da decada de 1980, a sensibilidade dos enterococos aos agentes glicopeptidicos (/. 
e., vancomicina e teicoplanina) permaneceu bastante previsivel; todavia, em 1986, foi observada a emergencia de uma resistencia 
de alto nivel aos glicopeptidios. O aparecimento de resistencia a vancomicina em E. faecium e em alguns isolados de E. faecalis 
indicou uma importante alteragao na sensibilidade dos enterococos. <,2(UH, ' S 

Os glicopeptidios vancomicina e teicoplamina atuam por meio de sua ligagao ao terminal “D-alanil-D-alanina” de 
intermediaries do peptidoglicano da parede celular, inibindo a ligagao cruzada da parede celular. 248 A resistencia adquirida aos 
glicopeptidios resulta da sintese de diferentes precursores de peptidoglicano, que sao incorporados na parede celular e apresentam 
uma redugao da afinidade de ligagao pela vancomicina, teicoplanina ou ambas. 37,975 nonnalmente, as cepas sensiveis a vancomicina 
possuem cadeias laterais de peptidoglicano, que terminam com o depsipeptidio “D-alanil-D-alanina”, e o antibiotico glicopeptidico 
liga-se a esse depsipeptidio. Nas cepas resistentes aos glicopeptidios, o depsipeptidio “D-alanil-D-alanina” e substituido por “D- 
alanil-D-lactato” ou por “D-alanil-D-serina”. A resistencia adquirida aos glicopeptidios nas especies de Enterococcus corresponde a 
11 grupos diferentes de genes van, com base nas sequencias de DNA e na organizagao. Esses grupos de genes codificam uma 
enzima D-alanil-D-lactato (i. e., vanA, vanB, vanD e vanM) ligase ou uma enzima D-alanil-D-serina ( van Cl, vanC3, vanC3, vanE, 
vanG, vanL e vanN) ligase para a sintese de precursores de peptidoglicano, com baixas afinidades pelos agentes glicopeptidicos. 
Esses onze genotipos possuem fenotipos de resistencia correlacionados (i. e., VanA, VanB, VanCl, VanC2, VanC3, VanD, VanE, 
VanG, VanL, VanM e VanN), sendo os fenotipos VanA e VanB os mais prevalentes e de maior importancia clinica. 111-113,341 Os 
grupos de genes vanA, VanB e vanD podem ser diferenciados, com base no nivel de resistencia expressa, capacidade de indugao e 
localizagao do grupo de genes. 378,387,1147 Os genes que codificam os fenotipos VanA e VanB sao os mais comuns e sao transportados 
em transposons, podem ser inseridos no cromossomo ou em plasmidios. Os isolados de E. faecium e E. faecalis que possuem o 
genotipo vanA e o fenotipo VanA exibem resistencia de alto nivel, mediada por transposon e induzivel por vancomicina e 
teicoplanina tanto a vancomicina (CIM de 64 a 1.000 pg/m£) quanto a teicoplanina (CIM de 16 a 512 pg/mf). 1147 As cepas com o 
genotipo vanB (fenotipo VanB ) possuem resistencia adquirida induzivel pela vancomicina a varias concentragSes de vancomicina 
(CIM de 4 a 1.000 pg/mf), porem permanecem sensiveis a teicoplanina (CIM de 0,5 a 1 pg/mf), embora raras cepas de vanB 
tambem possam ser resistentes a este ultimo antibiotico. 378,1147 Os isolados que expressam o fenotipo VanB tambem incluem cepas 
de E. faecalis e E. faecium. Os isolados que possuem o genotipo vanC exibem resistencia de baixo nivel constitutiva e intrinseca a 
vancomicina (CIM de 2 a 32 pg/mf) e mostram-se sensiveis a teicoplanina (CIM de 0,5 a 1 pg/m£). O genotipo vanC corresponde a 
resistencia intrinseca aos glicopeptidios observada em E. gallinarum, E. casseliflavus e E. flavescens. Esse grupo de gene vanC nao 
e transferido por conjugagao a outros microrganismos; em geral, e expresso de modo constitutive e e de origem 
cromossomica. 621,755 Algumas cepas de E. faecium e E. faecalis expressam o fenotipo VanD (genotipo vanD)-, essas cepas exibem 
resistencia intermediary e constitutiva tanto a vancomicina (CIM de 64 a 128 pg/mf) quanto a teicoplanina (CIM de 4 a 64 pg/irRj, 
e essa resistencia nao e transferivel a outros enterococos, visto que o grupo de genes vanD e cromossomico. 275,822 A resistencia a 
vancomicina de tipo VanD tambem e encontrada em alguns isolados de E avium. 214 Cepas raras de E. faecalis que expressam o 



genotipo vanE possuem resistencia de baixo nivel induzivel a vancomicina (CIM de 16 pg/mf); porem permanecem sensiveis a 
teicoplanina (CIM de 0,5 pg/m^). 1,111,341 O fenotipo VanG associa-se a uma resistencia de baixo nivel a vancomicina (CIM de 16 
pg/mf), porem exibe sensibilidade a teicoplanina (CIM de 0,5 pg/m/’) e foi inicialmente encontrado ein isolados de E. faecalis na 
Australia e no Canada. 112,703 O genotipo vanF refere-se ao grupo de genes de resistencia aos glicopeptidios encontrado na antiga 
especie de Bacillus, denominada Paenibacilluspopillae , 812 O fenotipo VanL (genotipo vanL ) caracteriza-se por uma resistencia de 
baixo nivel a vancomicina (CIM de 8 pg/mf) codificada por um grupo de genes cromossomico nao transferivel (vanL) e foi 
detectado em um isolado de E. faecalis do meio de triagem para VRE. 11 ’ O genotipo vanM foi encontrado pela primeira vez entre 
isolados de E.faecium resistentes aos glicopeptidios, que carecem dos grupos de genes vanA, vanB e vanD. n 52 O grupo de genes 
responsavel foi sequenciado; foi constatado que ele e singular e distinto de outros isolados e foi denominado vanM. O gene vanM 
codifica uma enzima “D-alanil-D-lactato” ligase, que esta relacionada com van A, vanB e vanD e pode ser transferido como 
conjugagao. O operon vanN foi identificado em E. faecium isolado do sangue e demonstrou uma resistencia de baixo nivel 
constitutiva a vancomicina (CIM de 16 pg/mf) e sensibilidade a teicoplanina (CIM de 0,50 pg/mf). 618 O operon de resistencia vanN 
esta localizado em um plasmidio e e transferivel. Os genotipos, os fenotipos e suas caracteristicas estao resumidos na Tabela 13.1. 

A dependencia de vancomicina constitui outro fenomeno observado nos enterococos. A dependencia de vancomicina refere-se 
a cepas de enterococos que so crescem na presenga do antibiotico. Os enterococos dependentes de vancomicina (VDE; do ingles, 
vancomycin-dependent enterococci) foram descritos pela primeira vez em 1994, quando esses microrganismos foram cultivados a 
partir de uma amostra de urina de um paciente submetido a terapia prolongada com vancomicina. 330,355 Desde entao, foram 
descritos outros isolados de VDE. 280,396 Os pacientes expostos a vancomicina e a outros agentes (p. ex., cefalosporinas de espectro 
ampliado) correm risco de colonizagao por VRE, e essa exposigao tambem esta associada a um risco de colonizagao por VDE. Os 
VRE e os VDE tern a capacidade de utilizar ligases da parede celular para produzir um depsipeptidio altemativo da parede celular 
(“D-alanina-D-lactato”), que substitui aquele normalmente encontrado, “D-alanina-D-alanina.” Na ausencia de vancomicina no 
meio, os VRE mantem a sua capacidade de produzir o depsipeptidio “D-alanina-D-alanina” e crescem normalmente. Devido a 
mutagoes nos genes da ligase, que resultam em delegoes/substituigoes de aminoacidos na enzima ligase, as cepas de VDE sao 
incapazes de produzir o depsipeptidio original “D-alanina-D-alanina”. 1071 A presenga de vancomicina pennite que essas cepas 
utilizem o “D-alanina-D-lactato” como constituinte da parece celular, de modo que o seu crescimento depende efetivamente da 
presenga de vancomicina. Essas cepas de VDE sao relativamente incomuns. Foram descritas cepas de VDE de E. faecalis e de E. 
/aec/«m. 280,330,355,396 

A identificagao de especies de Enterococcus e discutida mais adiante, neste capitulo. Agentes antimicrobianos, como a 
linezolida e a daptomicina, sao comumente usados no tratamento de pacientes com infecgoes causadas por VRE. 118 ' 0 No Capitulo 
17, sao fornecidas informagSes adicionais sobre a resistencia a antimicrobianos e sao discutidos de modo detalhado os metodos 
para teste de sensibilidade a antimicrobianos. 

Genero Melissococcus e genero Catellicoccus 

O genero Melissococcus contem uma unica especie, M. plutonius. M. plutonius causa uma doenga em abelhas denominada “loque 
europeu” (cria putrida europeia). Utilizando dados de sequencia do rRNA 16S, Cai e Collins demonstraram que M. pluton estava 
mais estreitamente relacionado com o genero Enterococcus , 126 Catellicoccus representa um novo genero, que esta relacionado com 
M. plutonius, enterococos, vagococos e tetragenococos. A especie C. marimammalium foi isolada de amostras clinicas obtidas de 
um boto e de uma foca cinzenta. 6 " 8 

Bacterias "semelhantes a Streptococcus" 

Especies de Abiotrophia e Granulicatella 

A principio, acreditou-se que os “estreptococos variantes nutricionais” fossem estreptococos viridans que necessitavam de 
compostos tiois (p. ex., cisteina) ou da forma ativa da vitamina B 6 (/. e., piridoxal, piridoxamina) para o seu crescimento, e esses 
microrganismos foram tambem designados como estreptococos nutricionalmente deficientes, com exigencia de tiois, exigencia de 
piridoxal e “satelites”. Os estudos de relagao do DNA desses microrganismos identificaram dois grupos de hibridizagao do DNA, 
que correspondiam a duas especies, que foram denominadas Streptococcus defectivus e Streptococcus adjacens. 109 Em 1995, 
Kawamura et al., no Japao, conduziram estudos de sequencia do rRNA 16S dessas especies e verificaram que elas nao estavam 
relacionadas com outras especies do genero Streptococcus. Foi proposto o genero Abiotrophia para acomodar essas bacterias, e 
foram propostas duas novas especies — Abiotrophia adiacens e Abiotrophia defectiva , 544 Em 1998 e 1999, foram caracterizados dois 
novos membros desse genero: Abiotrophia elegans (de um paciente com endocardite) e Abiotrophia balaenopterae (isolada da 
baleia Balaenoptera acutorostrata). 6l2M 59 Em 2000, Kanamoto eta/., 533 utilizando criterios geneticos e fenotipicos, identificaram e 
caracterizaram outra especie nova de Abiotrophia, que estava estreitamente relacionada com A. adiacens, e propuseram a 
denominagao Abiotrophia para-adiacens para esse novo isolado. Subsequentemente, foi demonstrado que essas novas especies 
possuiam uma afinidade filogenetica mais proxima com A. adiacens do que com A. defectiva, sendo esta ultima especie 
filogeneticamente relacionada com especies nao Abiotrophia “semelhantes a Streptococcus ”, incluindo Globicatella sanguinis, 
especies de Facklamia, especies de Eremococcus e especies de Ignavigranum. A natureza polifiletica do genero Abiotrophia e a 
estreita afinidade entre A. adiacens, A. elegans, A. para-adiacens e A. balaenopterae resultaram na reclassificagao dessas quatro 


especies no genero Granulicatella com a denominagao de Granulicatella adiacens, Granulicatella elegans, Granulicatella para- 
adiacens, e Granulicatella balaenopterae. 2 '" A. defectiva e mantida como unica especie do genero Abiotrophia. 

A. defectiva, G. adiacens e G. elegans constituent parte da microbiota das vias respiratorias superiores e dos tratos urogenital e 
gastrintestinal. 713,894 As especies de Abiotrophia e Granulicatella provocam sepse e bacteriemia e sao responsaveis por 4 a 6% dos 
casos de endocardite infecciosa e complicagSes bacteriemicas associadas a endocardite. 122 A endocardite causada por G. adiacens e 
mais comum do que aquela causada por A. defectiva, sendo a endocardite por G. elegans rara em comparagao. 195 Desde 1997, 
foram relatados 17 casos de endocardite causada por Granulicatella, envolvendo principalmente G. adiacens, incluindo infecgoes 
de valva nativa, proteses valvares e marca-passo. 23,137,172,512 " 779,873 ’ 1078 A capacidade de ligagao de G. adiacens a fibronectina foi 
postulada como parcialmente responsavel pela maior prevalencia desse microrganismo na endocardite, em comparagao com A. 
defectiva ou G. elegans , 915 A endocardite causada por essas tres especies esta altamente associada ao desenvolvimento de 
fenomenos embolicos, destruigao valvar e fracasso do tratamento. 172,574 ' 1078 A. defectiva e especies de Granulicatella tambem foram 
envolvidas em outras infecgoes da corrente sanguinea e endovasculares, incluindo bacteriemia sem endocardite, sepse neonatal de 
inicio precoce, ateroma aortico infectado com dissecgao da aorta, infecgoes relacionadas com cateteres venosos centrais em 
hospedeiros imunocomprometidos e sindrome de Lemierre. 6,91,827,1082 A defectiva e G. adiacens foram documentadas como causas 
de infecgoes do SNC, incluindo meningite e abscessos cerebrais e epidurais. 163,711,1015 Em quase todos os casos, a infecgao foi 
associada a procedimentos neurocirurgicos anteriores, incluindo craniotomia, colocagao de derivagao VP, mielografia guiada por 
TC e ressecgao de tumor. Esses microrganismos tambem foram isolados de infecgoes oculares significativas, incluindo 
conjuntivite, endoftalmite apos cirurgia de catarata, ceratopatia cristalina infecciosa, ulcera de cornea apos ceratoplastia penetrante 
e ceratite associada a lentes de contato de hidrogel de uso prolongado. 548,750,815 Outras infecgoes causadas por especies de 
Abiotrophia e Granulicatella incluem pneumonia, abscesso escrotal, impetigo bolhoso, sinusite, artrite septica, osteomielite 
vertebral, artroplastia e infecgSes de implante de mama e peritonite associada a CAPD. 24,30,195,270,445,492 Esses microrganismos 
produzem fatores extracelulares, incluindo neuraminidase e aminopeptidases, que podem contribuir para a sua virulencia. Em 
virtude de sua importancia clinica e de exigencias para a cultura desses microrganismos, o microbiologista clinico precisa estar 
familiarizado com os contextos clinicos e os metodos laboratoriais necessarios para o seu isolamento de amostras de pacientes. 


Tabela 13.1 Fenotipos e genotipos dos enterococos resistentes a vancomicina. 
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As especies de Abiotrophia e Granulicatella sao mais resistentes a agentes antimicrobianos do que os estreptococos viridans. 
No que conceme ao antimicrobiograma, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomenda a determinate da CIM 
com microdiluigao em caldo utilizando o caldo de Mueller-Hinton ajustado para cations com 2,5 a 5% de sangue equino lisado, 
suplementado com 0,001% de cloridrato de piridoxina. Mesmo com essas modificagoes, alguns isolados nao conseguem crescer 
nesse meio. Os isolados desses generos exibem sensibilidade diminuida a penicilina, a cefotaxima e a cefuroxima e apresentam 
sensibilidade variavel a outras cefalosporinas e aminoglicosidios. G. adiacens (sensibilidade de 55%) e mais sensivel a penicilina 
do que A. defectiva (8% sensiveis), ate 60 e 47% dos isolados podem ser resistentes a ceftriaxona e a cefipima, 
respectivamente. 137,1053,1175 Foi relatada resistencia a clindamicina, tetraciclina, eritromicina e ciprofloxacino, mas nao a 
rifampicina. 137,1053,1175 

Especies de Aerococcus e Helcococcus 

Os aerococos sao microrganismos semelhantes a Streptococcus, que sao encontrados no meio ambiente, incluindo no ar, na poeira, 
no solo, na vegetagao, em produtos a base de carne e no ambiente hospitalar. Aerococcus viridans provoca uma doenga em 
lagostas, denominada gaffkemia; todavia, nos seres humanos, esse microrganismo e primariamente um patogeno oportunista. 6 " A. 
viridans constitui uma causa rara de endocardite, bacteriemia, ITU, meningite e infeegoes de ferulas. Os aerococos 

podem ser facilmente confundidos com os estreptococos viridans e enterococos. Os aerococos tendein a formar tetrades quando 
crescem em meio de caldo e sao microaerofilicos, com pouco ou nenhum crescimento em condigoes anaerobias. As cepas de A. 
viridans sao habitualmente sensiveis a penicilina, aos macrolidios, as sulfonamidas e a trimetoprima, embora, em um relato de 
caso, o isolado de hemocultura de um paciente com endocardite tenha demonstrado resistencia a penicilina, a ampicilina, a 
cefotaxima e a gentamicina. 

Uma segunda especie de Aerococcus, Aerococcus urinae, foi descrita em 1989 e recebeu o seu nome em 1992. 11,196,197 A 
inclusao de A. urinae no genero Aerococcus e sustentada pelo sequenciamento do rRNA 16S, e esses dados tambem corroboram a 
inclusao nos biotipos tanto positivos quanto negativos da esculina dentro da mesma especie. 198 Quando inicialmente reconhecido, 
esse microrganismo foi isolado em cultura pura e em numeros significativos de pacientes com mais de 50 anos de idade, e mais da 
metade dos pacientes apresentava condigoes localizadas ou sistemicas que predispunham ao desenvolvimento de infecgSes por 
microrganismos oportunistas, como diabetes melito, neoplasias malignas das vias urinarias ou das vias nao urinarias (p. ex., doenga 
prostatica como comorbidade) e urolitiase. Estudos subsequentes confirmaram esses achados. 917,933 Os pacientes podem ser 
colonizados nas vias urinarias ou podem apresentar sintomas manifestos; os pacientes cateterizados tendem a ter infecgSes 
verdadeiras e condigoes paralelas mais debilitantes. A. urinae tambem pode causar infecgSes graves e fatais da corrente sanguinea. 
DeJong et al. m descreveram quatro pacientes idosos com varias doengas de base (p. ex., hiperplasia prostatica benigna, cardiopatia 
isquemica com carcinoma de pulmao de celulas nao pequenas de estagio IV, carcinoma basocelular, glaucoma, urolitiase, diabetes 
melito), que desenvolveram bacteriemia por A. urinae. Todos esses pacientes tambem apresentavam condigSes urologicas 
debilitantes, porem todas as culturas de urina foram negativas. Nesses ultimos anos, A. urinae emergiu como causa significativa de 
endocardite. 538,944,1013 Nesse caso tambem, os pacientes eram idosos e debilitados devido a doengas de base (p. ex., infarto do 
miocardio, cancer de prostata, diabetes melito). A. urinae foi isolado de infeegoes de tecidos moles e como causa de pielonefrite 
aguda, espondilodiscite, linfadenite e peritonite bacteriana espontanea. 41,207,737,890 A. urinae tambem pode causar peritonite em 



pacientes submetidos a CAPD. 44 A urinae e habitualmente sensivel a penicilina, a amoxicilina e as fluoroquinolonas, e alguns 
isolados apresentam valores elevados da CIM para as cefalosporinas. 2117,268 A sensibilidade a clindamicina, a eritromicina e as 
tetraciclinas mostra-se variavel, e a maioria dos isolados e resistente aos aminoglicosidios e ao SXT. 910,943 Em um estudo de 66 
isolados de A. urinae, todos foram sensiveis a penicilina, a vancomicina e a ceftriaxona, porem 17% dos isolados apresentaram 
CIM elevada para a eritromicina (CIM > 0,5 pg/m£), e 23% tiveram CIM elevada para o levofloxacino (> 4 pg/m£). 91 A penicilina 
ou a vancomicina combinadas com um aminoglicosidio ( i. e., gentamicina) demonstraram sinergismo bactericida, sugerindo que a 
terapia de combinagao constitui a escolha terapeutica para a endocardite e outras infecgoes graves causadas por A. urinae. 

Desde 1989, foram descritas cinco novas especies de Aerococcus: Aerococcus christensenii, Aerococcus urinaeequi, 
Aerococcus urinaehominis, Aerococcus sanguinicola e Aerococcus suis . 227 . 333 . 610 . 611 . 1089 a. christensenii foi isolado de amostras 
vaginais e originalmente identificado como Streptococcus adicorninimus. Esse microrganismo nao tem sido associado a qualquer 
infecgao ou patologia desde a sua descrigao, em 1999. A. urinaeequi foi transferido do genero Pediococcus, em 2005, e essa 
especie esta mais estreitamente relacionada com A. viridansP 3 A descrigao de A. sanguinicola baseia-se em um unico isolado de 
uma hemocultura em 2001, e, desde entao, esse microrganismo tem sido isolado de amostras de urina e de hemoculturas. 488,917 
Alguns pacientes com bacteriemia por A. sanguinicola apresentaram endocardite causada por esse microrganismo. 488 A semelhanga 
de A. urinae, os pacientes com infecgao por S. sanguinicola sao habitualmente idosos e apresentam doenga urologica subjacente ou 
predisponente, como cancer de prostata e hipertrofia prostatica benigna. 147,917 Em um estudo de 66 isolados de A. sanguinicola, 
todos foram sensiveis a penicilina, a vancomicina e a ceftriaxona, porem 41% dos isolados apresentaram valores elevados da CIM 
para a eritromicina (CIM de > 0,5 pg/m^), e 78% tiveram CIM elevada para o levofloxacino (> 4 pg/mf). 917 A especie A. 
urinaehominis baseia-se em um unico isolado de urina e nao tem sido associada a qualquer outra patologia ate o momento. Os 
isolados de A. sanguinicola mostram-se sensiveis a penicilina, amoxicilina, cefotaxima, cefuroxima, eritromicina, vancomicina, 
quinupristina-dalfopristina, rifampicina, linezolida e tetraciclinas, com sensibilidade variavel as quinolonas; algumas cepas sao 
resistentes a clindamicina, ao meropenem e ao SXT. 322 Nao se dispoe de informagdes sobre a sensibilidade de A. urinaehominis e 
A. christensenii a agentes antimicrobianos. 

Outros isolados semelhantes a Aerococcus foram descritos pela primeira vez entre varios isolados obtidos de culturas de feridas 
de pe e de pemas e de abscessos de mama. 127,212 Essas cepas particulares consistem em cocos gram-positivos facultativos e 
catalase-negativos, semelhantes aos aerococos, mas que apresentaram crescimento variavel em caldo com 6,5% de NaCl. Esses 
isolados foram lipofilicos, visto que o crescimento em meios de agar e em caldo foi intensificado pela presenga de soro ou de 
Tween 80. Foi constatado que esses microrganismos pertencem a um novo genero e especie com base em criterios genotipicos e 
fenotipicos e foram classificados dentro do novo genero Helcococcus, com a denominagao de Helcococcus kunzii , 212 Estudos sobre 
a ecologia desse microrganismo sugerem que ele constitui parte da microbiota cutanea bacteriana dos membros inferiores e que ele 
possui uma associagao com celulite ou infecgoes de feridas, juntamente com outros microrganismos mais virulentos, como S. 
aureus . 142 H. kunzii tem sido isolado de feridas, cistos sebaceos infectados, de abscesso de mama, de abscesso de pe pos-operatorio 
e de infecgao de protese total do joelho. 167,631,821,862 H. kunzii foi isolado de infecgoes em dois pacientes como causa de infecgao 
primaria da corrente sanguinea e empiema toracico, respectivamente, e foi obtido um isolado semelhante a Helcococcus a partir de 
hemoculturas de um paciente com endocardite.' 46 ' 11 ' 1 A infecgao do tecido adjacente a um dispositivo de ritmo cardiaco 
implantavel, causada por H. kunzii, foi tratada com sucesso sem a retirada do dispositivo, visto que nao houve nenhuma evidencia 
de endocardite. 7 " 6 Os isolados de H. kunzii sao sensiveis a penicilina, ampicilina, ciprofloxacino, SXT e vancomicina, porem a 
sensibilidade a clindamicina e a eritromicina e variavel. 167,821,1139 Em 1999, uma segunda especie de Helcococcus, Helcococcus 
ovis, foi isolada de ovinos, equinos e bovinos; esse microrganismo causou broncopneumonia purulenta em ovinos e caprinos e 
endocardite em bovinos. 214,356,586 Em 2004, uma nova especie de Helcococcus, H. sueciensis, foi isolada de uma culture de material 
de ferida, e outra especie nova, Helcococcus pyogenes, foi isolada de uma infecgao de protese articular de joelho. 213,796,797 Este 
ultimo microrganismo assemelha-se mais estreitamente a especies de Pediococcus com relagao as caracteristicas fenotipicas, porem 
os estudos moleculares confirmaram a sua associagao aos helcococos. Esse isolado tambem foi relativamente resistente a 
vancomicina, com CIM de 8 pg/mC 795,797 

Especies de Leuconostoc 

As especies de Leuconostoc sao cocos gram-positivos, imoveis, nao formadores de esporos, heterofermentadores e facultativos, que 
sao encontrados no meio ambiente (/. e., em plantas e no solo). Esses microrganismos tem importancia economica, em virtude de 
seu uso nas industrias de laticinios e conservas, bem como na produgao de vinho. " 8 Essas especies sao tambem encontradas em 
salsichas fermentadas, produtos a base de came embalados a vacuo, cereais e produtos lacteos (manteiga, creme, leite fresco/cm, 
queijos). Fenotipicamente, esses microrganismos sao cocobacilos ou bacilos catalase-negativos, que produzem gas a partir da 
glicose, juntamente com fennentagao do acido D(-)-lactico; nao hidrolisam a arginina. Todas as especies de Leuconostic exibem 
resistencia intrinseca a vancomicina. Foram descritas mais de 27 especies e subespecies de Leuconostoc, porem a maioria das 
especies pode ser dividida em tres subgrupos, com base na sequencia do gene rRNA 16S: o subgrupo de L. mesenteroides, o 
subgmpo de L. fructosum e o subgmpo de L. fallax (que inclui apenas L. fallax ). 310 As quatro especies no subgrupo L. fructosum 
foram recentemente reclassificadas no genero Fructobacillus, enquanto L. fallax continua como unico membro do subgmpo L. 
fallax. O subgmpo de L. mesenteroides inclui varias especies, incluindo as que foram isoladas de amostras clinicas humanas. 


A bacteriemia por Leuconostoc foi documentada predominantemente em pacientes com neoplasias malignas subjacentes 
(leucemia mieloide aguda, linfoma nao Hodgkin, carcinoma hepatocelular) e como complicagao de transplante de orgaos solidos 
(p. ex., figado) e cehilasHronco. 273,497,627,925,1022,1155 Esses cocos tambem colonizam cateteres intravenosos de demora, resultando em 
bacteriemia relacionada com uso de cateter. 349,479 Outros fatores de risco associados a bacteriemia por Leuconostoc incluem 
tratamento anterior ou atual com vancomicina, doenga gastrintestinal e, possivelmente, doenga vascular do colageno e artrite 
reumatoide. 923 Foi relatada a ocorrencia de infecgao por Leuconostoc em recem-nascidos com peso extremamente baixo ao nascer e 
prematuros com varias condigoes intestinais debilitantes, como sindrome do intestino curto. 349,510,1159 Em alguns casos, esses 
lactentes estavam sendo tratados com vancomicina quando houve desenvolvimento de bacteriemia. 31 " Ocorreram infecgoes 
hospitalares em populates pediatricas devido a formulas para lactentes e suplementos de nutrigao enteral e parenteral 
contaminados por Leuconostoc. 105 Alem disso, pode-se observar o desenvolvimento de ITU hospitalares, tambem em pacientes 
submetidos a tratamento prolongado com vancomicina. 1 " 1 "" 2 As especies de Leuconostoc, como patogenos oportunistas, tern sido 
isoladas de abscessos cerebrais e hepaticos, osteomielite e infecgoes pulmonares em pacientes imunocomprometidos e debilitados 
(p. ex., pacientes de gastrenterologia, pacientes queimados, pacientes com AIDS) e como agentes de peritonite espontanea e 
peritonite em pacientes submetidos a CAPD. 18,339,381,518,572,1069 Embora se tenha relatado a ocorrencia de endocardite causada por 
uma especie de Leuconostoc sensivel a vancomicina, nao se dispoe de detalhes sobre a identificagao microbiana e a sensibilidade a 
agentes antimicrobianos. 962 Apesar de exibir resistencia intrinseca a vancomicina, as especies de Leuconostoc sao habitualmente 
sensiveis a azitromicina, daptomicina, tigeciclina, linezolida, clindamicina e SXT; em alguns relatos de casos, foram descritas 
sensibilidades variaveis, tolerancia e resistencia total aos betalactamicos ( i. e., penicilina, ampicilina). 105,349,497,627 As especies de 
Leuconostoc podern ser identificadas incorretamente como pneumococos, estreptococos viridans, aerococos ou lactobacilos. Os 
sistemas de identificagao manuais (p. ex., ID32 Strep®) e automaticos (;. e., Vitek 1 " 2, sistema Phoenix®, Biolog®) tem dificuldade 
na identificagao, em comparagao com abordagens genotipicas (/. e., sequenciamento do rRNA 16S); entretanto, esses sistemas 
fomecem uma identificagao correta ate o nivel de genero na maioria dos casos, o que, juntamente com o antibiograma, e 
habitualmente adequado para o tratamento dos pacientes. 105,273,627,925 As caracteristicas das especies de Leuconostoc que as 
diferenciam de outras bacterias semelhantes a Streptococcus consistem na sua resistencia a vancomicina e na formagao de gas a 
partir da glicose durante o crescimento em caldo Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (discutido adiante). 

Especies de Pediococcus e Tetragenococcus 

As especies de Pediococcus sao cocos gram-positivos que, a semelhanga dos estreptococos, produzem acido lactico como linico 
produto da fermentagao da glicose. Esses microrganismos sao encontrados naturalmente em vegetais e possuem importancia nas 
industrias de cerveja e alimentos. Os pediococos podem ser encontrados em cervejas e tambem sao utilizados em alimentos para 
processamento e conservagao. Sao incluidos como realgadores de sabor em vegetais processados e derivados da soja e sao tambem 
utilizados em biotecnologia como cepas indicadoras em bioensaios de vitaminas. Desde 2013, o genero Pediococcus contem 14 
especies: P. acidilactici, P. argentinicus, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P. dextrinicus, P. ethanolidurans, P. inopinatus, P. 
lolii, P. parvulus, P. pentosaceus, P. siamensis, P. solitarius e P. stilesii. Pediococcus halophilus representa uma linha de 
descendencia independente dos pediococos e dos aerococos, de modo que essa especie foi colocada no genero Tetragenococcus, 
sendo a especie tipo Tetragenococcus halophilus. 2 ' 4 A especie anterior P. urinaeequi foi transferida para o genero Aerococcus, com 
a denominagao de A. urinaeequi . A especie P. solitarius foi transferida para o genero Pediococcus, a partir do genero 
Enterococcus , 311 

Os pediococos foram isolados de varios tipos de amostras clinicas humanas, incluindo fezes, urina, feridas, abscessos e 
hemoculturas. Os pacientes infectados por esses microrganismos apresentam afecgSes em paralelo, incluindo neoplasias 
hematologicas malignas, doenga cardiovascular, doenga pulmonar cronica, gastrosquise (um defeito congenito em que ha uma 
separagao na parede abdominal, com protrusao de uma alga intestinal atraves dessa abertura), pancreatite e diabetes 
melito. 39,441,893,940 Muitos pacientes com essas infecgoes foram previamente submetidos a cirurgia de abdome ou ficaram com 
sondas nasogastricas ou cateteres venosos centrais para nutrigao parenteral total durante periodos prolongados. Foi observado o 
desenvolvimento de endocardite por P. acidilactici em um homem de 32 anos de idade apos transplante de intestino delgado; o 
paciente respondeu a terapia com daptomicina. 511 A bacteriemia persistente por pediococos em uma mulher de 67 anos de idade 
com evolugao clinica complicada apos adenocarcinoma metastatico tambem foi tratado com sucesso com daptomicina. 974 Foi 
observado o desenvolvimento de abscesso hepatico por especies de Pediococcus em uma mulher de 27 anos de idade apos uma 
exacerbagao da doenga de Crohn. 73 Houve crescimento de P. pentosaceus em hemoculturas e amostras de celulite necrosante que 
acabou sendo fatal, apos ruptura de tumor retroperitoneal. 710 A semelhanga das especies de Leuconostoc, os pediococos sao 
intrinsecamente resistentes a vancomicina, e muitos pacientes apresentam pela primeira vez sintomas de infecgao enquanto estao 
sendo tratados com esse farmaco. Isolados de pediococos de amostras clinicas foram identificados como P. acidilactici ou P. 
pentosaceus 51 Em geral, os pediococos sao sensiveis a penicilina G, a eritromicina, a clindamicina, a gentamicina e ao imipenem. 

Especies de Gemella 

O genero Gemella inclui sete especies: G. asaccharolytica, G. hergeriae, G. cuniculi, G. haemolysans, G. morbillorum, G. 
palaticanis e G. sanguinis. 21 *' 219,226,415,55 * G. haemolysans, a especie tipo do genero, e um coco gram-positivo que descora com 
facilidade e que aparece tipicamente como diplococos com lados adjacentes pianos. Em virtude dessas caracteristicas, foi incluido 


com os cocos gram-negativos no genero Neisseria. A analise da parede celular demonstrou que o microrganismo possui uma 
parede celular mais fina do que outros microrganismos gram-positivos, embora seja, entretanto, gram-positivo. Os estudos de 
hibridizagao de acidos nucleicos nao sustentaram qualquer relagao com a famllia Neisseriaceae. A reagao negativa da catalase 
relegou inicialmente essa especie a famllia Streptococcaceae. Entretanto, diferentemente dos estreptococos, o crescimento desse 
microrganismo e precario em condigoes anaerobias. G. morbillorum era anteriormente classificado com os estreptococos como 
Streptococcus morbillorum e foi originalmente incluldo entre os estreptococos viridans. Estudos genotlpicos de S. morbillorum 
demonstraram uma relagao mais estreita com G. haemolysans do que com outros estreptococos e com peptoestreptococos. 528 A 
cromatografia demonstrou que esses microrganismos produzem acidos acetico, formico, succinico e piruvico, alem de pequenas 
quantidades de etanol, juntamente com acido lactico. Esses dados sustentam, portanto, a transference de S. morbillorum para o 
genero Gemella, com a denominagao Gemella morbillorum. Em 1998, foram caracterizadas e descritas duas novas especies de 
Gemella — Gemella bergeriae e Gemella sanguinis. 218,219 Foram isoladas seis cepas de cada especie a partir de amostras de sangue, 
que se mostraram distintas das especies de Gemella previamente descritas pela sua caracterizagao bioquimica e molecular. 
Subsequentemente, foram descritas duas especies de origem veterinaria — Gemella palaticanis e Gemella cuniculi , 226,475 G. 
palaticanis foi isolada de uma vesicula da cavidade oral de um Labrador Retriever, enquanto G. cuniculi foi isolada de um abscesso 
submandibular de um coelho de estimagao de orelhas pendentes. O microbioma normal de G. bergeriae e G. sanguinis nos seres 
humanos nao e conhecido, e, alem de seu isolamento de hemoculturas, nenhuma infecgao especifica foi associada a essas duas 
especies. O membro mais recente, G. asaccharolvtica, foi isolado de uma ferida no brago de um usuario de drogas IV, de uma 
ferida em um dedo e de abscesso labial de paciente com neoplasia maligna. 1064 Diferentemente de outras especies de Gemella, G 
asaccharolytica nao fermenta nenhum carboidrato. 

As especies de Gemella sao isoladas com pouca frequencia de amostras clinicas. A semelhanga com estreptococos viridans em 
culturas provavelmente resultou em identiflcagoes incorretas. G. haemolysans constitui parte da microbiota das vias respiratorias 
superiores, enquanto G. morbillorum e encontrada nos tratos respiratorio e gastrintestinal. Ambas as especies tem sido isoladas 
como causas ocasionais de bacteriemia e endocardite acometendo valvas nativas e proteses valvares em pacientes pediatricos e 
adultos. 20,329,482,597,989,1174 E interessante assinalar que especies de Gemella tambem causaram endocardite apos colocagao de 
piercing na lingua. 1161 Como patogenos oftalmicos, G. haemolysans pode causar ceratopatia cristalina infecciosa, e tanto G. 
haemolysans quanto G. morbillorum provocaram endoftalmite pos-operatoria associada a catarata e glaucoma. 530,732,747,863 Ambas 
as especies tambem foram isoladas como causas de peritonite relacionada com dialise peritoneal ambulatorial cronica e abscesso 
hepatico. 406,672,1065 A semelhanga de S. gallolyticus (anteriormente S. bovis), foi constatada uma associagao entre a bacteriemia por 
G. haemolysans e G. morbillorum, a endocardite e presenga de polipos adenomatosos e possiveis carcinomas de colon. 443,657 As 
abordagens com cultures e analise molecular mostraram que G. morbillorum e um patogeno consistentemente presente e persistente 
em infecgbes endodonticas primarias e secundarias/persistentes ( i. e., abscessos de canal e perirradiculares). 389 G. haemolysans foi 
isolada do liquido de derivagao cerebrospinal em um menino de 16 anos de idade, e a recuperagao exigiu tratamento com 
antibioticos e retirada e substituigao da derivagao. 654 G. morbillorum, a especie mais comumente isolada, constitui uma causa 
incomum de infecgbes do sistema nervoso central, osteomielite e infecgbes do espago articular, bem como abscessos 
pulmonares. 70,1079,1098 

O final da decada de 1990 e a decada de 2000 testemunharam a descoberta de varias novas especies de Gemella. Os primeiros 
seis isolados de G. bergeriae foram obtidos de hemoculturas, e tres pacientes tinham endocardite clinica. -18 Surgiram dois relatos 
subsequentes de endocardite por G. bergeriae, incluindo endocardite em um menino de 15 anos de idade com tetralogia de Fallot e 
atresia pulmonar. 308,656 G. sanguinis tem sido isolada de hemoculturas de pacientes com suspeita ou confinnagao de endocardite, 
sendo os isolados iniciais de Virginia, Nova York, Georgia, California e Suecia. 219 Todos esses microrganismos foram inicialmente 
identificados como G. morbillorum, G. haemolysans ou “especies de Gemella ”. Outro caso de endocardite por G. sanguinis foi 
descrito em um homem de 69 anos de idade com dentigao precaria e vegetagoes em ambas as valvulas da valva mitral, e houve 
necessidade de substituigao da valva. 928 Neste caso, o microrganismo foi identificado por amplificagao do rRNA 16S por meio de 
PCR e sequenciamento do produto da PCR. Em 2013, foi relatado um terceiro caso de endocardite causada por G. sanguinis. 166 G. 
asaccharolytica foi isolada de amostras de material de ferida (ferida de brago em um usuario de drogas IV, ferida de dedo da mao e 
abscesso labial) de tres pacientes. 1064 As especies de Gemella sao habitualmente sensiveis a uma ainpla variedade de agentes 
antimicrobianos, incluindo penicilina, ampicilina, rifampicina e vancomicina; entretanto, em alguns isolados, pode-se observar uma 
resistencia de baixo nivel aos aminoglicosidios e a trimetoprima. 

Especies de Vagococcus 

O genero Vagococcus foi proposto em 1989 para acomodar cocos gram-positivos moveis e catalase-negativos, isolados de fezes de 
galinaceo e agua de rio. Fenotipicamente, esses microrganismos assemelhavam-se a lactococos; entretanto, o sequenciamento do 
rRNA 16S indicou que essas cepas moveis formavam uma linha distinta de descendentes dentro das bacterias produtoras de acido 
lactico e eram distintas dos estreptococos, enterococos e das especies de Lactococcus sensu stricto. Esses isolados tambem eram 
fenotipicamente diferentes. Collins eta/. 210 classificaram esses microrganismos no novo genero Vagococcus (“coco errante”). O 
grupo N rnovel de isolados semelhantes a Lactococcus no genero Vagococcus e atualmente denominado Vagococcus fluvialis 
(“pertencente a um rio”). Foram tambem isoladas cepas de V. fluvialis de lesoes cutaneas e de tonsilas de suinos, bovinos, equinos e 
gatos domesticos. 8 ’ 9 Os CDC relataram o recebimento de duas cepas de V. fluvialis, uma obtida de hemocultura e a outre do liquido 


peritoneal de um paciente submetido a dialise renal. ’ 1 ' 1 Outros isolados de V. fluvialis foram obtidos de fontes cllnicas humanas (/. 
e., hemoculturas, llquido peritoneal, feridas, lesoes de canal infectado de dente), de animais ( i. e., suinos) e do meio ambiente (i. e., 
aguadepogo). 21,1012 

Durante um estudo genetico de lactobacilos atipicos isolados de varios produtos a base de came (membros do genero 
Carnobacterium ), foram descritos dois isolados da truta-arco-iris adulta, que foram distintos dos isolados de aves domesticas. 1103 
Essas duas cepas demonstraram o maior grau de homologia de sequencia do rRNA 16S com cepas de V. fluvialis, formando um 
grupo genetico proximo das carnobacterias, dos estreptococos, dos lactobacilos e dos enterococos. Esses isolados de salmonideos 
foram incluidos no genero Vagococcus, com a denominagao de Vagococcus salmoninarum. Posteriormente, foi constatado que esse 
microrganismo provoca infecgSes peritoneais em salmSes e trutas marrons. Em 1999, foi isolada uma terceira especie de 
Vagococcus — V. lutrae — de amostras de sangue, figado, pulmao e bago de uma lontra (Lutra lutra). 611 Foi isolada uma quarta 
especie de Vagococcus de amostras de necropsia de focas e botos. Esse microrganismo - denominado V. fessus, foi obtido de 
cultura pura de tecidos hepatico, pulmonar, renal, cerebral, intestinal e placentario. 476 V. camiphilus foi caracterizado em 2004, e 
outra especie, Vagococcus elongatus, foi descrita em 2007. 609,920 V. camiphilus foi isolado de came moida, enquanto V. elongatus 
foi isolado de esterco de sumo. Recentemente, duas especies de Vagococcus foram isoladas de um biorreator utilizado no 
tratamento de aguas residuais de alimentos (V acidifermentans ) e da “microbiota de decomposigao” de camarao cozido na Franga 
(Vpenai). 505,1101 Apenas V. fluvialis foi isolado de amostras clinicas obtidas de seres humanos. 

Especies de Alloiococcus 

Em 1989, Faden e Dryja relataram o isolamento de um grande coco gram-positivo de crescimento lento de 10 criangas com otite 
media cronica e com derrame. 324,430 A idade dessas criangas variava de 10 meses a quase 3 anos, e cada uma delas apresentou 
historia pregressa de dois a cinco episodios de otite media. Os aspirados da orelha media dessas criangas consistiram em liquido 
seroso, mucoide ou francamente purulento; em todas as amostras, foram observadas celulas inflamatorias. Na maioria dos casos, 
foi possivel observar tambem a presenga de grandes cocos gram-positivos nos esfregagos desses liquidos corados pelo metodo de 
Gram. Foi isolado um novo microrganismo em cultura pura de 11 aspirados de orelha e em cultura mista com Haemophilus 
influenzae nao tipavel, difteroides, micrococos ou estafilococos coagulase-negativos em cinco amostras. Em uma das criangas 
examinadas no estudo, o mesmo microrganismo foi isolado de tres amostras separadas da orelha media, obtidas durante um periodo 
de 8 meses. Esses microrganismos em cultura apresentaram um crescimento extremamente lento, levando os autores a sugerir a 
possibilidade de terem passado despercebidos no passado, devido a incubagao das placas de cultura por tempo insuficiente. Devido 
a associagao desse coco gram-positivo de crescimento lento com otite media cronica, Faden e Dryja recomendaram que os 
aspirados da orelha media enviados para cultura fossem incubados durante pelo menos 5 dias para facilitar a detecgao dessas 
bacterias. 324 Subsequentemente, Aguirre e Collins caracterizaram esse coco incomum e o denominaram Alloiococcus otitis} 1 
Subsequentemente, foi sugerida uma mudanga do nome desse microrganismo de A. otitis para A. otitidis, o que foi aprovado de 
acordo com as regras de nomenclatura binomial. Alein dos isolados obtidos do liquido da orelha media, os CDC receberam cepas 
de A otitidis isoladas de hemoculturas e de amostras de escarro. 319 Com amostras adequadamente coletadas de timpanocentese, a 
coloragao de Gram e as culturas do material sao positivas se as placas foram incubadas em condigoes microaerofflicas ou na 
presenga de quantidade aumentada de C0 2 (7,5%) por 7 dias, e se for realizado um enriquecimento em infusao de cerebro-coragao 
(BHI; do ingles, brain-heart infusion) com subcultura. 40,272 Em virtude de seu crescimento lento, varios pesquisadores 
desenvolveram metodos de amplificagao moleculares para a detecgao desse microrganismo em derrames da orelha 
media. 39,44,410,542,633 Esses metodos moleculares tambem demonstraram que a otite media com derrame e mais frequentemente 
polimicrobiana do que a otite media aguda, e que o estado de portador de A. otitidis na nasofaringe e raro em criangas de alto 
risco. 463,509 Essas tecnicas altamente sensiveis tambem possibilitaram a detecgao desse microrganismo no meato acustico extemo, 
sugerindo que esse local constitui habitat e reservatorio naturais de A. otitidis. 301,678,1007 Os isolados de A. otitidis sao sensiveis ou 
apresentam resistencia intermediary a penicilina, a ampicilina e as cefalosporinas de espectro ampliado (i. e., cefixima, 
ceftriaxona), enquanto sao resistentes a eritromicina e ao SXT. 104 Alguns desses agentes (betalactamicos, eritromicina) sao 
frequentemente usados no tratamento da otite media em criangas. Em criangas que receberam esses farmacos, foi demonstrada a 
persistency do microrganismo no liquido da orelha media por meio de metodos moleculares e de cultura. 429 As tecnicas de Western 
immunoblot demonstraram a presenga de lgG 2 , IgA e IgM contra A. otitidis em amostras de derrame da orelha media. 430 A tipagem 
de isolados de A. otitidis de criangas por PFGE revelou pelo menos 13 tipos PFGE diferentes. 554 

Especies de Globicatella 

Em 1992, Collins et al. 109 descreveram nove isolados clinicos humanos singulares (cinco de hemoculturas, tres de culturas de urina 
e um de amostra de LCR). As caracteristicas fenotipicas excluiram essas cepas como membros dos grupos Streptococcus, 
Lactococcus, Enterococcus ou Aerococcus, e as pesquisas geneticas demonstraram uma linha distinta de descendencia desses 
isolados dentro das bacterias de “acido lactico”. Essas cepas foram classificadas no novo genero Globicatella (o que significa uma 
cadeia curta composta de celulas esfericas). Todas essas cepas sao fenotipicamente semelhantes e receberam a designagao de 
especie de Globicatella sanguinis (anterionnente G. sanguis). Os isolados de G. sanguinis enviados aos CDC foram obtidos de 
hemoculturas, culturas de urina, culturas de ferida e de uma amostra de LCR obtida durante uma necropsia. 319 Em 2001, 
Shewmaker et al} 22 descreveram 28 cepas de G. sanguinis que foram isoladas de culturas de urina e de hemoculturas de pacientes 


com diagnostico de endocardite, sepse e bacteriemia. Desde a sua descrigao inicial, G. sanguinis foi particularmente associada a 
bacteriemia e meningite, incluindo um caso de meningite associada a derivagao ventriculoperitoneal e um relato descrevendo a 
ocorrencia de meningite apos traumatismo cranioencefalico. 4,506 ’ 600 ’ 913 Em um caso, G. sanguinis isolada de uma amostra de LCR 
de uma mulher de 56 anos de idade com sinais e sintomas de meningite foi detectada como microrganismo colonizador do reto e da 
virilha da paciente. 448 No Japao, G. sanguinis foi isolada, juntamente com Corynebacterium riegelii, de hemoculturas e cultures de 
urina de um homem idoso com urolitiase. 695 Vandamme et a/., 1078 na Belgica, caracterizaram uma segunda especie de Globicatella, 
que foi isolada de infecgSes do trato respiratorio e infecgoes articulares septicas de bezerros, ovinos e suinos. Esse isolado foi 
denominado Globicatella sulfidifaciens em virtude de sua capacidade de produzir H 2 S. 

Especies de Facklamia 

Em 1997, Collins et air'' caracterizaram cinco isolados humanos de cocos gram-positivos catalase-negativos obtidos de amostras 
de urina, vagina, sangue e abscesso. O sequenciamento comparative do gene rRNA 16S demonstrou que essas cepas eram 
genotipicamente homogeneas, constituindo uma nova linha filogenetica estreitamente relacionada com o genero Globicatella. 
Esses isolados tambem eram diferentes de G. sanguinis na sua estrutura de peptidoglicano mureina. Do ponto de vista fenotipico, 
esses isolados eram muito diferentes. G. sanguinis produzia acido a partir de varios carboidratos, enquanto os novos isolados eram 
totalmente nao sacaroliticos. Essas cepas apresentavam algumas caracteristicas semelhantes aquelas dos microrganismos 
semelhantes a Gemella tolerantes ao sal (como D. pigrum, ver adiante). Esses isolados foram classifiados no genero Facklamia 
com a denominagao Facklamia hominis. 215 Desde a sua descrigao, F. hominis foi associada a um caso de corioamnionite, quando 
foi isolada de amostras de sangue e placenta de uma mulher de 34 anos de idade apos rupture espontanea das membranas e parto 
com 31 semanas de gestagao. 436 O mesmo microrganismo foi isolado de um aspirado gastrico do recem-nascido prematuro. 

Posteriormente, foram descritas varias outras especies de Facklamia na literature taxonomica e microbiologica. Collins et 
a/. 221 - 231 caracterizaram dois isolados do sangue humano como uma segunda especie nao sacarolitica, Facklamia ignava, e, no ano 
seguinte, o mesmo grupo descreveu Facklamia sourekii em sua caracterizagao de outros dois isolados obtidos de hemoculturas 
humanas. Essas especies eram diferentes de F. hominis e F. ignava por serem fermentadores ativos. Facklamia languida foi 
proposta como nova especie para descrever tres isolados de amostras de sangue e de LCR humanos. 607 F. languida e nao 
sacarolitica, porem difere nas suas caracteristicas fenotipicas das outras especies em varias reagSes enzimaticas. Em 1999, 
Facklamia tabacinalis foi tambem descrita e assim denominada para descrever um isolado obtido como contaminante do rape. 221 A 
sequencia de seu gene rRNA 16S assemelhou-se mais estreitamente aquela de F. ignava. Facklamia miroungae foi descrita em 
2001 e isolada de um swab nasal de um filhote de elefante-marinho ( Mirounga leonina ). 474 

As especies de Facklamia parecem exibir perfis ligeiramente diferentes de sensibilidade aos agentes antimicrobianos. LaClaire 
e Facklam determinaram a sensibilidade de F. hominis (quatro cepas), de F. ignava (cinco cepas), F. languida (seis cepas), F. 
sourekii (tres cepas) e F. tabacinalis (uma cepa), e constataram que uma cepa de F. hominis e duas de F. ignava apresentaram 
valores de CIM da penicilina situados dentro da faixa intermediaria, enquanto todas as outras cepas mostraram-se sensiveis ao 
antibiotico. 590 Uma cepa de F. ignava , uma cepa de F. sourekii, e todas as seis cepas de F. languida foram resistentes a cefotaxima; 
5 dessas ultimas 6 cepas tambem apresentaram resistencia a cefuroxima. Embora os isolados tenham sido, em maioria, sensiveis a 
eritromicina, tres cepas de F. ignava e duas de F. languida mostraram-se resistentes a esse antibiotico. Cinco das seis cepas de F. 
languida e 1 das 5 cepas de F. ignava foram resistentes a clindamicina. Todos os isolados apresentaram resistencia intermediaria ou 
foram resistentes ao SXT, e nenhum dos isolados demonstrou resistencia ao levofloxacino ou a vancomicina. 

Especies de Dolosigranulum, Ignavigranum, Dolosicoccus e Eremococcus 

Dolosigranulum e Ignavigranum sao generos semelhantes a Gemella, que sao capazes de crescer em 6,5% de NaCl. 
Dolosigranulum pigrum, a unica especie do genero, foi descrita em 1993, e o Streptococcus Laboratory dos CDC caracterizou 
varios isolados de hemoculturas, de amostras de olho, de swabs nasofaringeos, amostras de escarro, urina, aspirados gastricos e 
sinusais e amostras de medula espinal na necropsia. 1 ’ D. pigrum foi isolado de hemoculturas de um paciente com 64 anos de idade 
que apresentava sinovite e de um homem de 76 anos de idade com colecistite aguda. 418,648 Esse microrganismo foi isolado de 
secregSes respiratorias de um paciente com pneumonia associada a ventilagao mecanica e do liquido do LBA e de hemoculturas de 
um homem de 73 anos de idade com DPOC e insuficiencia respiratoria cronica. 460,622 Esse microrganismo foi isolado de 
hemoculturas de um paciente com artrite reumatoide que desenvolveu sinovite em multiplas articulagSes associada a substituigao 
de quadril infectada. O microrganismo foi observado em amostras do liquido sinovial corado pelo metodo de Gram, porem nao foi 
isolado, visto que as amostras foram obtidas apos o inicio do tratamento. 821 LaCaire e Facklam efetuaram antibiogramas de 27 
isolados clinicos de D. pigrum e verificaram que todos eram sensiveis a penicilina, a amoxicilina, as cefalosporinas (/. e., 
cefotaxima, cefuroxima) a clindamicina, ao levofloxacino, ao meropenem, a rifampicina, a tetraciclina e a vancomicina; quinze dos 
isolados mostraram-se resistentes a eritromicina. 589 

Ignavigranum ruoffiae e o nome dado a duas cepas de cocos gram-positivos catalase-negativos, que foram isolados de uma 
ferida e abscesso de orelha. 232 Essas cepas tolerantes ao sal apresentaram uma relagao filogenetica com especies de Globicatella e 
Facklamia e assemelhanr-se, em suas caracteristicas fenotipicas, as especies de Facklamia nao sacaroliticas. Nao se dispoe de 
dados de sensibilidade dessas cepas a agentes antimicrobianos. 


O genero Dolosicoccus foi criado para acomodar outro coco gram-positivo catalase-negativo singular, que foi isolado de 
hemocultura. 228 Esse isolado demonstrou ter uma relagao filogenetica com G. sanguinis e com o grupo das especies de Facklamia e 
assemelha-se, em suas caracteristicas fenotipicas, a F. hominis e F. ignava. A unica especie do genero e Dolosicoccus paucivorans. 

O genero Eremococcus foi criado para acomodar dois cocos singulares do ponto de vista filogenetico e fenotipico, que foram 
isolados do trato genital de eguas puro-sangue. 229 O sequenciamento comparativo do rRNA 16S demonstrou que essas cepas 
estavam relacionadas com A. defectiva e G. sanguinis e mais remotamente relacionadas com especies de Facklamia e I. ruoffiae. A 
unica especie do genero e Eremococcus coleocola. 

Especies de Lactococcus 

O genero Lactococcus contem os estreptococos “de acido lactico” ou “do leite”. Cerca de 80% dos isolados apresentam o antigeno 
de grupo N de Lancefield. Os lactobacilos desempenham um importante papel na industria dos laticinios, visto que sao usados 
como culturas iniciais na produgao de varios laticinios (incluindo varios tipos de queijos) a partir de mais de 100 milhSes de 
toneladas de leite anualmente. 335 As cepas sao cultivadas pelas suas diferentes capacidades de fermentagao e realce do sabor. Ate 
2012, foram descritas 11 especies e subespecies de Lactococcus, porem as especies isoladas de amostras clinicas humanas (bem 
como as especies e subespecies utilizadas principalmente na produgao de laticinios) sao L. gan’ieae, L. lactis subesp. lactis e L. 
lactis subesp. cremoris. As ultimas duas subespecies sao distintas por criterios fenotipicos que sao variaveis quanto a cepa e 
variagao genotipica (/. e., fenotipo da subespecie cremoris com um genotipo lactis e vice e versa). L. garveiae, L. lactis subesp. 
lactis e L. lactis subesp. cremoris foram principalmente associados a endocardite de valva nativa e de protese 
valvar. 348,454,637,644,879,1170 A doenga de valvas nativas acomete, com mais frequencia, a valva mitral. A maioria dos casos de 
endocardite ocorreu em individuos idosos com proteses valvares. As complicagoes comumente descritas incluem a formagao de 
vegetagoes volumosas e a propensao a causar infarto cerebral. 637,644 Em um caso de endocardite de valva nativa causada por L. 
garviae em uma mulher de 55 anos de idade, a evolugao clinica foi complicada por infartos cerebrais e renais e aneurisma 
micotico. 1108 Ocorreu tambem endocardite por L. gan’ieae em um paciente de 63 anos de idade que anteriormente sofreu dois 
episodios de endocardite enterococica. 879 A ecocardiografia transesofagica revelou que a lesao cardiaca estava localizada na valva 
nativa, com preservagao da protese da valva da aorta. L. garvieae tambem foi isolada de infecgao de artroplastia total de quadril e 
articular e de amostras de biopsia ossea da coluna loinbar de um paciente com espondilodiscite. 43,169 L. lactis subespecies lactis e 
cremoris constituent causas raras de bacteriemia associada ao uso de cateter, e, em recem-nascidos, foi observada a ocorrencia de 
bacteriemia e meningite de inicio tardio causadas por L. lactis. 385,1059 Ocorreu um abscesso cerebral temporal de 2 cm causado por 
L. lactis subesp. cremoris em uma crianga turca de 19 meses de idade, que sofreu resolugao apos drenagem, juntamente com terapia 
com ceftriaxona e meropenem. 1035 A bacteriemia com lactococos tambem levou a formagao de abscesso hepatico com empiema e 
colangite ascendente em dois individuos previamente sadios. 262,560 Foi observado o desenvolvimento de peritonite associada a 
dialise peritoneal, devido a L. lactis subesp. cremoris, em um homem de 63 anos de idade que preparou e consumiu iogurte em casa 
enquanto realizava as trocas de dialise. 392 

Isolamento e identificacao de estreptococos e bacterias "semelhantes a Streptococcus" 

Esfregagos diretos corados pelo Gram 

Os esfregagos de amostras clinicas corados pelo Gram que produzem estreptococos em culture geralmente revelam cocos gram- 
positivos ou gram-variaveis, que estao dispostos em pares ou em cadeias. As cadeias de celulas tanto em amostras quanto em 
cultures de caldo tendem a ocorrer em cadeias de pares de celulas, em lugar de cadeias de celulas individuais. A morfologia da 
celula varia desde um aspecto semelhante a diplococos ate uma aparencia cocobacilar ou corineforme. Com frequencia, essa 
morfologia e observada em esfregagos preparados a partir de cultures de caldo e meios solidos. Os estreptococos viridans, em 
particular, tendem a apresentar celulas que aparecem mais alongadas. Com mais frequencia, S. pneumoniae aparece como pares de 
celulas lanceoladas. Nos esfregagos de amostras de cepas mucoides e densamente encapsuladas, a capsula pode aparecer como halo 
rosado ou como area sem coloragao ao redor das celulas, em relevo contra um fundo rosa circundando o microrganismo. Se a 
morfologia celular for compativel com S. pneumoniae, isso deve ser expresso no relatorio da coloragao de Gram como “diplococos 
gram-positivos que se assemelham a S. pneumoniae (ou pneumococos)”. 

Pode-se estabelecer um diagnostico rapido de meningite por estreptococos do grupo B e pneumococos a partir do exame de um 
esfregago de amostra de LCR corado pelo metodo de Gram. Se houver uma quantidade suficiente de LCR (/. e., mais de 1 a 2 m{), 
a amostra deve ser centrifugada para obter um sedimento para exame e culture. A citocentrifugagao de amostras de LCR melhora a 
detecgao de pequenos numeros de microrganismos e aumenta a sensibilidade da coloragao pelo metodo de Gram, em comparagao 
com amostras centrifugadas de modo convencional ou nao centrifugadas. O uso da citocentrifugagao elimina a necessidade de 
testes com latex ou coaglutinagao para a detecgao de antigenos capsulares de estreptococo do grupo B ou pneumococo (ver 
Detecgao direta, adiante). 

Meios de cultura 

As amostras devem ser inoculadas em meio apropriado contendo sangue e uma base de peptona. O meio de base deve consistir em 
meio de infusao de peptona sem adigao de carboidratos, como meio soja tripticase, proteose-peptona ou Todd-Hewitt. Adiciona-se 


sangue de cameiro ao meio basal, em uma concentragao de 5%, como indicador de hemolise. O uso de concentragoes menores de 
sangue no meio dificulta a observagao da reagao hemolltica, enquanto concentragSes mais altas podem obscurecer por completo a 
hemolise. Embora as colonias sejam, em geral, maiores em meio basal contendo glicose, como agar Columbia depois de 24 horas, a 
utilizagao de glicose no meio inativa a SLS dos estreptococos beta-hemollticos do grupo A e dificulta a interpretagao das reagoes 
hemoliticas. Os estreptococos pertencentes aos grupos A, B, C, F e G sao beta-hemoliticos (descritos adiante), enquanto a maioria 
das especies de Enterococcus e os estreptococos do grupo D sao alfa-hemoliticos ou nao hemoliticos. Arcanobacterium 
haemolyticum, outra causa de faringite, tambern cresce de modo satisfatorio em SBA, e catalase-negativo, porem e claramente um 
bacilo gram-positivo, nao um coco. 

O agar seletivo tambern pode melhorar o isolamento de estreptococos do grupo A a partir de culturas de material de garganta. 
As formulagSes usadas com mais frequencia que estao disponiveis no comercio empregam uma base de agar soja tripticase que 
contem 5% de sangue de cameiro e sulfametoxazol (23,75 pg/m€)-trimetoprima (1,25 pg/m^). Grande parte da microbiota 
orofaringea (p. ex., estreptococos viridans, micrococos, estafilococos e neisserias) e inibida com esse meio. O uso desse meio 
seletivo aumenta o isolamento dos estreptococos dos grupos A e B e possibilita a visualizagao de (3-hemolise sem o “fundo” de 
crescimento de outros microrganismos. Os meios seletivos disponiveis no comercio incluem Group A Selective Strep Agar com 
5% de sangue de carneiro (ssA; BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) e o Strep A Isolation Agar (Remel Laboratories, Lenexa, 
KS). Na maioria dos laboratories, os meios sao incubados para isolamento de estreptococos beta-hemoliticos do grupo A durante 
48 horas em um ambiente enriquecido com C0 2 , pressupondo que apenas as cultures de pacientes que apresentam pequenos 
numeros de microrganismos ou aquelas de portadores de estreptococos do grupo A irao crescer em condigoes anaerobias. 
Entretanto, ate mesmo os pacientes com pequenos numeros de microrganismos podem apresentar uma resposta imune, sugerindo 
que eles estejam infectados, e nao apenas sejam portadores do microrganismo. A observagao de pequenos numeros de 
microrganismos em uma placa de culture de paciente com faringite estreptococica clinica tambern pode refletir coleta inadequada 
da amostra. 

Os estreptococos isolados de amostras clinicas humanas sao identificados com base nas suas qualidades hemoliticas, testes 
sorologicos para deteegao de antigenos da parede celular ou capsulares e testes fisiologicos e bioquimicos. Alguns dos testes 
realizados no laboratorio para a identificagao desses microrganismos fomecem resultados presuntivos, enquanto outros 
proporcionam resultados definitivos. Entretanto, antes de prosseguir com os testes para identificagao, e preciso assegurar que os 
cocos gram-positivos em estudos sejam catalase-negativos utilizando 3% de H 2 0 2 , classificando-os nos grupos de Streptococcus e 
de bacterias semelhantes a Streptococcus. O teste da catalase e discutido de modo detalhado no Capitulo 12. 

Hemolise em agar-sangue 

Os estreptococos podem produzir quatro tipos de hemolise em SBA (Boxe 13.6) (Prancha 13.1 D, E e F). A observagao e a 
interpretagao correta das propriedades hemoliticas dos estreptococos sao muito importantes, visto que a realizagao de testes 
subsequentes depende dessa avaliagao inicial. A hemolise e mais bem observada por meio do exame das colonias desenvolvidas em 
condigSes anaerobias ou daquelas desenvolvidas abaixo da superficie em placas com semeadura em profundidade ou semeadura em 
estrias-picada, visto que, para os estreptococos do grupo A, a atividade maxima das hemolisinas tanto labeis ao oxigenio (SLO) 
quanto estaveis ao oxigenio (SLS) so ocorre em condigoes anaerobias. As cepas do grupo C e algumas cepas do grupo G tambern 
produzem hemolisinas labeis ao oxigenio, de modo que a deteegao de hemolise desses microrganismos tambern e promovida por 
meio de incubagao em condigoes anaerobias. Embora nao se recomende a incubagao rotineira de amostras em condigoes anaerobias 
passiveis de conter estreptococos, podem-se adotar medidas para melhorar ao maximo a deteegao da hemolise com incubagao em 
condigoes aerobias ou capnofilicas. Essa e a base da tecnica de semeadura “em estrias e picada”, que e utilizada para inocular 
amostras de swabs de material de garganta em agar-sangue para o diagnostico de faringite estreptococica (Figura 13.2). Essa 
tecnica faz com que parte do inoculo seja introduzida abaixo da superficie do agar, criando, assim, um ambiente relativamente 
anaerobio. Devem-se efetuar tambern picadas em areas da placa nao semeadas com a amostra. As placas devem ser incubadas a 
35°C em ar ambiente ou em 5 a 7% de C0 2 . Embora alguns laboratories recomendem um ambiente de incubagao em relagao a 
outros para as cultures de material de garganta, o isolamento de estreptococos beta-hemoliticos de pacientes com faringite 
estreptococica geralmente nao e afetado em ambas as condigoes ambientais. 



a FIGURA 13.2 Tecnica de semeadura em estrias-picada para o isolamento de estreptococos beta-hemoliticos. 

Tecnicas de detecgao direta sem cultura para estreptococos beta-hemoli'ticos do grupo A em 
amostras de faringe 

As tecnicas para a deteegao direta de estreptococos do grupo A em amostras de swabs de material de garganta sem cultura vem 
sendo amplamente usadas em laboratories clinicos desde o inicio da decada de 1980. Nesses testes para a deteegao rapida de 
antigeno (DRAg), o antigeno do estreptococo A e extraido do swab com acido nitroso ou por meio de uma etapa de extragao 
enzimatica, seguida de deteegao do antigeno extraido. Nos kits inicialmente comercializados, eram utilizados metodos de 
aglutinagao do latex ou IEE para deteegao, porem a maioria dos DRAg utiliza agora abordagens com imunoensaios de fluxo lateral 
(p. ex., Clearview® Strep Exact II cassette, Remel) ou “tiras reagentes” imunocromatograficas rapidas (p. ex., Clearview® Strep A 
Exact II Dipstick, Remel; BD Chek Group A Strep, Becton-Dickinson, Sparks, MD; ImmunoCard 8 STAT Strep A Test, Meridian 
Bioscience, Inc., Cincinnati, OH) para a deteegao (Prancha 13.1 H). A sensibilidade desses ensaios para a deteegao do antigeno do 
estreptococo do grupo A em amostras de swab de material de garganta varia de 62% ate 96%, e, na maioria dos casos, a 
especificidade ultrapassa 97% , 375 ’ M8 ’ 10U8 Embora as culturas e alguns DRAg tenharn sido considerados como testes moderadamente 
complexos pela Clinical Laboratory Improvement Advisory Committee (CLIA), outros DRAg de execugao mais facil sao 
classificados como liberados pela CLIA e podem ser realizados sem certificagao. 1008 As tecnologias de sondas de DNA diretas (p. 
ex., Gen-Probe Group A Streptococcus [GASDirect 8 ] Test, Gen-Probe, San Diego, CA) e de sonda amplificada (p. ex., 
Illumigene®, Meridian Bioscience, Cincinnati, OH) tambem foram utilizadas para a deteegao direta de estreptococos do grupo A 
em amostras de swab de garganta. O Group A Streptococcus Direct Test (Gen-Probe) e um metodo quimioluminescente nao 
isotopico, que utiliza uma sonda de DNA para detectar as sequencias complementares de rRNA dos estreptococos do grupo A 
diretamente em um extrato obtido de swab de garganta. A sensibilidade desse teste varia de 88,6% a > 95%, com especificidade 
superior a 98%. 107 ’ 108,176 ’ 442 ’ 836 o ensaio de amplificagao de DNA de Streptococcus do grupo A Illumigene® (Meridian Bioscience) 
utiliza a nova tecnologia de amplificagao mediada por alga (LAMP; do ingles, loop-mediated amplification) para uma regiao de 
206 pares de bases altamente conservada do gene da exotoxina B ( speB ) pirogenica do estreptococo do grupo A. Em uma avaliagao 
clinica multicentrica do teste Illumigene 8 Group A Streptococcus, em 2013, foram relatadas uma sensibilidade e especificidade 
apos analise de discrepancia de 99,0% e 99,6%, respectivamente. ’ 1 Outros ensaios de PCR em tempo real® (p. ex., ensaio 
LightCycler 8 Strep A assay, Roche Applied Sciences, Indianapolis, IN) tambem foram desenvolvidos especificamente para outros 
genes dos estreptococos do grupo A (p. ex., gene dnaseB) e demonstraram altas sensibilidade e especificidade. 


Boxe13.6 


Reagoes hemoliticas dos estreptococos e de bacterias semelhantes a Streptococcus 
Tipo de hemolise Descrigao 

a Lise parcial dos eritrocitos ao redor da colonia, produzindo uma coloragao cinza-esverdeada ou acastanhada do meio. 

P Lise completa dos eritrocitos, resultando em eliminagao do sangue do meio, embaixo e ao redor das colonias. 

Ausencia de hemolise e, consequentemente, nenhuma alteragao do meio abaixo e ao redor das colonias; os microrganismos 
que nao demonstram hemolise sao designados como Y-hemoli'ticos ou "nao hemoliticos". 


Y 





a-pr/'meou"zonaaampla' 


Pequena zona de eritrocitos intactos imediatamente adjacente a colonia, com uma zona mais ampla de hemolise completa 
ao redor da zona de eritrocitos intactos; pode ser confundida com a p-hemolise. 


Embora a especificidade dos DRAg seja muito alta, a sensibilidade de varios kits para a detecgao do antigeno estreptococico do 
grupo A pode variar amplamente (entre 62 e 95%). Como na maioria dos testes, o tamanho do inoculo no swab de garganta 
depende da qualidade de coleta da amostra, e os swabs que contem um inoculo menos denso tem mais tendencia a produzir 
resultados negativos nos DRAg. 206,583 Enquanto o American College of Physicians e a American Society of Internal Medicine 
recentemente propuseram diretrizes praticas para o tratamento de adultos com faringite, que dependem apenas de criterios clinicos 
(sem utilizar testes rapidos de antigenos ou culturas) para diagnostico, essa abordagem e considerada controversa por outras 
sociedades profissionais, incluindo a IDSA, a AHA e a AAP. 88,238 ’' 579,650 Uma estrategia diagnostica utilizando a coleta de dois 
swabs, com DRAg negativo, seguido de teste repetido com o mesmo DRAg utilizando a segunda amostra de swab nao foi tao 
sensivel quanto a realizagao de uma culture apos um resultado negativo do DRAg (91,4% vs. 95,7%). 379 A American Heart 
Association, os manuais de instrugSes de muitos dos kits, de testes de detecgao rapida de antigeno e a maioria dos microbiologistas 
clinicos recomendam que todas as amostras com resultados negativos dos testes de detecgao rapida de antigeno sejam confirmadas 
por culture. Independentemente do metodo empregado ou das alegagSes dos fabricantes em relagao a determinado kit ou tecnica, 
recomenda-se a coleta de dois swabs de garganta. Deve-se efetuar uma culture padrao de material de garganta com o segundo swab 
para as amostras que produzem resultados negativos dos testes para detecgao rapida de antigeno com o primeiro swab. Alguns 
laboratories substituiram a culture pelo teste Gen-Probe Group A Strep Direct para confirmagao dos resultados negativos na 
detecgao direta de antigeno. 

Tecnicas de detecgao direta sem cultura para estreptococos beta-hemoliticos do grupo B 

O diagnostico de doenga sistemica por estreptococos do grupo B e mais bem estabelecido a partir da cultura dos microrganismos 
obtidos de amostras adequadamente coletadas. Disp5e-se tambem de metodos para a detecgao direta do antigeno capsular dos 
estreptococos do grupo B em amostras de LCR, soro e urina. Os testes de aglutinagao de latex (AL) e coaglutinagao (CoA) tem 
sido utilizados em muitos laboratories para o diagnostico rapido de infeegoes sistemicas causadas por estreptococos do grupo B, 
particulannente meningite no periodo neonatal. Os testes de AL atualmente disponiveis incluem o kit Directogen 8 Meningitis 
Combo Test (BD Biosciences Microbiology Products, Sparks, MD) e o kit Wellcogen 1 Bacterial Antigen (Murex Diagnostics 
Limited, Central Road, Temple Hill, Dartford, Inglaterrra, Research Triangle Park NC). O kit comercial para o teste de CoA e o 
Phadebact® CSF (Boule Diagnostics AB, Huddinge, Suecia). A sensibilidade dos produtos para AL na detecgao de antigenos dos 
estreptococos do grupo B varia de cerca de 80 a 100%, embora alguns estudos tenham relatado sensibilidade baixa, de apenas 27 a 
54%. Muitos laboratories deixaram de oferecer rotineiramente esses testes. Alem de seu custo relativamente alto, a utilidade desses 
testes para diagnostico e prognostico nao foi confinnada depois de anos de experiencia. Esses testes podem ser mais uteis para os 
casos de suspeita de meningite, quando a coloragao pelo metodo de Gram e negativa e/ou quando as culturas de amostras de LCR 
sao negativas depois de 48 horas, particulannente se o paciente recebeu terapia antimicrobiana antes da coleta da amostra. O 
metodo ideal recomendado para a detecgao direta dos estreptococos do grupo B em amostras de LCR depende do cuidadoso exame 
de um esfregago de amostra citocentrifugada corada pelo metodo de Gram. Os metodos de detecgao direta para estreptococos do 
grupo B em amostras retovaginais sao insensiveis, em comparagao com os metodos de amplificagao em caldo recomendados pelos 
CDC (Boxe 13.3). Foram descritas tecnicas de PCR em tempo real dirigidas para varios genes dos estreptococos do grupo B, 
incluindo cylb (hemolisina), cfb (gene do fator CAMP) e ssr (gene do antigeno de sorotipo) para a detecgao de estreptococos do 
grupo B em amostras retovaginais, de sangue e outras amostras clinicas. 288,547,1115 Os ensaios com metodos rapidos de AL ou IEE 
nao devem ser utilizados para triagem de amostras de swabs retovaginais para estreptococos beta-hemoliticos do grupo B (ver 
segao sobre importancia clinica dos estreptococos beta-hemoliticos do grupo B para uma discussao dos metodos de triagem). 

Tecnicas de detecgao direta sem cultura para Streptococcus pneumoniae 

Como auxiliares para o diagnostico de infeegoes do trato respiratorio e do sistema nervoso central por S. pneumoniae baseado em 
cultura, dispoe-se, na atualidade, de metodos para detecgao do antigeno pneumococico na urina de pacientes com pneumonia 
pneumococica e no LCR de pacientes com meningite pneumococica. O cartao Binax NOW® Streptococcus pneumoniae antigen 
(Alere, Inc., Waltham, MA) e um ensaio imunocromatografico rapido, que possibilita o estabelecimento de um diagnostico 
presuntivo de pneumonia pneumococica e meningite pela detecgao de antigenos capsulares soluveis especificos em amostras de 
urina e de LCR, respectivamente. 41,11 Os antigenos pneumococicos detectados por esse teste respondem por mais de 90% dos casos 
de doenga invasiva que ocorrem nos EUA e no mundo inteiro. Em um estudo conduzido na Inglaterra, o ensaio NOW® foi positivo 
em 82% de 107 amostras de urina de paciente com pneumonia pneumococica bacteriemica; 3 de 106 pacientes com pneumonia e 
bacteriemia causadas por outros microrganismos tambem foram positivos no teste NOW®, com uma especificidade de 97%. 950 Em 
um estudo subsequente realizado pelo mesmo grupo clinico, foi constatado que o Binax NOW® foi positivo em 88% de 58 casos de 
bacteriemia pneumococica, enquanto um ensaio de PCR duplo dirigido para os genes de pneumolisina e autolisina de S. 
pneumoniae apresentou uma sensibilidade de apenas 53,5%. 951 Em um estudo prospectivo de populagao, realizado em adultos com 
pneumonia na Espanha, o teste foi positivo em 70,4% de 27 pacientes com pneumonia pneumococica documentada por cultura; a 


especificidade correspondente do teste nesse estudo foi de 89,7%. 409 Em outro estudo, o antigeno urinario foi detectado em 80% de 
20 pacientes com bacteriemia pneumococica e em 52% de 54 pacientes com S. pneumoniae isolado de amostras de escarro. 735 Em 
um estudo prospectivo de 3 anos do ensaio NOW® conduzido no Japao, o teste detectou 75,9% de 83 pacientes pneumonia 
pneumococica, que foi confirmada por metodos de rotina (i. e., aspiragao por agulha transtoracica e/ou hemoculturas positivas). 49 '’ 
Os valores preditivos para testes positivos e negativos de antigeno urinario foram, respectivamente, de 91,3% e 82,6%. Convem 
assinalar que o rendimento do diagnostico de pneumonia pneumococica aumentou em 38,9% quando o teste do antigeno foi 
associado a outras medidas diagnosticas. Em um estudo de 474 casos de pneumonia adquirida na comunidade na Espanha, Sorde et 
al. 955 verificaram que o teste NOW® foi positivo em 43,8% de 171 casos causados por S. pneumoniae, enquanto a especificidade 
foi de 96%. Em um estudo realizado na Italia, a obtengao de um resultado positivo no teste de antigeno urinario e o isolamento de 
S. pneumoniae de uma amostra de escarro foram observados em apenas 8,7% de 46 pacientes nos quais ambos os resultados 
estavam disponiveis. " 4 Foram observados testes positivos de antigeno urinario e cultures negativas de amostras de escarro em 
17,4% e foram obtidos testes negativos de antigeno urinario em 28,3% dos pacientes com cultures de escarro positivas para S. 
pneumoniae. Alem disso, o teste do antigeno urinario NOW® demonstrou ser um teste auxiliar util para o diagnostico de empiema 
pneumococico em criangas, cxacerbagoes de infecgoes pneumococicas em pacientes com DPOC e como indicador de complicagSes 
associadas a infecgao pneumococica (p. ex., osteomielite vertebral, abscesso do musculo psoas) em hospedeiros 
imunocomprometidos. ’ 3,634 ’ 992 Foi tambem constatado, em um estudo de 119 criangas com pneumonia causada por S. pneumoniae, 
que o momenta de desenvolvimento e a intensidade das bandas positivas na tire imunocromatografica NOW®’ possuem uma 
correlagao com a gravidade da pneumonia pneumococica. 913 Outros pesquisadores verificaram que o teste NOW® pode ser util para 
a detecgao de S. pneumoniae em amostras nasais e de nasofaringe para o diagnostico e tratamento da otite media aguda, bem como 
da pneumonia pneumococica adquirida na comunidade. 424102 O teste tambem foi positivo no liquido pericardico obtido de um 
paciente com pericardite pneumococica purulenta. 49 Metanalise de 27 avaliagoes do teste do antigeno urinario pneumococico 
NOW verificou que o teste apresenta uma sensibilidade e especificidade de 74 e 97,2%, respectivamente. 9 ’'’ 

Samra et a/. 887 avaliaram o teste NOW® com amostras de LCR e de urina de 22 pacientes com meningite pneumococica 
documentada por culture. Entre amostras de LCR, 21 de 22 amostras foram positivas (sensibilidade de 95,4%) com o teste rapido, e 
apenas 12 de 21 amostras de urina foram positivas (sensibilidade de 57,1%). As amostras de LCR que foram negativas para S. 
pneumoniae em cultures positivas para outros microrganismos, quando testadas, foram todas negativas, com especificidade de 
100% para as amostras de LCR. Entretanto, 5 (18,5%) de 27 amostras de urina de pacientes com cultures positivas de LCR para 
outras bacterias e 63 (13,4%) de 470 amostras de urina de pacientes com cultures de LCR negativas foram positivas com o teste 
NOW®. Em um estudo multicentrico de vigilancia da meningite bacteriana conduzido em cinco paises na Africa e na Asia, foi 
constatado que 99% de 69 casos de meningite pneumococica confirmados por culture foram detectados pelo ensaio do antigeno 
urinario NOW®, e 99% de 125 casos de meningite causados por outros agentes bacterianos foram negativos. 727 Os resultados 
positivos para antigeno em amostras do LCR podern persistir por algum tempo apos a terapia adequada e podem obscurecer o 
diagnostico de doenga recorrente versus sindrome de meningite asseptica esteril que tern sido observada em pacientes 
adequadamente tratados. 33 

Uma desvantagem potencial do teste NOW® em amostras de urina consiste no fato de que os portadores nasofaringeos sadios 
de S. pneumoniae tambem podem apresentar resultados positivos. Um estudo conduzido em Gambia, onde a taxa de estado de 
portador entre criangas avaliadas foi de 87%, relatou que 55% das amostras de urina de criangas sadias, porem portadores de 
pneumococos, foram positivas para o teste Binax NOW®. 9 Outro estudo conduzido no Equador verificou que 21,7% das criangas 
portadoras de S. pneumoniae na nasofaringe apresentaram resultados positivos no teste NOW®, enquanto 4,2% de nao portadores 
tiveram resultados falso-positivos nos testes de antigeno urinario. 419 Esses pesquisadores postularam que o ensaio Binax NOW® na 
urina pode ter maior utilidade para o diagnostico de pneumonia e bacteriemia pneumococicas em populagoes com baixa taxa de 
estado de portador nasofaringeo de pneumococo. Entretanto, em outro estudo de 98 mulheres nas quais 24 (25%) eram portadoras 
de S. pneumoniae na nasofaringe, apenas 3% tiveram resultados positivos no teste do antigeno em amostras de urina. 193 '’ Foram 
tambem documentados resultados falso-positivos no teste do antigeno urinario NOW®. Em um estudo retrospectivo de coorte 
conduzido na Northwestern University, 5 (9,6%) de 42 resultados positivos para antigeno urinario foram considerados como 
resultados falso-positivos; e interessante assinalar que dois dos cinco resultados falso-positivos ocorreram em individuos que 
haviarn recebido a vacina pneumococica 23-valente. NM Por conseguinte, os resultados falso-positivos do teste para antigeno 
urinario estao associados ao estado de portador de pneumococo na nasofaringe, doenga pneumococica invasiva no passado e 
administragao de vacina pneumococica. 

Tecnicas de detecgao de enterococos em hemoculturas sem cultura 

A tecnologia PNA FISF1 combina a hibridizagao in situ por fluorescencia (FISF1; do ingles, fluorescence in situ hybridization) com 
moleculas especificas de acido nucleico peptidico (PNA), em que as porgoes de carboidrato-fosfato de carga negativa que 
compreendem a estrutura do DNA e do RNA sao substituidas por sondas de PNA sem carga, que contem as mesmas bases 
nucleotidicas do DNA, possibilitando a sua hibridizagao com sequencias complementares de acido nucleico. A estrutura 
hidrofobica sem carga das sondas de PNA permite que essas sondas penetrem nas paredes celulares hidrofobicas das bacterias, 
possibilitando uma hibridizagao mais fume e mais especifica com sequencias-alvo de acido nucleico. As sondas de PNA 
hibridizam com sequencias de rRNA de especies especificas de enterococos. Essas sondas de PNA sao marcadas com moleculas 


que fluorescein (/. e., fluoroforos) sob luz UV. A tecnologia PNA FISH teve a sua maior aplicagao na identificagao direta de 
bacterias patogenicas diretamente em hemoculturas positivas. O ensaio PNA FISH para Enterococcus faecalisl outros enterococos 
(OE) utiliza uma mistura de sonda de PNA especifica para E. faecalis marcada com fluoresceina e mna sonda de PNA especifica 
para OE marcada com rodamina. Esse reagente e aplicado a um esfregago preparado a partir de uma amostra de hemocultura 
positiva. A hibridizagao e realizada a 55°C, durante 30 minutos, seguida de lavagem pos-hibridizagao por 30 minutos a 55°C com 
solugao. O esfregago e preparado com meio de montagem fomecido com o kit e examinado na microscopia de fluorescencia. E. 
faecalis e identificado como multiplos cocos fluorescentes de cor verde brilhante, enquanto os OE aparecem como multiplos cocos 
fluorescentes vermelhos. Os microrganismos nao entericos nao fluorescem. Foi realizada uma avaliagao multicentrica do PNA 
FISH para E. faecalis! OE em 152 hemoculturas positivas, mostrando cocos gram-positivos em pares e cadeias no esfregago corado 
pelo metodo de Gram. 728 Dessas amostras, 100% de 41 culturas positivas para E. faecalis e 100% de 33 culturas positivas para OE 
foram corretamente identificados. Os cocos gram-positivos nao enterococicos, que se desenvolveram nas culturas, nao foram 
incorretamente identificados como enterococos. Em outro estudo, o uso da PNA FISH para Enterococcus /OE resultou na 
instituigao mais precoce de terapia antimicrobiana empirica adequada, devido ao reconhecimento mais precoce de bacteriemia por 
E.faecium VRE. 353 

Recentemente, Enterococcus QuickFlSH BC foi aprovado para uso. Esse teste identifica E. faecalis e OE a partir de 
hemoculturas em menos de 30 minutos por eliminagao de uma etapa de lavagem. Essa modificagao utiliza uma gota de 
hemocultura positiva, que e preparada em laminas de FISH, com controles positivo e negativo ja presentes na lamina. A lamina e 
fixada por calor a 55°C durante ate 5 minutos. Uma unica gota de cada uma de duas solugSes de PNA — Enterococcus PNA azul e 
Enterococcus PNA amarelo - sao misturadas em uma laminula que e colocada dentro de um molde. A mistura dos dois reagentes 
na janela oval do molde resulta em uma cor verde unifonne. A laminula e entao removida e aplicada sobre a gota da amostra de 
hemocultura seca/fixada na lamina dentro das bordas da area de visualizagao. A lamina e incubada a 55°C durante 15 a 20 minutos 
no local de trabalho. Efetua-se a leitura da lamina ao microscopio de fluorescencia, examinando em primeiro lugar os controles e, 
em seguida, passando para a amostra bem no mesmo piano de foco. A semelhanga do procedimento mais demorado, E. faecalis 
aparece como grupos de cocos fluorescentes de cor verde maga brilhante, enquanto os OE aparecem como multiplos cocos 
fluorescentes de cor vermelho brilhante. Esse teste tern um tempo de execugao total de menos de 30 minutos, com tempo de 
trabalho efetivo de menos de 5 minutos. 

Morfologia das colonias e teste da catalase 

Depois de 18 a 24 horas de incubagao em agar-sangue, as colonias de Streptococcus beta-hemolitico do grupo A apresentam cerca 
de 0,5 mm de diametro, sao translucidas ou transparentes e exibem uma superficie lisa ou fosca. A zona de (3-hemolise corresponde 
habitualmente a duas a quatro vezes o diametro da colonia (ver Prancha 13.1 D). As colonias sao convexas e possuem uma borda 
continua. Algumas cepas de estreptococos do grupo A sao mucoides, devido a presenga de grandes quantidades de material 
capsular. Os grupos C e G tarnbem apresentam uma aparencia semelhante, embora as colonias de algumas cepas do grupo G 
possam demonstrar uma tonalidade dourada quando examinadas de perto, e as zonas hemoliticas sao habitualmente muito grandes. 
Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo B formam colonias maiores em meio de agar, a borda de hemolise ao redor da colonia 
e comparativamente menor que a dos outros estreptococos beta-hemoliticos, e a hemolise e, em geral, “mais fraca” e menos obvia. 
Uma proporgao significativa de estreptococos do grupo B (ate 11%) pode ser nao hemolitica. As colonias de estreptococos do 
grupo D tendem a ser maiores que as dos estreptococos do grupo A, alcangando 0,5 a 1,0 mm depois de uma noite de incubagao. 
Os isolados do grupo D sao alfa-hemoliticos ou nao hemoliticos em SBA. Em geral, as colonias sao cinza, lisas e com bordas 
continuas. Os estreptococos do grupo F fonnam colonias puntiformes muito pequenas, com uma grande zona de (3-hemolise. Essas 
colonias extremamente pequenas sao denominadas “colonias diminutas” e sao caracteristicas do grupo anginosus de estreptococos 
— S. anginosus, S. constellatus e S. intermedius. Em geral, as colonias beta-hemoliticas diminutas sao puntiformes depois de 24 
horas de incubagao, porem irao apresentar uma zona de (3-hem61ise bastante grande e evidente. Os microrganismos do grupo 
anginosus que crescem em meios solidos tambem desprendem um odor caracteristico doce, de caramelo ou de madressilva, devido 
a produgao de diacetil. Essa caracteristica pode ser observada com membros alfa-hemoliticos, beta-hemoliticos e nao hemoliticos 
desse grupo. 

S. pneumoniae exibe um espectro de tipos de colonias, cuja aparencia depende do grau de encapsulagao. Em geral, essas 
colonias sao circundadas por uma grande zona de a-hemolise de cor verde intensa. As colonias de cepas densamente encapsuladas 
podem ter varios mihmetros de diametro, sao muito mucoides, de cor cinza e podern assemelhar-se a gotas de oleo sobre a 
superficie do agar. As colonias das cepas menos densamente encapsuladas sao menores. Com incubagao prolongada, a porgao 
central da colonia pode sofrer colapso, conferindo a aparencia caracteristica de “pega de tabuleiro”. Algumas colonias podem sofrer 
colapso por completo, assumindo a aparencia de uma cabega de prego plana na superficie do agar. 

Outras especies de estreptococos viridans formam colonias de varios tamanhos e texturas. Algumas podem ser lisas e exibir 
uma borda continua, enquanto outras podem ter aspecto rugoso, com fonnagao de bordas recortadas apos incubagao prolongada. 
As colonias de especies de Aerococcus, Pediococcus, Gemella, Leuconostoc, Tetragenococcus, Vagococcus, Globicatella, 
Helcococcus, Facklamia, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Ignavigranum e de especies facultativas de Lactobacillus lembram 
fortemente os estreptococos viridans ou os estreptococos do grupo D na sua aparencia e sao alfa-hemoliticas ou nao hemoliticas. 


Os membros dos estreptococos e dos grupos de bacterias semelhantes a Streptococcus sao catalase-negativos, exceto A. otitidis. 
Esse microrganismo assemelha-se a Streptococcus na morfologia de suas colonias, porem e catalase-positivo. Algumas cepas de 
enterococos (particulannente cepas de E. faecalis) produzem uma “pseudocatalase”, que e responsavel pela reagao positiva fraca de 
catalase observada com algumas cepas, particulannente no isolamento primario. A intensidade dessa reagao pode diminuir depois 
de algumas subculturas seriadas. 

Reconhecimento e caracterizacao preliminar de estreptococos e das bacterias "semelhantes a 
Streptococcus" 

A determinagao da ocorrencia de hemolise e a realizagao de um teste de catalase eram, outrora, os linicos testes necessarios para a 
caracterizagao preliminar dos estreptococos. Entretanto, com o reconhecimento de varios grupos de bacterias semelhantes a 
Streptococcus em infecgSes humanas, e tambem necessario efetuar testes adicionais, particulannente para as cepas isoladas de 
liquidos corporais estereis. Alguns desses microrganismos ( i. e., especies de Leuconostoc e Pediococcus) exibem resistencia 
intrinseca a vancomicina e aos antibioticos glicopeptidicos ciclicos relacionados (p. ex., ristocetina, aracidina e teicoplanina). O 
aumento aparente no reconhecimento e no isolamento desses microrganismos pode estar relacionado, em parte, com a emergencia 
de MRSA e o uso consequente da vancomicina como antibiotico de primeira linha, sobretudo em hospedeiros gravemente 
debilitados. Estes e outros microrganismos “de aspecto semelhante” podem ser diferenciados preliminannente entre si e das 
especies de Streptococcus e Enterococcus por meio dos testes apresentados na Tabela 13.2. 

Em SBA, esses microrganismos assemelham-se a estreptococos viridans ou a enterococos; todos eles sao alfa-hemoliticos ou 
nao hemoliticos. A morfologia caracteristica dos estreptococos - cadeias de cocos — e observada nos estreptococos, enterococos, 
lactobacilos, especies de Leuconostoc/Weissella, especies de Vagococcus, especies de Abiotrophia/Granulicatella, especies de 
Dolosicoccus, especies de Ignavigranum, especies de Globicatella e especies de Lactococcus em esfregagos corados pelo metodo 
de Gram, preparados a partir de cultures em caldo tioglicolato. Os cocos gram-positivos dispostos predominantemente em pares, 
tetrades ou grupos sao rnais caracteristicos dos aerococos, das especies de Alloiococcus , especies de Gemella, especies de 
Pediococcus e especies de Helcococcus e Tetragenococcus. Algumas das bacterias semelhantes a Streptococcus recentemente 
descritas (p. ex., especies de Facklamia, especies de Tetragenococcus ) frequentemente formam pares ou cadeias curtas. Em geral, 
os lactobacilos facultativos exibem a morfologia tipica em forma de bacilo, enquanto outras especies possuem aparencia cocoide. A 
observagao de cocos gram-positivos em cadeias curtas em meios de hemocultura e o crescimento de microrganismos em subculture 
em agar-chocolate sem crescimento em uma subculture SBA correspondente sugerem especies de Abiotrophia/Granulicatella. Em 
meios contendo sangue, alguns isolados podem produzir uma reagao de catalase fraca com H 2 0 2 a 3%; por conseguinte, as cepas 
que exibem essa reagao devem ser repicadas em meio isento de sangue e reavaliadas quanto a sua atividade de catalase. 

Os estreptococos viridans ou nao hemoliticos obtidos de liquidos corporais estereis podem ser testados quanto a sua 
sensibilidade a vancomicina utilizando o disco de 30 mg regular em placa de SBA, com incubagao a 35°C durante 18 a 24 horas. 
Alguns isolados podem necessitar de incubagao prolongada (/. e., ate 72 horas) para a interpretagao do teste. Os microrganismos 
resistentes a vancomicina ( i. e., especies de Pediococcus, especies de Leuconostoc) geralmente apresentam C1M acima de 250 
pg/mT’ e crescerao exatamente ate a borda do disco. A presenga de qualquer zona em tomo do disco indica sensibilidade a 
vancomicina. A produgao de gas a partir da glicose, que constitui um teste util para diferenciar as especies de Leuconostoc de 
outros microrganismos, e mais bem-detenninada em caldo MRS para Lactobacillus (Difco Laboratories, Detroit, MI) coberto com 
vaselina (Deman-Rogosa-Sharpe, 1960). A formagao de bolhas sob a camada de vaselina indica a produgao de gas e a natureza 
heterofermentadora de seu metabolismo. O caldo MRS e incubado por um periodo de ate 7 dias. Outros testes uteis para a 
caracterizagao preliminar dos microrganismos semelhantes a Streptococcus incluem os testes pirrolidonil-arilamidase (PYR), 
leucina aminopeptidase (LAP) e tolerancia ao sal. Esse ultimo teste e realizado em caldo de infusao de coragao contendo 6,5% de 
NaCl. A observagao de crescimento representa o parametro final, assim como no teste de tolerancia ao sal para a identificagao de 
enterococos. Os testes de PYR e LAP estao disponiveis como testes rapidos em discos fomecidos por varios fabricantes (p. ex., 
Remel, Carr-Scarborough) e tambem estao incluidos em alguns sistemas de kits (p. ex., API 8 Rapid Strep). O teste BactiCard 8 
Streptococcus (Remel Laboratories) inclui testes de PYR, LAP e hidrolise da esculina. Esse cartao, quando usado com os 
resultados de sensibilidade a vancomicina, pode proporcionar uma caracterizagao preliminar das especies de Enterococcus, 
Lactococcus, Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, Pediococcus e Globicatella. 

Em certas ocasiSes, testes menos comuns podem ser uteis para complementar os testes tradicionais ou confirmar as 
identificagSes obtidas com os sistemas de kits. Para os testes de temperature de crescimento, recomenda-se o uso de banho-maria a 
45°C e refrigerador a 10°C. O crescimento, quando presente, e observado depois de 24 a 48 horas de incubagao. A motilidade e 
determinada em meio agar semissolido comum para motilidade, com ou sem adigao de tetrazolio. Esse teste deve ser incubado por 
ate 48 horas em temperature ambiente. O teste de VP para acetilmetil carbinol, que e usado para estreptococos, e realizado em 
caldo de VP densamente semeado, incubado durante a noite. Apos a adigao dos reagentes a-naftol e hidroxido de sodio, o tubo e 
agitado manualmente ou em aparelho e incubado em temperature ambiente, durante 30 minutos. Depois desse periodo, as reagSes 
vermelha, rosa e incolor correspondem a reagSes positiva, fracamente positiva e negativa, respectivamente. 

Tabela 13.2 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao presuntiva de cocos gram-positivos catalase-negativos. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; + f = reagao positiva fraca; S = sensivel; R = resistente; HEM SBA = hemolise em 
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Identificagao presuntiva dos estreptococos e enterococos 

Os estreptococos beta-hemoliticos, os pneumococos, os estreptococos do grupo D e os enterococos sao identificados de inodo 
defmitivo por meio de procedimentos sorologicos (discutidos adiante), que detectam os antigenos dos grupos de Lancefield (grupos 
A, B, C, D, F e G) ou os antigenos polissacaridicos capsulares ( S. pneumoniae) dos microrganismos. A identificagao dos 
estreptococos do grupo D ate o nivel de especie, das especies de Enterococcus e dos estreptococos viridans e efetuada 
principalmente por testes bioquimicos, fisiologicos e enzimaticos. Os laboratories utilizam diversos testes presuntivos, que exibem 
uma alta correlagao com os metodos sorologicos, mas cuja execugao e menos dispendiosa. Os resultados dos testes presuntivos 
para os principais grupos de estreptococos estao resumidos na Tabela 13.3. Os procedimentos detalhados para a realizagao e a 
interpretagao dos testes presuntivos rnais comumente utilizados estao descritos nos Quadros 13.1 a 13.4 online. 

Sensibilidade a bacitracina. O teste de sensibilidade a bacitracina e utilizado para a identificagao presuntiva dos estreptococos 
beta-hemoliticos do grupo A (Prancha 13.2 B). O teste e realizado em meio de agar-sangue com um disco diferencial de bacitracina 
(p. ex., TAXO® A Bacitracin Disk, 0,04 unidade, BD Microbiology Systems, Cockeysville MD; Bacitracin Differentiation disks, 
0,04 unidade, Remel). O procedimento e descrito de modo detalhado no Quadro 13.1 online. O aparecimento de qualquer zona de 
inibigao ao redor do disco e considerado como teste positivo. Embora esse teste seja simples, barato e bastante acurado para a 
identificagao presuntiva dos estreptococos do grupo A, ele nao e altamente especifico. Mais de 10% das cepas de estreptococos dos 



grupos C e G tambem sao sensiveis a bacitracina, assim como cerca de 5% das cepas do grupo B. Em consequencia, esse teste e, 
com frequencia, realizado juntamente com o teste de sensibilidade ao SXT, visto que os estreptococos dos grupos C e G sao 
habitualmente sensiveis ao SXT, enquanto os estreptococos dos grupos A e B sao resistentes. Alguns pesquisadores defenderam o 
uso de discos de bacitracina diretamente em agar-sangue nao seletivo primario para rapida detecgao e identificagao de 
estreptococos do grupo A em culturas de material de garganta. Entretanto, esse metodo so ira identificar 50 a 60% dos isolados. A 
colocagao de discos de bacitracina em placas primarias contendo meios seletivos e consideravelmente mais sensivel. O laudo do 
laboratorio deve refletir o uso de um metodo presuntivo: “estreptococos beta-hemoliticos, presumivelmente do grupo A pela 
bacitracina” ou “estreptococos beta-hemoliticos, presumivelmente diferentes do grupo A pela bacitracina”. 

Sensibilidade ao SXT. O teste de sensibilidade ao SXT possibilita a distingao presuntiva entre estreptococos dos grupos A e B e 
outros estreptococos beta-hemoliticos (Prancha 13.2 C). Quando utilizado em associagao com o teste da bacitracina, o teste de 
sensibilidade ao SXT ajuda na triagem dos estreptococos nao A, nao B que podem ser sensiveis a bacitracina, visto que as cepas de 
ambos os grupos A e B sao resistentes ao SXT, enquanto as dos grupos C, F e G sao sensiveis. O teste e realizado da mesma 
maneira que o teste de bacitracina, exceto pelo uso de um disco comercial contendo 1,25 pg de trimetoprima e 23,75 pg de 
sulfametoxazol. O aparecimento de qualquer zona de inibigao indica sensibilidade ao SXT (ver Quadro 13.1 online). 

Teste de CAMP e produgao de pigmento. O teste de CAMP (acronimo para Christie, Atkins e Munch-Petersen) e utilizado para a 
identificagao presuntiva de estreptococos do grupo B (ver Quadro 8.1 online) e e realizado utilizando uma cepa de S. aureus 
produtora de (3-hemolisina (ATCC n- 25923). Os estreptococos do grupo B secretam uma proteina denominada “fator CAMP”, que 
interage com a (l-hemolisina produzida e secretada por S. aureus, causando aumento ou sinergismo da hemolise (Prancha 13.2 D). 
Isso aparece como uma area de hemolise aumentada em forma de ponta de seta na area onde as duas estrias de crescimento estao 
mais proximas. Esse teste e altamente sensivel, e ate mesmo cepas do grupo B nao hemoliticas serao CAMP-positivas. Uma 
pequena porcentagem de estreptococos do grupo A tambem sera CAMP-positiva, assim como Listeria monocytogenes. Entretanto, 
o formato da reagao de CAMP com L. monocytogenes e retangular em lugar da forma em ponta de seta produzida pelos 
estreptococos do grupo B. Esse teste e frequentemente usado em associagao com os testes de bacitracina e de SXT na mesma placa 
de agar-sangue para a identificagao presuntiva desses microrganismos (Tabela 13.3). Os laudos devem fomecer a seguinte 
informagao: “estreptococos beta-hemoliticos do grupo B presuntivos pelo teste de CAMP. 

Hidrolise do hipurato de sodio. Os estreptococos do grupo B sao capazes de hidrolisar o hipurato a seus componentes, a glicina e 
o acido benzoico. Para realizar o teste, o microrganismo e semeado em caldo contendo hipurato de sodio, com incubagao durante a 
noite a 35°C. As celulas sao centrifugadas, e o sobrenadante e removido. Em seguida, adiciona-se ao sobrenadante (0,8 mf) o 
reagente cloreto ferrico (0,2 va£\ FeCl 3 6 FFO, 12 g em 100 vat de F1C1 a 2% em solugao aquosa), ha a formagao de um precipitado 
denso. Se o precipitado permanecer depois de 10 minutos, significa a presenga de acido benzoico, e o teste e positivo para hidrolise 
do hipurato. Como alternativa, pode-se adicionar o reagente de ninidrina ao sobrenadante para detectar a presenga de glicina livre. 
Nesse metodo, a formagao de uma cor azul-escura e considerada positiva. Os estreptococos beta-hemoliticos hipurato-positivos sao 
descritos no laudo como “estreptococos do grupo B presuntivos por hidrolise do hipurato”. 

Teste de bile-esculina. Esse teste e utilizado para a identificagao presuntiva de especies de Enterococcus e dos estreptococos do 
grupo D (Prancha 13.2 F). Em geral, e realizado em agar inclinado ou em uma placa (Quadro 13.2 online). Os microrganismos bile- 
esculina-positivos sao capazes de crescer na presenga de 40% de bile e de hidrolisar a esculina. As especies de Enterococcus e os 
estreptococos do grupo D, em sua maioria, fazem com que o meio de bile-esculina se tome escuro dentro de 24 horas; algumas 
cepas raras podem necessitar de uma incubagao de 48 horas para que a hidrolise se tome evidente. E preciso ter cuidado para 
utilizar formulagSes de agar bile-esculina que contenham os 40% de bile necessarios; os produtos de alguns fabricantes contem 
menor quantidade de bile, levando a uma identificagao incorreta de alguns estreptococos viridans como estreptococos do gmpo D 
ou enterococos. 


Tabela 13.3 Criterios fenotipicos para a identificagao presuntiva dos estreptococos e enterococos de importancia clinica. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; S = sensivel; R = resistente; HEM SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; 
LAP = leucina aminopeptidase; SXT = sulfametoxazol-trimetoprima; HHIP = hidrolise do hipurato; agar BE = agar bile-esculina; PYR = 
pirrolidonil-arilamidase. 

Teste de tolerancia ao sal (caldo com NaCI a 6,5%). O teste de tolerancia ao sal (caldo com NaCl a 6,5%) diferencia as especies 
de Enterococcus dos estreptococos nao enterococicos do grupo D (subespecies de S. gallolyticus) (ver Quadro 13.4 online). O 
microrganismo a ser identificado e semeado em agar a base de infusao ou caldo contendo NaCl a 6,5%. Depois de uma incubagao 
durante a noite, o meio e examinado a procura de crescimento, que indica tolerancia ao sal a 6,5%. As especies de Enterococcus 
sao tolerantes ao sal. As subespecies de S. gallolyticus nao crescem em caldo com NaCl a 6,5%. 

Teste de leucina aminopeptidase (LAP). A produgao de LAP, juntamente com PYR, mostra-se util para a identificagao dos 
estreptococos, enterococos e alguns dos microrganismos semelhantes a Streptococcus. Esse teste esta disponivel como teste spot 
em disco (Remel Laboratories; Carr-Scarborough Microbiologicals, Decatur, GA), como parte de um sistema de identificagao 
presuntiva de tres testes (Remel Bacti-Card® Strep) ou em paineis de identificagao de estreptococos em 4 horas ou durante a noite 
(API® Rapid Strep). Os discos sao umedecidos e densamente semeados com material das colonias obtidas de uma placa de agar (o 
que pode exigir que as placas semeadas com isolados de crescimento muito lento devam ser incubadas durante 2 a 3 dias para que 
se obtenha um inoculo suficiente para a realizagao do teste). Depois de 10 minutos, adiciona-se ao disco uma gota do reagente de 
detecgao. O aparecimento de uma cor vermelha no disco depois de 3 minutos indica uma reagao positiva para LAP; uma cor 
amarela indica um teste negativo; e o aparecimento de uma cor rosa e considerado como teste fracamente positivo. O teste de LAP 
e positivo para todos os estreptococos e enterococos, sendo estes ultimos tambem PYR-positivos. 

Teste da pirrolidonil-arilamidase (PYR). O teste de hidrolise da PYR (Quadro 1.6 online) e um teste presuntivo para estreptococos 
enterococicos tanto do grupo A quanto do grupo D (Prancha 13.2 G). Substitui o teste da bacitracina e o teste de tolerancia ao sal 
para especies de estreptococos do grupo A e especies de Enterococcus , respectivamente. A enzima detectada e denominada 
pirrolidonil-arilamidase. Um caldo contendo PYR (L-pirrolidonil-(3-naftilamida) e semeado com o microrganismo e incubado a 
35°C durante 4 horas. Nesse periodo, ocorre hidrolise da PYR. Em seguida, detecta-se a (3-naftilamida livre por meio da adigao do 
corante diazo acoplador, N, A-dimetilamino-cinamaldeido. Observa-se o aparecimento de uma cor vermelha quando a PYR e 
hidrolisada. Esse teste e altamente sensivel e especifico para estreptococos do grupo A e para a maioria das especies de 
Enterococcus. Dispoe-se no comercio de varias adaptagbes do teste de hidrolise da PYR, que fomecem resultados rapidos (15 
minutos ou menos). Outros microrganismos (p. ex., a maioria dos lactococos, A. viridans, G. haemolvsans, os estreptococos 
nutricionalmente variantes e alguns estafilococos) tambem sao PYR-positivos. Esse teste esta incluido no sistema Bacti-Card® 
Strep (Remel), juntamente com hidrolise da esculina e leucina aminopeptidase. 

Teste comerciais para identificagao presuntiva. Dispoe-se no comercio de placas divididas em tres compartimentos para a 
identificagao presuntiva de estreptococos beta-hemoliticos dos grupos A e B, estreptococos do grupo D e especies de Enterococcus 
(Prancha 13.2 H). A placa Strep-ID II® Tri-Plate (Remel) contem tres compartimentos: um setor com SBA para a avaliagao de 
hemolise e realizagao dos testes de CAMP e SXT, um setor de agar bile-esculina e um setor com meio PYR. A placa Strep-ID II® 
QUAD apresenta quatro quadrantes para o teste de sensibilidade a bacitracina, o teste de CAMP, o crescimento em agar bile- 
esculina e o crescimento na presenga de NaCl a 6,5%, respectivamente. Apos semeadura e incubagao durante a noite, os testes sao 
interpretados confonne indicado na Tabela 13.3. 

Identificagao sorologica dos estreptococos beta-hemoliticos 

O trabalho pioneiro de Rebecca Lancefield estabeleceu a base para a classificagao sorologica dos estreptococos humanos. Essa 
classificagao baseia-se na detecgao do antigeno de carboidrato especifico de grupo que esta presente na parede celular do 
microrganismo. Os estreptococos grupaveis que causam doenga em seres humanos pertencem aos grupos A, B, C, D, F e G de 
Lancefield. Apenas os estreptococos beta-hemoliticos e os microrganismos do grupo D alfa-hemohticos ou nao hemohticos podem 
ser classificados de acordo com esse esquema. Para a detecgao dos antigenos da parede celular desses microrganismos, o antigeno 
precisa ser inicialmente extraido da parede celular e solubilizado. Essa etapa pode ser realizada por meio de extragao com acido (p. 
ex., acido nitroso), extragao por autoclave (metodo de Rantz-Randall) ou extragao enzimatica. Uma vez extraido, o antigeno pode 
ser detectado por uma variedade de metodos. 



Teste de precipitagao em tubo capilar. Nesse metodo usado por Lancefield, o antigeno extraido e aplicado sobre antissoros 
especificos de grupos em tubo capilar. A formagao de uma reagao de precipitagao na interface extrato-antissoro proporciona a 
designagao do grupo de microrganismo. 

Coaglutinagao. Nessa tecnica, o extrato antigenico reage com celulas de S. aureus sensibilizadas com antissoros especificos de 
grupos. A ocorrencia de aglutinagao visivel das celulas estafilococicas cobertas com antissoro especifico fomece a designagao do 
grupo do microrganismo. Dispoe-se no comercio de kits para coaglutinagao (Phadebact 8 Streptococcus, MLK Diagnostics AB, 
Sollentuna, Suecia). 

Aglutinagao com latex. Os testes de AL empregam esferas de latex de poliestireno como carreadores dos antissoros grupo- 
especificos que reagem com o extrato do microrganismo. Kits comerciais para esse metodo tambem sao amplamente utilizados 
(Streptex®, Remel; Patho-DX® Strep Grouping Kit, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA; Slidex® Plus Strep, 
bioMerieux, Inc., Hazelwood, MO). Os procedimentos de AL substituiram a tecnica de extragaoprecipitagao em tubo capilar de 
Lancefield como metodo de referenda para a sorogrupagem dos estreptococos beta-hemoliticos. A avaliagao correta da hemolise e 
essencial para a confiabilidade do teste, e forarn relatadas reagSes cruzadas com outros microrganismos. Esse erro pode ocorrer 
quando os microrganismos sao testados diretamente a partir de frascos de hemocultura sem determinagao previa do carater 
hemolitico do isolado. Thompson e Facklam tambem relataram que o reagente de AL de grupo B de varios fabricantes exibe reagao 
cruzada com S. porcinus e S. pseudoporcinus , 1024 Embora essas cepas exibam reagao com os reagentes de latex do grupo B, os 
microrganismos fonnam pequenas colonias com halos claros e muito grandes de (3-hemolise, o que difere acentuadamente da (3- 
hemolise marginal fraca associada aos estreptococos do grupo B. 

Caracteristicas fenotipicas para a identificagao dos estreptococos grupaveis 

Os estreptococos grupaveis podem ser identificados ate o nivel de especie com base nas suas caracteristicas fisiologicas. Varias 
dessas reagSes sao utilizadas nos varios sistemas de kits para a identificagao dos estreptococos beta-hemoliticos. Os metodos de 
identificagao bioquimica tambem podem possibilitar a detecgao de cepas aberrantes de estreptococos beta-hemoliticos. Por 
exemplo, Brandt et al. nl isolaram tres cepas de estreptococos beta-hemoliticos de hemoculturas que apresentavam o antigeno de 
grupo A, mas que foram identificadas como S. dysgalactiae subesp. equisimilis por teste fenotipico e sequenciamento do rRNA 
16S. Essas cepas eram acetoino-negativas e PYR-negativas, diferentemente dos estreptococos do grupo A. Embora a maioria dos 
laboratories clinicos que processam amostras de seres humanos utilize metodos sorologicos para a identificagao desses 
microrganismos, os pesquisadores em microbiologia veterinaria podem considerar esses testes uteis, visto que os antissoros de 
Lancefield para outros grupos alem de A, B, C, F e G nao sao prontamente disponiveis. A Tabela 13.4 fornece as caracteristicas 
fenotipicas para a identificagao dos estreptococos grupaveis. Foram tambem identificados marcadores moleculares para diferenciar 
S. pyogenes de outros membros do grupo de cocos piogenicos (p. ex., S. dysgalactiae subesp. equisimilis). 105 

Identificagao de S. pneumoniae | Sensibilidade a optoquina, teste de solubilidade em bile e teste 
AccuProbe® Pneumococcus 

A morfologia das colonias alfa-hemoliticas e as caracteristicas da coloragao de Gram constituent, com frequencia, os primeiros 
indicios para o reconhecimento dos pneumococos (Pranchas 13.1 C e 13.2 A). A sensibilidade a optoquina (cloridrato de etil- 
hidrocupreina) e utilizada para diferenciar S. pneumoniae dos outros estreptococos viridans (ver Quadro 13.3 online). A 
semelhanga dos testes de bacitracina e SXT, o teste de sensibilidade a optoquina e realizado em meio de agar-sangue. Entretanto, 
diferentemente dos outros dois testes, os halos de inibigao precisam ser medidos antes da interpretagao. Um halo de 14 mm ou mais 
em tomo do disco de 6 mm indica sensibilidade a optoquina e identifica o microrganismo como pneumococo (ver Prancha 13.2 E). 
Se o halo tiver menos de 14 mm, deve-se efetuar um teste de identificagao altemativo (p. ex., sorologia ou solubilidade em bile), 
visto que alguns estreptococos viridans nao pneumococicos e aerococos podem exibir pequenos halos de inibigao. Os estreptococos 
viridans e os enterococos do grupo G sao, em geral, resistentes a optoquina. O teste de solubilidade em bile e outro teste para a 
identificagao de S. pneumoniae. O teste pode ser efetuado em caldo ou em suspensao do microrganismo em soro fisiologico ou 
diretamente em uma placa. Ambos os procedimentos sao descritos no Quadro 13.5 online. O desoxicolato, o reagente de “bile” 
usado nesses procedimentos, ativa as enzimas autoliticas do microrganismo. Foram relatados isolados de S. pneumoniae sensiveis e 
resistentes a optoquina e insoluveis em bile e isolados de estreptococos viridans resistentes a optoquina e soluveis em bile. 36,493 Os 
ensaios moleculares para a detecgao de ply (pneumolisina) e psa (antigeno de superficie pneumococico) mostram-se uteis para 
diferenciar isolados incomuns ou atipicos de S. pneumoniae de outros estreptococos viridans que, em certas ocasioes, exibem 
solubilidade em bile ou sensibilidade a optoquina. 493 

Tabela 13.4 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao dos estreptococos beta-hemoliticos e outros membros dos 
estreptococos piogenicos. 


HEM Teste de 


Especie 

Grupo 

SBA 

BAC 

SXT 

LAP 

PYR 

CAMP 

ESC 

ADH 

VP 

HHIP 

PAL 

p-GUR 

5. pyogenes 

A 

P 

S 

R 

+ 

+ 

- 

V+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 


5. galactiae 

B 

P 

E 

R/S 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 


+ 

+ 

5. dysgalactiae 
subesp. 

dysgalactiae 

C 

P 

R 

S 

+ 


V- 

+ 




+ 

Dl 

5. dysgalactiae 

subesp. 

equisimilis 

A, C, G, L 

P 

R 

S 

+ 


+ 

+ 




+ 

Dl 

5. equi subesp. equi 

C 

P 

R 

S 

+ 

- 

V 

+ 


- 


+ 

+ 

5. equi subesp. 

ruminatorum 

C 

P 

Dl 

Dl 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 


+ 

+ 

5. equi subesp. 
woepidemicus 

C 

P 

R 

S 

+ 

- 

V 

+ 


- 


+ 

+ 

5. caw's 

G 

P 

R 

S 

+ 

- 

+ + 

+ 

- 

- 


- 

- 

S. castoreus 

A 

P 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl + 

+ 

- 

- 


+ 

+ 

5. didelphis 

Nenhum 

P 

R 

S 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 


+ 

+ 

5. halichoeri 

B 

Nenhum 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

- 



- 

5. ictaluri 

Nenhum 

Nenhum 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

Dl 


Dl 

- 

5. iniae 

Nenhum 

P 

R/S 

S 

+ 

+ 

+ + 

V 

- 

- 


+ 

+ 

5. phocae 

C, F, 

nenhum 

P 

S 

S 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 


+ 

- 

5. porcinus 

E,P,U,V, 

nenhum 

P 

R 

S 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

V 


+ 

+ 

5. pseudoporcinus 

Nenhum 

P 

Dl 

Dl 

+ 

V 

Dl + 

+ 

V 

- 


Dl 

Dl 

5. urinalis 

Nenhum 

Nenhum 

R 

S 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 


+ 

- 
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Especies 

GLI 

MAL 


sue 

LAC 

MNTL 

SORB 

RIB 

TRE 


SAL 


GUG 

S. pyogenes 

+ 

+ 


+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 


+ 


V 

5. agalactiae 

+ 

Dl 


+ 

V 

- 

- 

+ 

V 


V 


- 

5. dysgalactiae 
subesp. 

dysgalactiae 

+ 

+ 


+ 

+ 


V 

+ 

+ 


V 



5. dysgalactiae 

subesp. 

equisimilis 

+ 

Dl 


+ 

V 



+ 

+ 


V 


V 

5. equi subesp. equi 

+ 

Dl 


+ 

- 

- 

- 

- 

- 


+ 


+ 

5. equi subesp. 

ruminatorum 

+ 

+ 


- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 


Dl 


+ 

5. equi subesp. 

zooepidemicus 

+ 

Dl 


+ 

V 

- 

+ 

- 

V 


+ 


+ 

5. can/s 

+ 

+ 


+ 

+ 

- 

- 

+ 

V 


Dl 


- 




5. castoreus 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

5. didelphis 

+ 

Dl 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

- 

- 

5. halichoeri 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

- 

Dl 

- 

5. ictaluri 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

5. iniae 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

5. phocae 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

5. porcinus 

+ 

+ 

+ 

V 

+ + 

+ 

+ 

+ 

- 

5. pseudoporcinus 

+ 

+ 

+ 

- 

+ + 

+ 

+ 

+ 

Dl 

5. urinalis 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

- 

+ = reagao positiva; - 

= reagao negativa; V = 

reagao variavel; Dl 

= dados indisponiveis; S 

= sensivel; R = 

resistente; HEM SAB = 

hemolise em 


agar-sangue de carneiro; BAC = bacitracina, disco com 0,04 unidade; SXT = disco de sulfametoxazol-trimetoprima; LAP = leucina 
aminopeptidase; PYR = pirrolidinol-arilamidase; ADH = arginina di-hidrolase; VP = acetoina (Voges-Proskauer); HHIP = hidrolise do hipurato; 
PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; (3-GUR = 

(B-glicuronidase; GLI = glicose; MAL = maltose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SORB = sorbitol; RIB = ribose; TRE = trealose; SAL = salicina; 
GLIG = glicogenio. 

Uma avaliagao do teste de optoquina com 99 isolados clinicos de S. pneumoniae e 101 estreptococos viridans relatou 
sensibilidade e especificidade de 99% e 98%, respectivamente. 551 A caracterizagao das cepas de S. mitts senslveis a optoquina 
revelou a aquisigao de genes de S. pneumoniae que codificam subunidades da H + ATPase, que constitui o alvo da optoquina. 682 As 
cepas de S. pneumoniae resistentes a optoquina apresentam mutagSes pontuais na subunidade a ou c da H + ATPase e possuem 
CIM da optoquina 4 a 30 vezes maior que a das cepas sensiveis. 831 O ensaio de hibridizagao do DNA AccuProbe® (Gen-Probe) 
identifica de modo confiavel os pneumococos encapsulados tipicos sensiveis a optoquina, porem nao identifica confiavelmente os 
isolados nao encapsulados sensiveis a optoquina. 529 A especie recentemente descrita S. pseudopneumoniae, e considerada um 
mernbro do “grupo mitis” de estreptococos viridans (ver adiante), demonstra resistencia (halo de 6 mm) ou sensibilidade 
intermediary (halos de 8 a 13 mm) a optoquina quando as culturas sao incubadas em 5% de C0 2 a 35° a 37°C; todavia, os mesmos 
isolados podem ser sensiveis a optoquina (halo > 14 mm) quando as culturas sao incubadas a 35° a 37°C no ar ambiente. 36 Embora 
o teste de hibridizagao AccuProbe® possa diferenciar de modo confiavel S. pneumoniae sensivel a optoquina e soluvel em bile dos 
estreptococos viridans resistentes a optoquina, o ensaio pode fomecer resultados equivocados ou positivos com isolados de 
sensibilidade variavel a optoquina e com solubilidade em bile negativa, que correspondem a S. pseudopneumoniae , 36 Wessels et 
al. 1118 estudaram 23 isolados de S. pneumoniae, 3 isolados de S. pseudopneumoniae e 29 outros isolados do grupo mitis e 
verificaram que o teste de sensibilidade a optoquina com incubagao em atmosfera ambiente, solubilidade em bile, time-of-flight por 
dessorgao/ionizagao a laser em matriz (MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted laser desorption ionization time of flight) e 
sequenciamento dos genes tuf e rpoB fomeceu resultados falso-positivos, falso-negativos e inconclusivos. A detecgao e o 
sequenciamento do gene cpsA (uma regiao parcial do gene do polissacaridio capsular) e do gene rpoA (subunidade a da RNA 
polimerase) demonstraram discriminar de modo especifico S. pneumoniae de outros estreptococos viridans. 803 ' 804 A detecgao por 
PCR dos genes para o antigeno de polissacaridio pneumococico ipsa) e pneumolisina {ply ) tambem demonstrou ser util para a 
identificagao de pneumococos atipicos, nao tipaveis ou resistentes a optoquina. 493 Um metodo molecular altamente confiavel para a 
diferenciagao dessas especies envolveu um ensaio de PCR em tempo real multiplex tendo como alvo os genes Spn9802 e lytA. O 
ensaio Spn9802 detectou S. pneumoniae e S. pseudopneumoniae, mas nao S. mitis e S. oralis, enquanto a PCR lytA detectou apenas 
S. pneumoniae, de modo que uma combinagao das duas PCR poderia ser usada para a rapida detecgao e diferenciagao desses 
microrganismos. llls MALDI-TOF-MS (espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF) demonstrou ter altas sensibilidade e 
especificidade para a identificagao de isolados atipicos de S. pneumoniae, bem como para a identificagao de S. 
pseudopneumoniae , 299 

Identificagao sorologica de Streptococcus pneumoniae 

A identificagao definitiva de S. pneumoniae envolve a detecgao sorologica de polissacaridios capsulares pneumococicos com o uso 
de antissoros especificos. Essa identificagao e complicada, visto que existem mais de 92 sorotipos capsulares diferentes, nao se 
dispoe amplamente de antissoros para os sorotipos mais incomuns, e a qualidade dos antissoros pode variar de um lote para outro. 
O Omniserum, um produto escandinavo, tern a capacidade de detectar todos os sorotipos de pneumococos. Essas misturas de 
antissoros tern sido usadas para o desenvolvimento de testes comerciais de coaglutinagao (Phadebact® Pneumococcus, MLK 
Diagnostics AB, Sollentuna, Suecia) e AL (Pneumoslide®, BD Microbiology Systems; Slidex Pneumo, bioMerieux, Inc.) (Prancha 
13.3 C) para a rapida identificagao sorologica de S. pneumoniae. A identificagao especifica e a designagao de um determinado 
sorotipo capsular sao obtidas com o teste de Quellung (Prancha 13.3 B). Os isolados nao tipaveis podem reagir se for utilizado um 



painel ampliado de antissoros de alta qualidade. 4 ' 1 ’ Os isolados nao encapsulados de S. pneumoniae nao podem ser tipados nem 
identificados pelo teste de Quellung. 

O teste de Quellung pode utilizar uma mistura de soros, bem como antissoros tipo-especlficos (Pneumotest®, Statens Serum 
Institute, Copenhague, Dinamarca). Prepara-se uma suspensao pouco densa do microrganismo ern soro fisiologico, e uma aliquota 
dessa suspensao com alga bacteriologica e misturada com a lnesma quantidade de antissoro e azul de metileno sobre uma lamina. A 
lamina e coberta com uma laminula e incubada em temperatura ambiente durante 10 minutos. A lamina e examinada ao 
microscopio com objetiva de grande aumento e objetiva de imersao em oleo, com iluminagao reduzida. Devido a uma reagao de 
microprecipitagao que ocorre na superficie do microrganismo, o indice de refragao da capsula modifica-se e assume uma aparencia 
“intumescida” rnais visivel, como um halo ao redor das celulas bacterianas coradas de azul. Pode-se observar tambem a aglutinagao 
microscopica dos microrganismos, particulannente com cepas densamente encapsuladas. Os resultados do teste de Quellung 
precisam ser comparados ao microscopio com uma preparagao semelhante realizada com soro fisiologico em lugar de antissoros. 

Identificagao dos estreptococos viridans 

Os estreptococos viridans distintos de S. pneumoniae incluem varias especies alfa-hemoliticas e nao hemoliticas (Tabela 13.5, 
Tabela 13.6 e Boxe 13.2). Diferentemente dos estreptococos beta-hemoliticos isolados de seres humanos, esses microrganismos, 
com excegao dos membros do “grupo bovis”, carecem de antigenos especificos dos grupos sorologicos de Lancefield, embora 
alguns possam apresentar antigenos que exibem reagao cruzada com esses antissoros. Diferentemente dos pneumococos, os 
estreptococos do grupo viridans sao resistentes a optoquina e insoluveis em bile. Nos casos de endocardite e bacteriemia em 
pacientes com neutropenia, pode ser clinicamente importante identificar esses microrganismos. Os individuos com lesao valvar 
preexistente podem sofrer episodios recorrentes de endocardite ou recidiva apos tratamento inadequado. O conhecimento da 
identidade desses isolados e de sua sensibilidade a agentes antimicrobianos ajuda a diferenciar falhas no tratamento e reinfecgoes. 


Tabela 13.5 Caracteristicas fenotipicas para diferenciagao dos grupos de estreptococos viridans encontrados em seres humanos. 


Grupo 

ADH 

ESC 

VP 

Acido a partir de: 

MNTL SORB 

URE Especies 

Grupo mitis 

V 

V 



5. mitis, 5. oralis, 5. sanguinis, 5. parasanguinis, 

5. gordonii, S. cristatus, 5. peroris, 5. 

infantis, 5. australis, S. oligofermentans, 5. 

sinensis (VP+) 

Grupo mutans 

- 

+ 

+ 

+ + 

5. mutans, S. sobrinus 

Grupo salivarius 

- 

V 

+ 

- 

V 5. salivarius, S. vestibularis, 5. infantarius, S. 

alactolyticus 

Grupo anginosus 

+ 

+ 

+ 

- 

5. anginosus, S. constellatus, S. intermedius 

Grupo bovis 

- 

+ 

+ 

V 

5. bovis/S. eguinus, subespecies de 5. 

gallolyticus, subespecies de 5. infantarius 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; ADH = arginina di-hidrolase; ESC = hidrolise da esculina; VP = Voges-Proskauer 
(acetoina); MNTL = manitol; SORB = sorbitol; URE = urease. 


Inicialmente, foram usados testes fenotipicos para classificar os estreptococos viridans em grupos, com base nas suas 
caracteristicas comuns. Em 1998, Whiley c colaboradores, 1124 no Department of Oral Microbiology do London Hospital Medical 
College, publicaram esquemas abrangentes para a identificagao fenotipica dos estreptococos viridans identificados na epoca. Essa 
abordagem “convencional” utilizava testes de fermentagao de carboidratos em 24 horas e uma bateria de substratos ligados a 4- 
metilumbeliferil para a determinagao de varias enzimas em 3 horas. O esquema dicotomico apresentado na Figura 13.3 incorpora 
os testes de “grupamento” da Tabela 13.4, bem como testes adicionais da Tabela 13.5, para a identificagao de especies individuais 
“tipicas” dentro de determinado grupo. Os grupos de estreptococos viridans incluem o grupo mitis/sanguinis, o grupo mutans, o 
grupo salivarius, o grupo anginosus e o grupo bovis . 241 Os microrganismos podem ser classificados nesses grupos, com base na 
produgao de arginina di-hidrolase (ADH), hidrolise da esculina, produgao de acetoina (VP), urease e produgao de acido a partir do 
manitol e do sorbitol (Tabela 13.5). O Boxe 13.2 fomece detalhes sobre a importancia clinica dessas especies. 

Os sistemas comerciais manuais e automaticos nao identificam adequadamente esse grupo dificil de microrganismos, e os 
bancos de dados para esses sistemas nao sao atualizados com frequencia suficiente para possibilitar identificagSes seguras em nivel 
de especie. Os laboratories que tentam identificar esses microrganismos empregam, em sua maioria, um ou mais kits comerciais 
para esse proposito. Com frequencia, e necessario acrescentar outros testes fenotipicos. Os produtos comerciais utilizam testes 
convencionais modificados e substratos cromogenicos ou fluorogenicos para a deteegao de enzimas pre-formadas; essas 
abordagens passaram a constituir uma parte padrao das baterias de testes usadas na identificagao dos estreptococos. A aplicagao de 




metodos moleculares e quimiotaxonomicos levou a modificagSes significativas na taxonomia dos estreptococos viridans e 
abordagens na sua identificagao. Os metodos moleculares propostos para a identificagao dos estreptococos ate o nlvel de especie 
precisam ter uma variabilidade suficiente entre diferentes especies, porem pouca variabilidade de sequencia dentro de determinada 
especie. As tecnicas moleculares para a identificagao dos estreptococos viridans e dos enterococos incluem amplificagao/detecgao 
mediada por PCR do rRNA 16S, rRNA 16S e regioes intergenicas rRNA 16S-23S. Em sua maior parte, o sequenciamento do gene 
do rRNA 16S nao resolve adequadamente a identificagao das especies entre alguns estreptococos viridans (p. ex., estreptococos do 
grupo mitis), visto que os microrganismos dentro desses grupos (i. e., S. pneumoniae, S. pseudopneumoniae e S. mitis) 
compartilham > 99% de homologia de sequencia entre eles no locus rRNA. Em consequencia, a detecgao e o sequenciamento de 
genes especlficos existentes nesses microrganismos tern sido usados para efetuar a identificagao em nivel de especie. 593,679 ’ 753 Esses 
genes incluem ddl (gene de D-alanina:D-alanina ligase), lytA (gene de autolisina), dex (gene de dextranase), groEL (genes que 
codificam as proteinas de choque termico de 10 kDa e 60 kDa), rnpB (gene que codifica a subunidade de endorribonuclease O do 
RNA), sodA (gene da superoxido dismutase), tuf (gene que codifica o fator de alongamento Tu), gyrA (gene que codifica regioes da 
DNA-girase de determinagao da resistencia as quinolonas), rpoB (gene que codifica a RNase P), parC (gene da subunidade C da 
topoisomerase) e recN (gene de proteinas de recombinagao/reparo).' 711 '’' 34 4S4M6 . S2SJH,RI 122 q MALDI-TOF mostra ser promissor 
como metodo rapido e acurado para a identificagao das especies de estreptococos viridans. A identificagao por espectrometria de 
massa depende da disponibilidade de um banco de dados acurado refletindo os arranjos espectrais encontrados nessas bacterias. As 
plataformas Bruker Daltronics e bioMerieux MALDI-TOF contem uma grande serie de espectros baseados em ensaios de PCR 
especie-especificos e no sequenciamento do gene rRNA 16S. As aplicagoes especificas desses metodos para a detecgao direta em 
amostras cllnicas e para a identificagao de isolados em cultura sao descritas adiante e nas segoes que tratam de kits e metodos de 
identificagao especlficos. 


Tabela 13.6 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de estreptococos viridans isolados de seres humanos. 


Gmpa/especie HEM SBA 

ESC 

ADH 

Grupo mitis/sangiiinis 

S. australis 

a 

Dl 

+ 

S. cristatus 

a 

- 

+ 

S. danieliae 

P 

- 

- 

S. gordonii 

a 

+ 

+ 

S. infantis 

a 

- 

- 

S. lactarius 

a 

+ 

+ 

S. mass iliens is 

7 

Dl 

+ 

S. mitis 

a 

- 

V- 

S. oligofermentans 

a 

- 

- 

S. oralis 

a 

- 

- 

S. parasanguinis 

o t.y 

V 

+ 

S. peroris 

a 

- 

- 

S. pseudopneumo¬ 

a 

V 

- 

niae a 

S. sanguinis bio. 1 

a 

•f 

+ 

S. sanguinis bio. 2 

a 

+ 

+ 

S. sanguinis bio. 3 

a 

- 

+ 

S. sinensis 

a 

+ 

+ 

Grupo mutans 

S. mutans 

a, -y 

+ 


S. sobrinus 

7. a 

V 

- 

Grupo salivarius 

S. salivarius 

7 , a 

+ 


S. vestibularis 

a 

v+ 

- 


VP 


+ 

+ 

+ 



Producaode: 


a-GAL p-GAL «-GLU p-GLU p-GUR NAGA «-FUC p-FUC «-ARAB NAGALA 



PAL 


V 


V+ 


V+ 

V 

+ 


+ 



Producao de acido a partir de; 

Gmpo/especie 

GLI 

MAL 

SAC 

LAC 

MNTL 

SBTL 

ARAB 

INU 

MEL 

RAF 

RIB 

SAL 

TRE 

STA 

GLIG 

AMGD 

Gnipo miti s/sanguinis 

















S. australis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

S. cristatus 

+ 

+ 

Dl 

V+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

- 

S. danieliae 

+ 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

V 

- 


+ 

+ 

- 

Dl 

S. gordonii 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

Dl 

V+ 

V- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 

Dl 

+ 

S. infantis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

S. lactarius 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

S. massiliensis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

S. mitis 

+ 

+ 

Dl 

v+ 

- 

- 

Dl 

V- 

V+ 

v+ 

V- 

V- 

V- 

Dl 

- 

- 

S. oligofermentans 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

S. oralis 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

+ 

v+ 

v+ 

- 

V- 

Dl 

Dl 

- 

S. parasanguinis 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

V- 

Dl 

- 

v+ 

v+ 

Dl 

V 

v+ 

Dl 

Dl 

V- 

S. peroris 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

S. pseudopneumoniae 1 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

V 

Dl 

- 

Dl 

- 

V 

S. sanguinis bio. 1 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

V- 

Dl 

V- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

S. sanguinis bio. 2 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

v+ 

Dl 

- 

V+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

S. sanguinis bio. 3 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

S. sinensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

Gnipo mutans 

















S. mutans 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

S. sobrinus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V- 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Gnipo salivarius 

















S salivarius 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

v+ 

V 

v+ 

Dl 

+ 

V 

Dl 

Dl 

V 

S. vestibularis 

+ 

+ 

Dl 

v+ 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

- 

+ 

V 

Dl 

DIV+ 



a As reagoes para S. pseudopneumoniae sao aquelas do sistema API® 20 Strep. 

GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; ARAB = arabinose; INU = inulina; MEL = melibiose; RAF = rafinose; RIB = ribose; SAL = salicina; TRE = trealose; STA = amido; GLIG = glico- 
genio; AMGD = amigdal Ina. 

+ = reagao positiva; -= reagao negativa; V= reagao variavel; V+ = reagao variavel, a maioria das cepas positiva; V-= reagao variavel, a maioria das cepas negativa; Dl = dados indisponfveis; HEM SBA= hemolise em agar-sangue de 
carneiro; ESC = hidrdlise da esculina; ADH = arginina di-hidrolase; VP = produgao de acetoi'na; URE = urease; a-GAL=a-galactosidase; (S-GAL = (i-galactosidase;a-GLU =a-glicosidase; (J-GLU = fi-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; 
NAGA = A/-acetil-p-D-glicosaminidase; a-FUC =a-fucosidase; p-FUC = p-fucosidase; a-ARAB =a-arabinosidase; NAGALA = /V-acetil-p-ogalactosaminidase; PAL = fosfatase alcalina. 




Manitol/ 

sorbitol 


+/+ 


+/- 

T 




S. mutans 

S. uberis/paruberis 



PYR 

- 

+ 


S. sobrinus 


Hidrolise da esculina 

+ 

- 


Arginina 

di-hidrolase 


I l 


S. mutans 


S. uberis/ 
paruberis 


Arginina 

di-hidrolase 


Rafinose 


Inulina 


S. salivarius 


S. vestibularis 


S. oralis S. mitis 

(S-N-acetilglicosaminidase + - 

p-N-acetilgalactosaminidase + - 

Sialidase + - 


Amigdalina/ 

p-D-fucosidase 


S. gordonii 


— 

1 

/- | +/+ 

1 

S. sanguinis 
bio 1 

S. sanguinis 
bio 2 


Inulina/ 

rafinose 


+/- 


-/+ 


-/- 


S. sanguinis 
bio 3 


S. parasanguinis 


S. crista 


■ FIGURA 13.3 Fluxograma para a identificapao de estreptococos viridans. 

Grupo mitis/sanguinis. O grupo mitis contem varias especies estreitamente relacionadas, incluindo S. mitis, S. pneumoniae e S. 
pseudopneumoniae. Os membros desse grupo sao mais frequentemente isolados de hemoculturas e possuem alguma importancia, 
em virtude do aparecimento de resistencia a penicilina e a outros agentes betalactamicos nesse grupo. Os membros originais do 
grupo mitis nao hidrolisavam a esculina, nao produziam ADH nem acetoina e nao fermentavam o manitol ou o sorbitol. Alguns 
esquemas taxonomicos incluem membros do grupo sanguinis de estreptococos viridans ( S. sanguinis, S. parasanguinis e S. 
gordonii ) dentro do grupo mitis, com base no sequenciamento do rRNA 16S. Os isolados do grupo sanguinis sao positivos para 
ADH e esculina e, a semelhanga do grupo mitis, sao negativos para a produpao de acetoina e nao fermentam o manitol nem o 
sorbitol. A analise de cepas semelhantes a S. sanguinis levou a descripao de outros membros dos grupos mitis e sanguinis ( S. 
gordonii e S. oralis), e membros do grupo mitis genotipicamente (em geral, com base no sequenciamento do rRNA 16S) 
apresentavam caracteristicas fenotipicas compartilhadas com membros do grupo sanguinis. 795 Por exemplo, S. cristatus compartilha 
certas caracteristicas de S. mitis, porem e ADH-positivo. S. parasanguinis e S. cristatus foram isolados das vias respiratorias 
superiores, de placa dentaria, da urina, de abscessos periodontais e de hemoculturas. 422 ’ 694 ' 882,1125 S. peroris e S. infantis sao 
encontrados nos dentes e na nasofaringe. 545 S. sinensis e um estreptococo alfa-hemolitico que foi isolado do sangue de urn paciente 
com endocardite em 2002. 1142 Especies mais recentes do grupo mitis que foram isoladas de amostras clinicas humanas ( i. e., S. 
australis, S. lactarius, S. massiliensis, S. oligofermentans e S. tigurinus) sao descritas no Boxe 13.2. S. pneumoniae e S. 
pseudopneumoniae sao discutidos com maiores detalhes adiante. O MALDI-TOF-MS demonstrou ter alta sensibilidade e 
especificidade para a identificapao de isolados atipicos de S. pneumoniae, para a identificapao de S. pseudopneumoniae e para a 
diferenciapao desses microrganismos de outros microrganismos do grupo mitis. 299 ' 1117 

Grupo mutans. O grupo mutans inclui estreptococos orais encontrados em seres humanos e em varias especies de animais (Boxe 
13.2). As especies incluidas no grupo mutans eram originalmente sorotipos de S. mutans, que posteriormente foram elevados a 
posipao de especie. S. mutans e S. sobrinus sao especies isoladas de seres humanos. S. hvovaginalis esta tambem incluido no grupo 
































































mutans, em virtude de sua consistencia bioquimica com outros estreptococos do grupo mutans, porem essa especie e encontrada no 
trato genital de suinos como parte da microbiota. Varias novas especies incluidas no grupo mutans foram isoladas de morcegos, 
ratos, suinos, ursos e javalis silvestres. S. mutans e S. sobrinus hidrolisam a esculina, produzem acetoina e fermentam o sorbitol e 
manitol, nao produzem ADH e podem ser diferenciados por meio de testes enzimaticos e de fermentagao (Tabela 13.6). 

Grupo salivarius. Entre as especies desse grupo, apenas S. salivarius, S. vestibularis e S. infantarius foram isolados de amostras 
clinicas humanas. S. salivarius e S. vestibularis sao encontrados na cavidade oral de seres humanos, enquanto S. infantarius foi 
isolado de seres humanos e produtos alimentares.'" 1 ' 1128 Os microrganismos do grupo salivarius produzem acetoina e hidrolisam a 
esculina, porem sao ADH-negativos e nao fermentam o manitol nem o sorbitol. As cepas de S. infantarius tambem sao incluidas no 
grupo salivarius, visto que algumas cepas sao negativas para bile esculina e hidrolise da esculina. S. hyointestinalis e uma especie 
do grupo salivarius encontrada no intestino de suinos, enquanto S. thermophilus foi isolado de laticinios. As cepas de S. vestibularis 
e algumas cepas de S. salivarius produzem urease. 

Grupo anginosus. Os microrganismos que compoem o grupo anginosus de estreptococos - S. anginosus subesp. anginosus, S. 
anginosus subesp. whilevi, S. constellatus subesp. constellatus, S. constellatus subesp. pharyngis, S. constellatus subesp. 
viborgensis e S. intermedius - produzem colonias (“puntiformes” em agar-sangue e podem ser beta-hemoliticas, alfa-hemoliticas 
ou nao hemoliticas, dependendo da especie/subespecie). Maior proporgao de cepas de S. intermedius e nao hemolitica, enquanto as 
cepas de S. constellatus sao, com frequencia, beta-hemoliticas. No que concerne as cepas beta-hemoliticas, o tamanho da zona de 
hemolise e habitualmente muito maior do que o diametro da colonia puntiforme. Outro indicio para o crescimento de uma especie 
pertencente ao grupo anginosus consiste na presenga de urn odor doce que emana da placa de cultura, semelhante ao odor de 
caramelo ou madressilva. Esse odor deve-se a produgao do metabolito diacetil. 184 Os isolados podem apresentar antigenos dos 
grupos A, C, F ou G ou podem ser nao grupaveis. S. intermedius raramente apresentam antigenos dos grupos de Lancefield. O 
crescimento e intensificado por incubagao em meio enriquecido com C0 2 , e algumas cepas podem necessitar de incubagao em 
condigSes anaerobias para o seu crescimento otimo. Os membros do grupo anginosus sao positivos para hidrolise da esculina e 
reagSes de ADH, VP e sorbitol. As especies individuals podem ser diferenciadas pelos testes fenotipicos apresentados na Tabela 
13.6. Esses testes e outros testes relacionados na Tabela 13.7 sao encontrados em sistemas de kits comercialmente disponiveis (p. 
ex., os kits API® Rapid Strep, RapID® STR e API® Rapid® 1D32; ver discussao adiante). 174 Em geral, esses kits tem dificuldade em 
separar as especies desse grupo umas das outras, embora certos testes enzimaticos no Rapid® ID32 possam ser uteis para essa 
finalidade. 977 Foram desenvolvidos testes moleculares em tempo real direcionados para os genes rRNA 16S, cpnl0/60 (proteinas 
do choque termico groES e groEL), tuf (fator de alongamento 2), rnp (RNase P RNA) e regioes intergenicas do gene rRNA para a 
identificagao e a diferenciagao dos membros do grupo anginosus. 786,977,1117 Os metodos moleculares (/. e., detecgao e 
sequenciamento do gene do rRNA 16S) demonstraram ser uteis para a detecgao direta de S. intermedius em amostras clinicas com 
cultura negativa (p. ex., aspirado de abscesso cerebral). 883 

Grupo bovis. Confonne assinalado anteriormente, o grupo bovis passou por uma grande revisao taxonomica. A semelhanga dos 
enterococos, os estreptococos do grupo D possuem o antigeno de grupo D, hidrolisam a esculina na presenga de bile a 40% e 
crescem a 45°C (Prancha 13.4 C, D e E). Nao crescem em caldo contendo NaCl a 6,5%, nao hidrolisam a PYR e nao crescem a 
10°C. Os isolados sao, em sua maioria, LAP-positivos, produzem acetoina, nao produzem ADH nem urease e acidificam a lactose, 
mas nao o sorbitol. As cepas de S. gallolyticus subesp. gallolyticus ( S. bovis I) sao positivas nas reagbes do manitol, da rafinose, do 
glicogenio, da amigdalina e da a-galactosidade (a-GAL), porem negativas para (3-glicuronidase ((3-GUR); a maioria das cepas 
tambem fermenta inulina. 1 ' 4 S. infantarius subesp. infantarius ( S. bovis II. 1) e S. gallolyticus subesp. pasteurianus ( S. bovis II.2) sao 
manitol-negativos, enquanto S. infantarius subesp. infantarius e (3-GUR-negativo e S. gallolyticus subesp. pasteurianus e (3-GUR- 
positivo. Essas caracteristicas fenotipicas estao relacionadas Tabela 13.8. S. gallolyticus e suas subespecies estao incluidos no 
banco de dados de sistemas de identificagao automaticos (p. ex., Vitek® 2) e manuais (API20® Strep; ID32® Strep) que 
proporcionam uma identificagao fenotipica confiavel. 559,617,787,973 Uma abordagem para a identificagao molecular geralmente tem 
usado o sequenciamento do rRNA 16S e sodA (gene da superoxido dismutase), sendo mais acurado o sequenciamento parcial do 
gene sodA. 350 ’ 742 ’ lsl As tecnicas moleculares (p. ex., PCR para rRNA 16S) realizadas em tecido valvar ressecado ajudaram o 
diagnostico de infecgoes graves como endocardite infecciosa de multiplas valvas, causadas por bacteriemia por S. gallolyticus 
subesp. macedonicus e S. gallolyticus subesp. gallolyticus. 563,674 O MALDI-TOF utilizando o Bruker Biotyper identificou todos os 
27 isolados de S. gallolyticus, porem nao determinou as subespecies. 8 ' 2 Em virtude da associagao conhecida do antigo S. bovis II. 1 
com a endocardite e o carcinoma colonico, da emergencia de S. gallolyticus subesp. pasteurianus como causa de bacteriemia e 
meningite e das modificagoes confusas que foram feitas na taxonomia do grupo bovis, cabe ao laboratorio familiarizar os medicos 
com as mudangas ocorridas na taxonomia. Os laudos devem incluir tanto o nome recente quanto o nome antigo dos 
microrganismos, de modo a evitar o subdiagnostico de doengas graves relacionadas com esse grupo de microrganismos. 11181 

Tabela 13.7 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao do grupo anginosus: S. anginosus, S. constellatus e S. intermedius. 






Producao de acido a partir de: 



Producao de: 





Especies 

HEM SBA 

Gruposde 

Lancefield 

GLI 

LAC 

AMIG 

SAL 

RAF SBTL 

a-GAL (1-GAL 

a-GU 

P-GU 

P-GUR 

p-FUC 

NAGA 

NEUR 

HIAL 

S. anginosus subesp. 
anginosus 

a. 7 

A, C, G, nenhum 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

V V 

V 

+ 

Dl 

- 

V 

- 

V 

S. anginosus subesp. 
whileyi 

p 

c 

+ 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

S. constellatus su¬ 
besp. constellatus 

a, p. sem 
hemblise 

F, nenhum 

+ 

V 

V 

V 

- 

- 

+ 

- 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

S. constellatus su¬ 
besp. pharyngis 

u 

c 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- + 

+ 

+ 

+ 

v+ 

+ 

- 

+ 

S. constellatus su¬ 
besp. vibotgensis 

P 

c 

+ 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

- 

- 

+ 

S. intermedius 

a, sem 
hemblise 

Nenhum 

+ 

+ 

V 

V 

- 

+ 

+ 

V 

Dl 

- 

+ 

+ 

+ 


+= reagao positiva; — = reagao negativa; V = reagao variavel; HEM SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; GL) = glicose; LAC = lactose; AMIG = amigdalina; SAL = salicina; RAF = rafinose; SBTL = sorbitol; a-GAL = a-galactosidase; 
(3-GAL = p-galactosidase; a-GU = a-glicosidase; (3-GLI = (S-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; p-FUC = p-fucosidase; NAGA = /V-acetil-p-o-glicosaminidase; NEUR = neuraminidase; HIAL = hialuronidase. 


Tabela 13.8 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao do grupo bovis. 







Producao de acido a partir de: 




Producao de: 



Especies 

ESC 

GAL 

GLI 

LAC 

MNTL RAF TRE INU 

STA 

GLIG 

a-GAL 

P-GAL 

P-GLU 

P-GUR 

outros epitetos etc.) 

S. bovis/S. equinus 

+/+ 

-/- 

+/+ 

-/+ 

-/- -/+ V/V -/+ 

-/+ 

-/+ 

-/+ 

V- 

+/+ 

-7- 

Cepa tipo S. bovis/\so\ados de 

S. equinus (91 a 100% de 
homologia de sequ§ncia); as 
cepas representadas sao prin- 
cipalmente de origens bovina 
e equina 

S. ga IIo lytic us subesp. 
galblyticus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 

- + 


S. bovis l/inclui cepas isoladas 
de humanos edevSriostipos 
de animais 

S. galblyticus subesp. 
pasteurianus 

+ 

— 

+ 

+ 

- V V - 

“ 

— 

V 

+ 

+ 

+ 

S. bovis 11.2; "S. pasteuria¬ 
nus'; inclui cepas de origem 
humana 

S. galblyticus subesp. 
macedonicus 

- 

- 

+ 

+ 

- - - - 

+ 

- 

V 

v+ 

- 

"S. macedonicus" ; "S. waius" 

S. infantarius subesp. 
infantarius 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

S. bovis 11.1; inclui cepas de ori¬ 
gem humana e bovina 

S. infantarius subesp. 
coli 

V 

— 

+ 

+ 

V 

+ 

V 

+ 

- + 

— 

"S. lutetiensis" ; tamb6m 
ADH-negativo, PYR-negativo, 
NAGA-negativo 

S. cabali 

+ 


+ 


- + + + 

+ 

+ 

+ 

- + 


Novas especies de equinos; nao 
possui o antfgeno de grupo D; 
capacidade de crescimento 
na presenga de bile a 40%; 
negativo para NaCl a 6,5%; 
ADH-negativo, hipurato-nega- 
tivo, acetofna-postivo 

S. henryy 

+ 


+ 

+ 

+ - + + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


Nova especie de origem equina; 
possui o antfgeno do grupo 

D; com capacidade de cres¬ 
cimento na presenga de bile 
a 40%; negativo para NaCl a 
6,5%; ADH-negativo, hipurato- 
negativo, acetofna-negativo 

S. alactolyticus 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- + 

- 

S. intestinalis 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V=reagao variavel; V+ = reagao variavel, porem com amaioria das cepas positiva; ESC = hidrclise esculina; GAL = hidrdlise de galato; GLI = glicose; LAC = lactose; MNTL = manitol; RAF = rafinose; 
TRE = trealose; INU = inulina; STA= amido; GLIG = glicogenio; a-GAL = a-galactosidase; p-GAL= p-galactosidase; p-GLU = p-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase. 


Identificagao de Streptococcus suis e de outros estreptococos isolados de animais 

Deve-se suspeitar da presenga de S. suis em pacientes com sinais sistemicos de sepse e meningite, que tiveram contato com sulnos 
ou produtos derivados desses animais. O microrganismo e um coco gram-positivo imovel e catalase-negativo, que ocorre 
isoladamente, em pares ou em cadeias curtas. S. suis e alfa-hemolitico em SBA (beta-hemolitico em agar-sangue de cavalo), 
resistente a optoquina e nao cresce em caldo com NaCl a 6,5%. Algumas cepas crescerao na presenga de 40% de bile, e todas as 
cepas sao capazes de hidrolisar a esculina. Em suas caracteristicas fenotipicas, S. suis assemelha-se a certos estreptococos viridans, 
particularmente S. gordonii, S. sanguinis e S. parasanguinis. S. suis esta incluido nos bancos de dados do API® 20 Strep 
(bioMerieux) e do Vitek® 2; as identificagSes obtidas com esses sistemas habitualmente tem uma probabilidade de mais de 
99,7% 481,559,1028 Em geral, os isolados de seres humanos sao cepas de sorotipo capsular 2, que reagem com antissoros do grupo R 
de Lancefield (Statens Serum Institute, Copenhague, Dinamarca) Molecular. Os metodos moleculares para identificagao incluem o 
sequenciamento do rRNA de 16S e genes de manutengao (p. ex., gene tuf, gene .socM). 481,1028 A detecgao direta de S. suis de 
sorotipo 2 em amostras clinicas (p. ex., LCR) e a tipagem capsular tambem podem ser realizadas por metodos moleculares, 
utilizando a analise de sequencia dos genes rRNA 16S e cps capsulares (particularmente csp2j) como alvos. 671,949 Esses genes 
codificam parte do operon para o polissacaridio capsular de S. suis do sorotipo 2. Foram tambem desenvolvidos ensaios por PCR 
Multiplex para a detecgao de outros sorotipos e genes associados a virulencia, que sao patogenicos para suinos. 1135 Outras 
caracteristicas uteis para a identificagao de S. suis estao relacionadas na Tabela 13.9. Esta tabela tambem fomece as caracteristicas 
fenotipicas dos estreptococos alfa-hemoliticos e nao hemoliticos isolados de varias especies de animais. 


Detecgao de enterococos resistentes a vancomicina 









As especies de Enterococcus crescem bem na maioria dos meios bacteriologicos, incluindo agar-sangue de cameiro a 5%, CNA, e 
agar-chocolate. Em SBA, as cepas sao, em sua maioria, nao hemoliticas ou alfa-hemoliticas. A maioria dessas cepas tern a 
capacidade de crescer a 35° a 37°C em ar ambiente, porem a incubagao em um ambiente enriquecido com C0 2 estimula o 
crescimento da maioria dos isolados. As amostras que contem enterococos densamente contaminados com bacilos gram-negativos 
podem ser facilmente isoladas em meios contendo azida sodica (p. ex., agar seletivo para enterococos Pfizer, agar bile-esculina 
com azida). A identificagao dos enterococos ate o nivel de especie e frequentemente util e, algumas vezes, de importancia crucial 
para o tratamento adequado do paciente e para fins de controle epidemiologico e de infecgoes. Os isolados de E.faecium tendem a 
ser mais resistentes a penicilina e a ampicilina do que os isolados de E. faecalis, e a grande maioria dos VRE consistem em cepas 
de E.faecium. A colonizagao assintomatica do trato gastrintestinal por VRE tipicamente precede a infecgao, e a colonizagao pode 
persistir e atuar como reservatorio para a colonizagao/infecgao de outros pacientes. 725 Os pacientes colonizados por VRE tornam-se 
vetores eficientes para a distribuigao ambiental e disseminagao de VRE a profissionais de saude. Os pacientes colonizados com 
VRE no trato intestinal podem permanecer portadores por varios meses a anos. Nos EUA e em varios outros paises, foi relatada 
exaustivamente a ocorrencia de surtos hospitalares de VRE. As principais consequencias das infecgSes por VRE incluem maior 
morbidade e mortalidade, aumento do tempo de hospitalizagao e custos mais elevados relacionados com a intemagao mais 
prolongada do paciente. 82438 ’ 365 ’ 604 ’ 847 ’ 954,1112 A detecgao precoce de VRE em pacientes de alto risco possibilita a instituigao de 
praticas oportunas de controle de infecgao, que comprovadamente limitam a disseminagao desses agentes oportunistas. O Hospital 
Infection Control Practices Advisory Committee dos CDC promulgou diretrizes para impedir a disseminagao dos VRE e 
recomendou a implantagao de precaugoes de isolamento de contato para pacientes que apresentam colonizagao gastrintestinal por 
VRE. 154 O ponto de corte para a resistencia a vancomicina e de > 32 pg/mf, sendo a sensibilidade intermediary de 8 a 16 pg/mf 
(CLSI). Em geral, os VRE de surtos hospitalares apresentam C1M para a vancomicina de > 32 pg/mf. 

Foram utilizadas varias formulagdes de meios de agar e caldo para a detecgao de VRE em locais anatomicos que abrigam 
enterococos (;. e., amostras de fezes, swabs retais) (Prancha 13.3 H). O caldo de enriquecimento para o crescimento de VRE e 
semisseletivo por meio da adigao de vancomicina aos meios; outros agentes seletivos (p. ex., clindamicina, aztreonam) tambem 
podem ser adicionados. Como algumas cepas de VRE podem ser inibidas por essas combinagoes de agentes antimicrobianos, 
sugere-se a subcultura do meio de caldo seletivo para meios de agar tanto seletivos quanto nao seletivos, a fim de otimizar o 
isolamento dos VRE. Por exemplo, o caldo para VRE (Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA) e um meio diferencial/seletivo para o 
isolamento de VRE de amostras densamente contaminadas. O meio contem esculina e citrato ferrico para detectar os 
microrganismos que hidrolisam a esculina, sais biliares para inibir bacterias gram-positivas distintas dos enterococos e azida sodica 
para inibir as bacterias gram-negativas. O caldo para VRE tambem contem 8 pg/mf de vancomicina para a detecgao seletiva de 
cepas resistentes a vancomicina. Outros testes precisam ser realizados em meios como BHI com vancomicina (CLSI). O agar 
BEAV (agar bile-esculina com azida e vancomicina, Remel, Lenexa, KA) e um meio de agar para o isolamento de VRE de 
amostras contaminadas. A semelhanga do meio de caldo citado anterionnente, esculina, citrato ferrico, sais biliares e azida estao 
presentes para a inibigao de outras bacterias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. A tolerancia a bile e a hidrolise da 
esculina proporcionam a identificagao presuntiva dos estreptococos do grupo D, e a presenga de vancomicina em agar BEAV (8 
pg/mf) possibilita a selegao de VRE. Com 8 pg/mf de vancomicina, o BEAV nao sustenta o crescimento de E. casseliflavus e E. 
gallinarium (resistencia de baixo nivel). Os VRE precisam ser confinnados utilizando BHI com vancomicina de acordo com as 
recomendagSes do CLSI. 

Dispoe-se de varias formulagoes de meios cromogenicos para a detecgao da colonizagao gastrintestinal por VRE, incluindo 
Spectra 8 VRE (Remel), BBL CHROMagar 8 VanRE (Becton-Dickinson), VRE-BMX® (bioMerieux, Marcy l’Etoile, Franga), 
chromID® VRE (bioMerieux) e Brilliance®, VRE (Oxoid). Esses meios contem substratos cromogenicos que possuem 
sensibilidade e especificidade suficientes para a identificagao dos VRE. O Spectra 8 ’ VRE foi projetado para a detecgao de VRE em 
amostras de fezes ou swabs retais apos incubagao durante 24 horas. Esses meios contem aditivos antimicrobianos do fabricante. No 
agar Spectra VRE, E. faecium resistente a vancomicina cresce e forma colonias de cor rosa, purpura ou azul-escuro, enquanto E. 
faecalis resistente a vancomicina aparece com colonias de cor azul-clara. Uma avaliagao do Spectra® VRE em comparagao com o 
agar BEAV, realizada em 2010, constatou que a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivos e negativos para o 
meio Spectra® VRE foram de 98,2%, 99,3%, 98,2% e 99,3%, em comparagao com 87,6%, 87,1%, 72,8% e 94,7% para o agar 
BEAV. 8 " 8 Outros pesquisadores forneceram resultados semelhantes para o meio Spectra® VRE. 514 No BBL CHROMagar 8 VanRE, 
E. faecium resistente a vancomicina e E. faecalis resistente a vancomicina aparecem como colonias de cor malva e colonias verdes, 
respectivamente, depois de 24 horas de incubagao. Em uma avaliagao desse meio realizada por Kallstrom et al., 532 a sensibilidade, 
a especificidade e os valores preditivos positivos e negativos para o CHROMagar 8 VanRE foram de 98,6%, 99,1%, 95,9% e 
99,7%, respectivamente. No agar VRE-BMX 8 e agar chromID 8 VRE (bioMerieux), as colonias de E. faecium e de E. faecalis 
aparecem na cor purpura ou verde, respectivamente. Ledeboer et a/. 269,623,624 compararam o agar VRE-BMX® com o agar BEAV 
para a detecgao de VRE em amostras de fezes e verificaram que o VRE-BMX® detectou 94,4% de 54 isolados de E. faecium 
resistente a vancomicina e 100% de 12 isolados de E. faecalis resistente a vancomicina depois de 24 horas de incubagao. As 
avaliagoes do agar chromID 8 ’ forneceram sensibilidades de 80 a 100% para a detecgao do E.faecium e do E. faecalis resistentes a 
vancomicina, com especificidade que ultrapassou 99% quando foram usados metodos de inoculagao direta das amostras. 6 ' 4 O 
enriquecimento previo da amostra em caldo contendo vancomicina ou a incubagao do agar chromID 8 por um periodo adicional de 
24 horas resultaram em sensibilidades de 93 a 100%. 254 ’ 289 ’ 581 ’ 624 



Tabela 13.9 Caracteristicas fenotfpicas para a identificagao dos estreptococos alfa-hemoliticos e nao hemoliticos isolados de 
animais. 
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Dl Dl 
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- 
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Especies 

GLI 

MAL 

SAC 

LAC 

MNTL 

MEL 
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SORB 
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RIB 

TRE 

GLIG 

Habitat 



S. acidominimus 

+ 

01 

+ 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

Metrite em gado; aves dombsticas 



S. caballi 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ - 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Equinos; associado a laminite 



S. entericus 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Trato intestinal do gado bovino 



S. gallinaceus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

- 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

Frangos 



S. henryi 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Equinos; associado a laminite 



S. hyointestinalis 

+ 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Sulnos (trato intestinal) 



S. hyovaginalis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

V+ 

+ 

- 

Fdmeas de sulnos (trato genital) 



S. marimammalium 

+ 

V 

- 

+ 










Foca cinzenta, foca-comum 



S. merionis 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

+ - 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Esquilo da Mongolia 



S. minor 

+ 

+ 

+ 

+ 

+' 

- 

V 

V 

V 

V 

- 

+ 

+ 

Caes (tonsilas, tezes); gado bovino, gatos 
(tonsilas) 


S. ovis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

- 

+ 

+ 

Ovinos (amostras clfnicas) 



S. pluranimalium 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

v+ 

Dl 

— — 

V 

— 

Dl 

V 

+ 

— 

Bovinos (mastite, trato genital, tonsilas); caprinos 
(tonsilas); gatos (tonsilas); canbrios (papo, trato 
respiratbrio) 

S. pluextorum 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Sufnos(pulmao, tecido renal) 



S. pottri 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Sulnos 



S. suis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

- 

Dl 

V 

- 

Dl 

Dl 

Infecgoesem leitoes; meningite em humanos 


S. thoraltensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ + 

V 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

Fbmeas de sufnos (trato genital, trato intestinal) 

S. uberis/parauberis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

V 

+ 

Dl 

- 

+ 

+ 

Dl 

Bovinos (mastite) 



Eremococcus coleocola 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

- 

Equinos 



Catellicoccus 

marimammalium 

+ 











+ 

- 

Botos (Phocoena phocoena) 




+=reagao positive -= reagao negativa; V = reagao variavel; +' = reagao positiva fraca; Dl =dados indisponfveis; HEM SBA = hemoliseem agar-sanguede carneiro; ESC = hidrolise da esculina; ADH = arginina, di-hidrolase; HHIP = hidrolise 
do hipurato; URE = urease; VP = produgao deacetoina;a-GAL=a-galactosidase; (S-GAL = p-galactosidase;a-GLU = a-glicosidase; 0-GLU = (S-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; NAGA = /V-acetil-(S-D-glicosaminidase; PAL=fosfatase 
alcalina; GLI = glicose; MAL= maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL= manitol; MEL= melibiose; INU = inulina; ARAB = arabinose; SORB = sorbitol; STA = amido; RAF= rafinose; RIB = ribose; TRE = trealose; GLIG = glicogenio. 


Disp5e-se tambem de abordagens moleculares para a detecgao de VRE em amostras de fezes e swabs. Os testes amplamente 
usados incluem o BD GeneOhm 8 VanR (Becton-Dickinson) e o GeneXpert 8 vanA/vanB (Cepheid). Esses ensaios detectam o vanA 
e o vanB responsaveis pela resistencia a vancomicina de nivel moderado a alto. A sensibilidade e a especificidade desses ensaios 
variam, dependendo da prevalencia dos enterococos que apresentam os determinantes de resistencia vanA ou vanB. Em um estudo, 
o ensaio GeneXpert 8 apresentou sensibilidade para a detecgao de vanA e de vanB de 73,9% e 87,5%, respectivamente, enquanto a 
sensibilidade correspondente para o ensaio GeneOhm 8 foi de 43,5% e 100%, respectivamente.’ 7: Ambos os ensaios apresentaram 
baixa especificidade, que variou de 14,7 a 20,6% para a detecgao desses determinantes de resistencia, e foram relatadas 
especificidades mais baixas para a detecgao do vanB para o ensaio BD GeneOhm 8 em outros estudos. 961,1067 Uma avaliagao do 
ensaio vanA/vanB GeneXpert 8 durante um surto de E. faecium VanA mostrou valores de sensibilidade, especificidade e preditivos 
de resultados positivos e negativos de 61,5%, 79,2%, 61,5% e 79,2%, respectivamente. 1164 Os autores desse estudo concluiram que, 
enquanto um teste positivo rapido (i. e., de menos de 1 hora) possibilitou o reconhecimento precoce de alguns pacientes 
colonizados, foi necessaria uma cultura em meio de agar cromogenico (neste caso, agar chromlD 8 VRE) para detectar e confirmar 
a colonizapao por VRE em outros pacientes. Em um estudo conduzido no Johns Hopkins, foi constatado que o ensaio GeneOhm 8 
VanR detectou 96,6% de 147 isolados de VRE, em comparagao com os meios de cultura cromogenicos, com uma especificidade de 







87,0%. 1)1,1 A menor especificidade foi devida a obtengao de resultados falso-positivos com a porgao vanB do ensaio. Embora esses 
ensaios detectem principalmente E. faecium e E. faecalis portadores de genes de resistencia a vancomicina, podem-se obter 
resultados positivos com outras especies de enterococos (p. ex., E. raffinosus, E. durans, E. gallinarum) portadores dos genes vanA 
ou vanB.'"' 1 Ambos os ensaios moleculares sao consideravelmente mais rapidos do que a cultura. Foram tambem descritos outros 
ensaios de PCR em tempo real e quantitativos altamente sensiveis e especificos para a detecgao de VRE. 1 " 4 ' 

Identificacao de especies de Enterococcus 

A identificagao de especies de Enterococcus e efetuada por testes bioquimicos e fisiologicos (Tabela 13.10). As especies de 
Enterococcus reagem, em sua maioria (cerca de 80%), com antissoro contra o grupo D de Lancefield por precipitagao em tubo 
capilar ou AL; o antlgeno de grupo D nao pode ser demonstrado em cepas de E. pseudoavium, E. dispar, E. cecorum, E. sulfureus, 
E. columbae e E. saccharolyticus. A maioria das especies de enterococos tem a capacidade de crescer dentro de 48 horas em caldo 
de BHI incubado a 10° e 45°C. Entretanto, E. cecorum e E. columbae nao crescem a 10°C, enquanto E. sulfureus, E. malodoratus e 
E. dispar tampouco crescem a 45°C. A maioria das especies de Enterococcus hidrolisa a esculina na presenga de bile a 40% (teste 
BE), cresce em caldo contendo 6,5% de NaCl e e PYR-positiva, embora algumas especies tambem sejam negativas nesses testes 
(Tabela 13.10). Embora E. faecalis e E. faecium constituam as especies isoladas com mais frequencia de amostras clinicas, a 
incidencia de outras especies e o seu papel em processos morbidos especificos nao sao conhecidos. Os isolados que preenchem os 
criterios anteriormente citados sao semeados em varios meios de testes fenotipicos e identificados com base nessas reagoes. Para a 
identificagao de enterococos por procedimentos convencionais, os testes de fermentagao de carboidratos e a utilizagao de piruvato 
sao efetuados em meios a base de caldo de infusao de coragao contendo azul de bromocresol e 1% de carboidratos esterilizados por 
filtragao ou 1% de piruvato. A desaminagao da arginina e determinada em caldo de descarboxilase de Moeller, enquanto a 
motilidade e verificada em meio semissolido para motilidade. A detecgao do pigmento amarelo produzido por E. casseliflavus, E. 
gallinarum e E. mundtii e obtida pela coleta de parte do crescimento em swab de dacron branco e observagao do material da 
colonia por swab a procura de cor amarela ou amarelo-alaranjada (Prancha 13.4 A). E. casseliflavus e E. gallinarum tambem sao 
moveis (Prancha 13.4 B). A produgao de acido em metil-a-D-glicopiranosidio (MGP) constitui um teste diferencial util para a 
diferenciagao de E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum e E. casseliflavaus. As primeiras duas especies nao acidificam em caldo de 
MGP, enquanto as ultimas duas especies o fazem. Diversos testes fenotipicos, incluindo motilidade, pigmentagao, arginina di- 
hidrolase e produgao de acido a partir de MGP, arabinose e rafinose, podem ser usados para a identificagao fenotipica de E. 
faecalis, E. faecium, E. casseliflavius, E. gallinarum e E. raffinosus. A Figura 13.4 fornece um fluxograma para a identificagao de 
especies de Enterococcus de importancia clinica. Alem disso, muitos laboratories baseiam-se em sistemas de identificagao manuais 
(p. ex., API 8 Strep) e automaticos (p. ex., Vitek 81 2, Phoenix®, MicroScan 8 ) para a identificagao dos enterococos. Esses sistemas e 
a sua realizagao para a identificagao de enterococos sao descritos posteriormente neste capitulo. Os metodos moleculares a base da 
PCR, envolvendo o sequenciamento de genes especificos (p. ex., gene tuf gene rpoB ) tambem tem sido liteis para a identificagao 
acurada de especies de Enterococcus , 638 


Tabela 13.10 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de Enterococcus e especies relacionadas. 


Grupo/especie 

Ant i- 
geno de 
grupo D 

Cresci- 
mento, 
agar BE 

Cresci- 
mento, NaCI 
a 6.5% 

Cresci- 
mento a 
10°C 

Cresci- 
mentoa 
45° C 

LAP 

PYR 

MOT 

PIG¬ 

MENTO 

AMARELO 

ADH 

HIP 



Producao de acido a partirde: 



GLI 

MNTL 

SOR 

ARAB 

SBTL 

RAF 

SAC 

PIRV 

MGP 

Grupo 1 






















E avium 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

* 


* 

V 

+ 

+ 

+ 

■1 

- 

+ 

* 

+ 

+ 

V 

E gilvus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 



+ 

+ 

+ 

+ 

- 

£ malodoratus 

+ 

+ 

+ 

Dl 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 



+ 

+ 

+ 

+ 

V 

£ pal lens 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

H 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

£ pseudoavium 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 



+ 

- 

+ 

+ 

+ 

£ raffinosus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

-1 


+ 

+ 

+ 

+ 

V 

£ saccharolyticus 

- 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 



+ 

+ 

+ 

- 

+ 

£ hawaiiensis 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+' 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 



+ 

- 

- 

+ 

- 

£ devriesei 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

+ 

V 

V 

V 

+' 

+ 

Dl 

- 

Grupo II 






















£ faecalis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 



+ 

- 

+ 

+ 

- 

£ faecium 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

H 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

£ casseliflavus 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 



V 

+ 

+ 

V 

+ 

£ gallinamm 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

-» 


- 

+ 

+ 

- 

+ 

£ mundtii 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

-1 


V 

+ 

+ 

- 

- 

£ haemoperoxidus 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+' 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 



- 

- 

+ 

- 

+ 

£ silesiacus 

Dl 

+ 

+' 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 



- 

- 

- 

Dl 

- 

£ termitis 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 



- 

- 

- 

Dl 

+ 

£ camelliae 

Dl 

Dl 

- 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

+ 

- 



- 

- 

+ 

Dl 

- 

£ thailandicus 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

+ 

- 



- 

- 

+ 

Dl 

- 

Lactococcus spp. 

- 







- 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 



- 


V 

- 

- 

Grupo III 






















£ dispar 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

- 



- 

+ 

+ 

+ 

+ 

£ durans 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

V 

+ 










£ hirae 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 



- 

+ 

+ 

- 

- 

£ ratti 

+' 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


m 

+ 

V 

+ 










£ villorum 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 



- 

- 

- 

- 

- 

£ canintestini 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

V 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 



- 

- 

- 

Dl 

+ 

Grupo IV 






















£ asini 

+ 

+ 

- 

V 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

V 

£ cecorum 

- 

Dl 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 


- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

£ sulfureus 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 


- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

£ phoeniculicola 

Dl 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

£ caccae 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 


* 

- 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

£ aquamarinus 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 


+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

- 

Grupo V 






















£ columbae 

1 

+ 

* 

- 

Dl 

+ 

>- 

* 

1 

- 

* 

+ 

+ 



+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

£ canis 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 


+ 

- 

- 

V 

+ 

+ 

£ moraviensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 


+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

£ hermanniensis 

- 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 


- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

£ /te//cus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Vagococcus spp. 

- 

Dl 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 



+ 

- 

+ 

- 

+ 

Novas especies 






















£ rivorum 

V 

+ 

- 

+' 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

V 

- 

+ 

+ 

- 


- 

+ 

- 

+ 

Dl 

+ 

£ ureilyticus (urease +) 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 


* 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

£ rate/(urease +) 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

£ urea si ticus (ur ea se +) 

Dl 

+ 

- 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

Dl 


- 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

£ quebecensis 

Dl 

+ 

- 

Dl 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Dl 


- 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

£ plantarum (catalase +, 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

urease+) 






















£ /actfs 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 


V 

- 

- 

- 

Dl 

- 

£ lemanii 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Dl 


+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

+ 

£ eurekensis 

- 

+ 

+ 

+' 

+ 

+ 

+ 

- 

- 


- 

+ 

- 

Dl 


- 

- 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

£ alcedinis 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 


- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 


+ = reagao positiva; -= reagao negativa; V = reagao variavel; +' = reagao positiva fraca; Dl = dados indisponfveis; agar BE = agar bile-esculina; LAP = leucina aminopeptidase; PRY = pirrolidonil-arilamidase; MOT = motilidade; PIGM = 
pigmento; ADH = arginina di-hidrolase; HIP = hidrdlise do hipurato; GLI = glicose; MNTL = manitol; SOR = sorbose; ARAB = arabinose; SBTL = sorbitol; RAF = rafinose; SAC = sacarose; PIRV = piruvato; MGP = metil-a-glicopiranosfdio. 







■ FIGURA 13.4 Fluxograma para a identificagao de especies de Enterococcus. (Adaptada da referenda 334.) 

Identificagao de especies de Abiotrophia e Granulicatella 

Deve-se suspeitar da presenga de A. defectiva e de especies de Granulicatella quando a coloragao direta pelo Gram de amostras ou 
de hemoculturas positivas revela a presenga de estreptococos que nao crescem em cultura subsequente ou subcultura. Os meios 
comerciais para hemocultura contem piridoxal e sustentam o crescimento desses microrganismos. A subcultura em agar-sangue e a 
semeadura em estria de estafilococo, como e feita no teste satelite para Haemophilus spp., irao assegurar o crescimento dos 
estreptococos variantes nutricionais adjacentes as estrias de estafilococos (Prancha 13.3 D). Como altemativa, discos impregnados 
com piridoxal tambern podem ser colocados sobre a placa de subcultura, com crescimento subsequente dos microrganismos, que 
aparecem como colonias satelites em tomo do disco. O agar-chocolate disponivel no comercio contem piridoxal, de modo que 
esses microrganismos crescerao nesse meio. 

Quando esses microrganismos crescem em meios suplementados com piridoxal (10 mg de cloridrato de piridoxal por litro), 
com cisteina (100 mg de L-cisteina/ €) ou em agar-chocolate, eles podem ser identificados por meio dos testes fenotipicos 
relacionados na Tabela 13.11. A semelhanga dos estreptococos, esses microrganismos sao LAP-positivos; entretanto, 
diferentemente dos estreptococos, A. defectiva e as especies de Granulicatella sao PYR-positivas. A identificagao pode ser 










































































































realizada por metodos automaticos (p. ex., Vitek B 2) ou manuais (p. ex., AP1 B 20 Strep) ou por combinagSes de abordagens de 
identificagao. 6 ’ 23,24 ’ 270 ’ 823 ’ 873 Os testes fenotipicos por si sos podem levar a uma identificagao incorreta. Por exemplo, G. elegans tem 
sido identificada de modo incorreto como S. acidominimus, G. morbillorum e G. adiacens, embora as primeiras duas especies 
cresgam bem em agar-sangue nao suplementado. ,,,2j ’ 137 Os metodos moleculares para a identificagao das especies incluem rRNA 
16S, gene rpoB, genes das proteinas do choque termico grnES e groEL, sequenciamento de RNA 16S, RNA 23S e regiao 
intergenica 16S-23S ribossomica, que sao realizados em isolados ou diretamente em tecido valvar excisado. 84,297 ’ 484 ’ 779,1051 As 
especies de Abiotrophia e de Granulicatella sao homofermentadoras (o acido lactico constitui o produto final da fennentagao da 
glicose), resistentes a optoquina e sensiveis a vancomina. O MALD1-TOF-MS mostra-se promissor para a identificagao desses 
microrganismos, e G. adiacens foi identificada em um estudo apenas em nivel de genero em 33% dos isolados testados. 778 

Identificagao de especies de Aerococcus e Helcococcus 

O genero Aerococcus contem cinco especies: A. viridans, A. urinae, A. sanguinicola, A. christensenii e A. urinaehominis . Todas as 
especies sao alfa-hemoliticas em SBA e crescem em culturas de caldo na forma de pares, tetrades e pequenos grupos. As cepas de 
A. viridans aparecem de modo caracteristico na forma de tetrades nos esfregagos corados pelo metodo de Gram, enquanto isolados 
de A. urinae ocorrem principalmente em grupos. Nos meios de agar, as cepas de A. viridans formam grandes colonias que se 
assemelham aquelas de enterococos. Com excegao de A. christensenii, todas as especies crescem em NaCl a 6,5%; A. sanguinicola 
e alguns isolados de A. viridans crescem como colonias pretas em agar BE. Os isolados de A. viridans sao PYR-positivos e LAP- 
negativos, enquanto as cepas de A. urinae e A. christensenii sao PYR-negativas e LAP-positivas. A. sanguinicola e positiva para 
LAP e PYR, enquanto A. urinaehominis e negativa em ambos os testes. A Tabela 13.12 fomece outras caracteristicas fenotipicas 
dessas especies. 

Diferentemente da maioria dos aerococos, Helcococcus kunzii apresenta crescimento variavel em NaCl a 6,5%, sendo o 
crescimento estimulado por soro ou Tween 80. No sistema Rapid Strep, H. kunzii produz um perfil que corresponde a uma 
identificagao “duvidosa” de A. viridans (perfil API 4100413). Os isolados de H. kunzii sao nao hemoliticos e nao crescem a 10°C 
nem a 45°C. O microrganismo e esculina-positivo e PYR-positivo, LAP-negativo, produz acido a partir da glicose, maltose, 
lactose, trealose e glicogenio, mas nao produz (3-galactosidase nem (3-glicuronidase. Esses microrganismos sao comumente 
sensiveis a penicilina, a ampicilina e a vancomicina. Os isolados de H. kunzii e outros isolados humanos de H. sueciensis e H. 
pyogenes sao facilmente diferenciados da especie ovina H. ovis por testes fenotipicos (Tabela 13.12). 

Tabela 13.11 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Abiotrophia defectiva e Granulicatella. 


Caracteristica 

A. defectiva 

G. adiacens 

G. para-adiacens 

G. elegans 

G. balaenopterae 

Necessidadedepiridoxal 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ADH 

- 

- 

- 

+ 

+ 

HHIP 

- 

- 

- 

+ 

- 

Produto de: 

a-GAL 

+ 

- 

- 

- 

- 

(3-GAL 

+ 

- 

- 

- 

- 

(3-GLU 

- 

+ 

- 

- 

- 

Produgao de acido a partir de: 

GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

SAC 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

TRE 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Habitat 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Cetaceos 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; ADH = arginina di-hidrolase; HHIP = hidrolise do hipurato; a-GAL = a-galactosidade; P-GAL = p- 
galactosidase; p-GLU = p-glicosidase; GLI = glicose; SAC = sacarose; TRE = trealose. 


Tabela 13.12 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Aerococcus e Helcococcus. 


Caracteristica 

A. viridans 

A. urinae 

A. 

sanguinicola 

A. A. 

christensenii urinaehominis 

A. 

urinaeequi 

A. suis 

H. kunzii 

H. ovis 

H. 

sueciensis 

Arranjo celular 

Pares, 

Pares, 

Pares, 

Pares, Pares, tetrades, 

Tetrades 

Celulas 

Pares, 

Pares, 

Pares, 




tetrad es, 

tetrades. 

tetrades, 

tetrades, 

grupos 


isoladas, 

grupos 

grupos 

cadeias 


grupos 

grupos 

grupos 

grupos 



pares, 

tetrades, 

pequenos 



curtas 








grupos 




HEM SBA 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

Nenhuma,a Nenhuma 

Nenhuma 

LAP 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

Dl 

- 

+ 

+ 

PYR 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

Crescimento, 

V 

- 

+ 



Dl 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

agar BE 











Crescimento, 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Dl 

+ 

V 

Dl 

Dl 

NaCI a 6,5% 











ESC 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

+ 

- 

- 

ADH 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

Dl 

- 

HHIP 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

- 

PAL 

Dl 

- 

Dl 

- 

+ f 

Dl 

+ f 

- 

+ 

+ 

Produ^aode: 











a-GAL 

Dl 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

P-GAL 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

- 

V 

+ 

a-GLU 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

P-GLU 

Dl 

- 

- 

* 

V 

Dl 

- 

+ 

- 

- 

P-GUR 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

NAGA 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

+ 

Produ^ao de acido a partir de: 










GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

MAL 

V 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

SAC 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

LAC 

v+ 

- 

V- 

- 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

+ 

MNTL 

V 

+ 

- 

- 

** 

V 

- 

- 

- 

- 

RIB 

V 

V+ 

V 

- 

+ 

+ 

+ (7 dias) 

- 

- 

- 

TRE 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

+ 

ARAB 

Dl 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

- 

RAF 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

- 

SBTL 

- 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

+ 

GLIG 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

V 

V 

- 

a 0 microrganismo nao foi caracterizado fenotipicamente. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V+ = reagao variavel, porem com a maioria das cepas positiva; V- = reagao 
variavel, porem com a maioria das cepas negativa; + f = reagao positiva fraca; Dl = dados indisponiveis; HEM SBA = hemolise em agar-sangue 
de carneiro; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil-arilamidase; agar BE = agar bile-esculina; ESC = hidrolise da esculina; HHIP = 
hidrolise do hipurato; PAL = fosfatase alcalina; a-GAL = a-galactosidase; (3-GAL = (3-galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; p-GLU = 3- 



glicosidase; (3-GUR = (3-glicuronidase; NAGA = W-acetil-p-D-glicosaminidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; 
MNTL = manitol; RIB = ribose; TRE = trealose; ARAB = arabinose; RAF = rafinose; SBTL = sorbitol; GLIG = glicogenio. 

Identificagao das especies de Leuconostoc, Pediococcus e Tetragenococcus 

As especies de Leuconostoc sao cocos gram-positivos, catalase-negativos e produtos de acido lactico, que se mostram resistentes a 
vancomicina e produzem gas C0 2 a partir da glicose. Essas bacterias podem ser diferenciadas dos lactobacilos produtores de gas 
por meio de exame cuidadoso de esfregagos corados pelo Gram preparados a partir de caldo tioglicolato. As especies de 
Leuconostoc nao crescem a 45°C e sao arginina di-hidrolase-negativas, PYR-negativas e LAP-negativas. A produgao de gas a 
partir da glicose e mais bem-determinada em caldo Lactobacillus MRS (Mann-Rogosa-Sharpe) (Difco Laboratories, Detroit, MI) 
recoberto com vaselina esteril. A formagao de bolhas abaixo da camada de vaselina indica a produgao de gas e conftrma o 
metabolismo heterofermentador. As especies de Leuconostoc sao ainda identificadas por uma bateria de testes bioquimicos. A 
Tabela 13.13 mostra as caracteristicas fenotipicas de L. mesenteroides subesp. mesenteroides, L. mesenteroides subesp. 
dextranicum, L. mesenteroides subesp. cremoris, L. pseudomesenteroides, L. citreum, L. lactis e Weissella paramesenteroides 
(anteriormente L. paramesenteroides), que sao as especies de Leuconostoc! Weissella que forain isoladas de amostras clinicas 
humanas. 

As especies de Pediococcus tambern sao cocos gram-positivos com resistencia intrinseca a vancomicina. Entretanto, sao 
geralmente homofermentadores, a semelhanga dos estreptococos, e, diferentemente das especies de Leuconostoc, nao produzem gas 
a partir da glicose em caldo MRS. Os microrganismos aparecem como cocos gram-positivos em pares, grupos e tetrades e sao 
catalase-negativos. O crescimento e observado em uma faixa de temperatura de 25° a 50°C. Em placas, a morfologia das colonias 
assemelha-se aquela dos estreptococos viridans. Essas especies podem ser confundidas com estreptococos do grupo D ou com 
enterococos, visto que sao bile-esculina-positivas, possuem o antigeno de grupo D de Lancefield, e algumas cepas crescem na 
presenga de NaCl a 6,5%. Os pediococos sao PYR-negativos e LAP-positivos. As especies que foram isoladas de infecgoes 
humanas incluem P. acidilactici e P. pentosaceus. Pode ser diflcil diferenciar esses dois microrganismos, e a fermentagao da 
maltose — que e positiva para P. pentosaceus negativa para P. acidilactici — constitui o teste mais conftavel para distinguir as duas 
especies. Ambas as especies se mostram sensiveis aos betalactamicos, a clindamicina, a rifampicina, a eritromicina, a gentamicina 
e ao imipenem e apresentam resistencia a vancomicina, a teicoplanina e as fluoroquinolonas. Conforme ja assinalado, P. halophilus 
esta filogeneticamente mais proximo dos enterococos e foi reclassiftcado no genero Tetragenococcus com a denominagao T. 
halophilus. A partir de dados fornecidos na descrigao original dessa especie, T. halophilus cresce de modo caracteristico na forma 
de pares ou tetrades (dai o seu nome) e, em certas ocasioes, em grupos, nao cresce a 10° ou a 45°C, e imovel, cresce na presenga de 
NaCl a 6,5% (na realidade, cresce na presenga de ate 10% de NaCl) e em agar BE e e arginina di-hidrolase-negativo. A maioria das 
cepas produz acido a partir da arabinose, glicose, glicerol, maltose, ribose, sacarose e trealose, porem nao produz acido a partir da 
lactose, manose, manitol e sorbitol (Tabela 13.14). Diferentemente dos outros pediococos, T. halophilus e sensivel a vancomicina. 

Identificagao de especies de Gemella 

Das sete especies de Gemella descritas, cinco — G. haemolysans, G. morbillorum, G. bergeriae, G sanguinis e G. asaccharolytica — 
foram isoladas de amostras clinicas humanas. As outras duas especies restantes - G. palaticanis e G. cuniculi - sao encontradas em 
caes e coelhos, respectivamente. As especies de Gemella sao cocos gram-positivos catalase-negativos, que crescem de modo 
caracteristico na forma de colonias puntiformes em SBA, exigindo frequentemente 48 hours ou mais para o desenvolvimento de 
colonias distintas. A incubagao de atmosfera enriquecida com C0 2 estimula o crescimento. Essas especies sao alfa-hemoliticas ou 
nao hemoliticas, exceto a especie animal G. cuniculi, que e beta-hemolitica. Nos esfregagos corados pelo Gram a partir de cultures 
em caldo, os microrganismos aparecem como celulas isoladas, em pares ou em cadeias curtas. Todas as especies de Gemella sao 
PYR-positivas, LAP-positivas, imoveis e nao se desenvolvem a 10°C nem a 45°C. Nao crescem em agar BE, nao hidrolisam a 
esculina, a ureia, o amido ou a gelatina e nao crescem em caldo com NaCl a 6,5%. As especies de Gemella podem ser diferenciadas 
com base na formagao de acido a partir de maltose, sacarose, lactose, manitol, sorbitol e trealose. G. haemolysans e G. 
morbillorum, que sao os isolados clinicos mais comuns, tambern podem ser diferenciadas pela redugao do nitrito. Em virtude de 
suas paredes celulares finas, G. haemolysans e G. morbillorum descoram com facilidade na coloragao pelo Gram e podem aparecer 
como cocos gram-negativos em pares, em grupos ou em cadeias curtas. O crescimento de algumas cepas e intensificado pela 
presenga de carboidratos fermentaveis e pela adigao de Tween 80 ao meio de crescimento. Em virtude do numero limitado de 
isolados clinicos, nao e possivel avaliar de maneira critica o desempenho dos sistemas de kits para a identificagao dessas bacterias. 
Apenas G. haemolysans e G. morbillorum estao hoje incluidas no banco de dados dos varios sistemas de kits. A Tabela 13.15 
fomece caracteristicas fenotipicas para a identificagao das especies de Gemella. 

Identificagao de especies de Vagococcus 

Das sete especies do genero Vagococcus, apenas V. fluvialis foi encontrado em amostras clinicas humanas. V. fluvialis assemelha-se 
a Streptococcus na morfologia de suas colonias e e alfa-hemolitico ou nao hemolitico, facultativo e homofermentador no seu 
metabolismo, alem de ser catalase-negativo. Na coloragao pelo Gram, os microrganismos aparecem como celulas esfericas a 
ovoides, dispostas em pares ou em cadeias. De acordo com a descrigao original de Collins et al., V. fluvialis consiste em cocos 
moveis que produzem flagelos peritriquios. 210 A motilidade pode ser demonstrada com meio para motilidade incubado a 


temperature ambiente. V. fluvialis e PYR-positivo, LAP-positivo e hidrolisa a esculina na presenga de bile a 40% (Tabela 13.16). 1,112 
A maioria das cepas cresce a 10°C, porem o crescimento a 45°C e variavel. As cepas tambern crescem, em sua maioria, na 
presenga de NaCl a 6,5%, e algumas cepas produzem acetoina. 319,1012 V fluvialis produz acido a partir de glicose, maltose, manitol, 
sorbitol, ribose e trealose, mas nao a partir da arabinose, inulina, melibiose ou rafinose (Tabela 13.16). 1012 Foram isoladas cepas de 

V fluvialis de sulnos, gatos e equinos; essas cepas foram positivas para as reagSes de VP, fosfatase alcalina e LAP; algumas das 
cepas eram imoveis. 839 Os membros do genero Vagococcus nao sao incluldos nos bancos de dados de qualquer um dos sistemas de 
identificagao comerciais. V. fluvialis produz reagSes positivas no teste AccuProbe 5 Enterococcus (Gen-Probe, Inc.). Os isolados de 

V fluvialis de amostras clinicas humanas mostram-se sensiveis a ampilicina, a cefotaxima, ao SXT e a vancomicina, porem sao 
resistentes a clindamicina e ao ofloxacino. 11112 Como as outras especies de Vagococcus sao isoladas do ambiente ou de animais, e e 
pouco provavel o seu isolamento de amostras clinicas. 

Tabela 13.13 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Leuconostoc isoladas de amostras clinicas humanas. 


Caracteristica 

L. 

mesenteroides 

subesp. 

mesenteroides 

L 

mesenteroides 

subesp. 

dextranicum 

L. 

mesenteroides 

subesp. 

cremoris 

L. 

pseudomesenteroides 

L. dtreum 

L. lactis 

Weissella 

paramesenteroides 

Pigmentoamarelo 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

HEM SBA 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Crescimento a 10°C 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

Crescimento a 37°C 

V+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Crescimento a 45°C 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolise de esculina 

+ 

V+ 

- 

+ 

+ 

V- 

V+ 

LAP 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

PYR 

Produgao de acido a partir de: 







GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

MAI 

+ 

+ 

V- 

+ 

+ 

+ 

+ 

SAC 

+ 

+ 

V 

V+ 

+ 

+ 

+ 

1AC 

V 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 

MNTL 

+ 

V 

- 

V- 

V 

- 

+ 

MANN 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

RAF 

v+ 

V 

V- 

v+ 

- 

v+ 

V- 

TRE 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

+ 

RIB 

v+ 

Dl 

V- 

+ 

- 

- 

+ 

SA1 

+ 

V 

- 

V 

+ 

- 

V- 

STA 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

MEL 

+ 

V 

V- 

v+ 

- 

v+ 

+ 

CEL 

v+ 

V 

- 

v+ 

+ 

- 

V 

GAL 

v+ 

V 

+ 

v+ 

V- 

+ 

+ 

ARAB 

v+ 

- 

- 

v+ 

+ 

- 

+ 

AMIG 

V 

V 

- 

V- 

v+ 

- 

- 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V+ = reagao variavel, porem com a maioria das cepas positiva; V- = reagao 
variavel, porem com a maioria das cepas negativa; Dl = dados indisponiveis; HEM SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; LAP = 



leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil-arilamidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; RAF 
= rafinose; TRE = trealose; RIB = ribose; SAL = salicina; STA = amido; MEL = melibiose; CEL = celibiose; GAL = galactose; ARAB = 
arabinose; AMIG = amigdalina. 

Tabela 13.14 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Pediococcus e Tetragenococcus isoladas de amostras 
clinicas humanas. 


Caracteristica 

P. acidilactici 

P. pentosaceus 

T. halophilus 

Crescimento a 45°C 

+ 

V 

- 

Novobiocina 

S 

R 

Dl 

Produgao de acido a partir de: 

GLI 

+ 

+ 

+ 

MAL 

- 

+ 

+ 

ARAB 

V 

+ 

+ 

STA 

- 

- 

- 

GLIC 

- 

- 

+ 

MELZ 


- 

+ 

DEX 

- 

- 

- 

XIL 

+ 

V 

- 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; S = sensivel; R = resistente; Dl = dados indisponiveis; GLI = glicose; MAL = 
maltose; ARAB = arabinose; STA = amido; GLIC = glicerol; MELZ = melezitose; DEX = dextrina; XIL = xilose. 


Identificagao de especies de Alloiococcus, Globicatella, Facklamia, Dolosigranulum, Ignavigranum e 
Dolosicoccus 

Os microrganismos incluidos no genero Alloiococcus e nos generos Globicatella, Facklamia, Dolosigranulum e Ignavigranum sao 
especies semelhantes a Gemella, que sao capazes de crescer em NaCl a 6,5% (Tabela 13.17). A. otitidis, o unico membro do genero 
Alloiococcus, tem sido isolado de amostras de timpanocentese obtidas da orelha media de criangas com otite media cronica, de 
hemoculturas e de amostras de escarro. 12,633 O microrganismo cresce lentamente em meio com agar, e as colonias visiveis tomam- 
se aparentes depois de 2 a 3 dias, porem nao crescem em caldo tioglicolato. Os esfregagos corados pelo Gram, realizados a partir de 
meios de agar, revelam cocos dispostos em pares, tetrades e, algumas vezes, em grupos. Observa-se um crescimento ideal a 35° a 
37°C, nao havendo crescimento a 10°C nem a 45°C. As colonias aparecem esbranquigadas, puntiformes e nao hemoliticas, embora 
se possa observar a ocorrencia de alfa-hemolise e pigmentagao ligeiramente amarela depois de varios dias de incubagao. Os 
isolados clinicos recentes de A. otitidis crescem em agar-sangue, mas podem nao se desenvolver em agar-chocolate. O crescimento 
exuberante observado em caldo contendo 0,5% de Tween ou 0,07% de lecitina sugere que o microrganismo pode exigir a presenga 
de lipidios para o seu crescimento otimo. Diferentemente de outros microrganismos considerados neste capitulo, A. otitidis e 
catalase-positivo, porem essa reagao pode ser muito fraca ou tardia. O microrganismo e mais aerobio do que facultativo e nao 
produz acido a partir de qualquer carboidrato. A. otitidis cresce em agar bile-esculina, porem nao hidrolisa a esculina e cresce 
lentamente em caldo com NaCl a 6,5%. Ocorre produgao de PYR, LAP e (3-galactosidase, e alguns isolados hidrolisam o hipurato. 
Bosley et a/. 104 realizaram estudos de sensibilidade a antimicrobianos em 19 cepas de A. otitidis e constataram que todas elas eram 
resistentes ao SXT, enquanto 18 demonstraram resistencia a eritromicina. As C1M para a penicilina e a ampicilina apresentaram 
variagoes de sensiveis a resistencia intermediaria (faixa da C1M para a penicilina de 0,06 a 0,12 pg/mZ’; faixa da C1M para a 
ampicilina de 0,12 a 0,5 pg/mZ’), sendo observado o mesmo grau de resistencia relativa a ceftriaxona e cefixima. Nenhuma das 
cepas examinadas por esses pesquisadores produziu enzimas betalactamase. 104 

G. sanguinis foi isolada de amostras humanas, incluindo sangue, LCR e urina. Em esfregagos de culturas de caldo corados pelo 
Gram, esses microrganismos aparecem como cocos gram-positivos em pares e em cadeias curtas. As colonias em SBA 
assemelham-se a Streptococcus e sao alfa-hemoliticas. A semelhanga dos enterococos, G. sanguinis e bile-esculina-positiva, cresce 
em NaCl a 6,5% e produz PYR; diferentemente dos enterococos e dos estreptococos, nao ha produgao de LAP. G. sanguinis cresce 
a 45°C, mas nao a 10°C.‘ )22 Essas reagoes tambem diferenciam G. sanguinis de outros estreptococos viridans, visto que essas 
ultimas especies sao PYR-negativas; LAP-positivas e nao crescem em caldo com NaCl a 6,5%. O BactiC'ard Strep (Remel 
Laboratories), que inclui os testes rapidos de PYR, LAP e hidrolise da esculina em cartao, pode ser usado para essas 
determinagoes. Diferentemente dos aerococos, G. sanguinis forma cadeias distintas em meios de caldo, em lugar de tetrades. Essa 
caracteristica de crescimento precisa ser definida para diferenciar G. sanguinis de A. viridans que, a exemplo de G. sanguinis, e 
LAP-negativa, PYR-positiva e positiva para hidrolise do hipurato. G. sanguinis produz acido a partir de varios carboidratos, 



incluindo glicose, maltose, sacarose, lactose, manitol, rafinose e trealose; a produgao de acido a partir da arabinose, da ribose e do 
sorbitol e variavel (Tabela 13.17). G. sanguinis esta inclulda no banco de dados do kit BBL Crystal 8 Gram-Positive ID, mas nao 
nos bancos de dados dos sistemas de identificagao API 8 Rapid Strep, RapID 8 STR ou IOB2. Utilizando pontos de corte de 
NCCLS para especies de Streptococcus diferentes de S. pneumoniae, Shewmaker et al. 921 determinaram a sensibilidade de 28 cepas 
de G. sanguinis a antimicrobianos e verificaram que todas as cepas foram sensiveis a amoxicilina e a vancomicina, enquanto 
algumas cepas tiveram CIM para a penicilina situada na faixa intennediaria. Foi observada sensibilidade variavel a outros agentes, 
incluindo cefotaxima (sensibilidade de 52%), cefuroxima (sensibilidade de 26%), meropenem (sensibilidade de 63%), eritromicina 
(sensibilidade de 52%), SXT (sensibilidade de 48%), clindamicina (sensibilidade de 70%) e tetraciclina (sensibilidade de 48%). O 
patogeno de bovinos/ovinos, G. sulfidifaciens, pode ser facilmente diferenciado de G. sanguinis. 1015 G. sulfidifaciens produz H 2 S e 
(3-glicuronidase; enquanto G. sanguinis nao o faz. G. sanguinis tambem produz (3-galactosidase, fermenta o manitol e hidrolisa o 
hipurato; G. sulfidifaciens e negativo para esses testes. 

Tabela 13.15 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Gemella. 


G. 


Caracteristica 

G. haemolysans 

G. morbillorum 

G. bergeri 

asaccharolytica 

G. sanguinis 

G.palaticanis 

G. cuniculi 

Habitat 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Caes 

Coelhos 

Hemolise, SBA 

Nenhuma, a 

Nenhuma, a 

Nenhuma, a 

a 

Nenhuma, |3 

Dl 

Dl 

LAP 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

PYR 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

ESC 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

HHIP 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

ADH 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

URE 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

PAL 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

VP (acetoina) 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Redu$aodoN0 3 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Redu^aodoN0 2 + 

Produgao de acido a partir de: 

' 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

GLI 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

MAL 

+ 

+ 

-/+ f 

- 

+ 

+ 

- 

SAC 

V 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

LAC 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

MNTL 

- 

V+ 

V 

- 

+ 

- 

+ 

SBTL 

- 

V+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

TRE 

Produ^aode: 

— 

— 


— 

— 

+ 

— 

a-GAL 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

(3-GAL 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

(3-GLU 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

(3-GUR 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

NAGA 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 



+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; + f = reagao positiva fraca; -,/+ f = reagao negativa ou positiva fraca; V+ = reagao 
variavel, porem com maioria de cepas positivas; V- = reagao variavel, porem com maioria de cepas negativas; Dl = dados indisponiveis; SBA 
= agar-sangue de carneiro; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil-arilamidase; HHIP = hidrolise do hipurato; ESC = hidrolise da 
esculina; ADH = arginina di-hidrolase; URE = urease; PAL = fosfatase alcalina; VP = Voges-Proskauer (acetoina); GLI = glicose; MAL = 
maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; TRE = trealose; a-GAL = a-galactosidase; (3-GAL = (3- 
galactosidase; (3-GLU = (3-glicosidase; (3-GUR = p-glicuronidase; NAGA = A/-acetil-|3-D-glicosaminidase. 

Tabela 13.16 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Vagococcus. 


Caracteristica 

V. fluvicilis 

V. salmoninarum 

V.lutre 

V. fessus 

Arranjo celular 

Celulas isoladas, em pares, 

Celulas isoladas, em pares, 

Celulas isoladas, em pares, 

Celulas isoladas, em pares, 


cadeiascurtas 

cadeiascurtas 

cadeias curtas 

cadeiascurtas 

HEM SBA 

M 

a.Y 

Dl 

a 

Motilidade 

+ 

- 

+ 

- 

LAP 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

PYR 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

ESC 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Crescimento, NaCI a 6,5% 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

ADH 

V 

- 

- 

- 

H 2 S em KIA 

- 

+ 

Dl 

Dl 

VP (acetoina) 

Produ^ao de: 

V 

_ 

_ 

_ 

a-GAL 

- 

Dl 

+ 

- 

(3-GAL 

V 

Dl 

V 

V 

(3-GUR 

Produgao de acido a partir de: 

— 

Dl 

— 

— 

GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

MAL 

+ 

+ 

+ 

- 

SAC 

V 

+ 

+ 

- 

LAC 

- 

- 

- 

- 

MNTL 

+ 

- 

- 

- 

SBTL 

+ 

- 

+ 

- 

RIB 

+ 

+ 

+ 

- 

TRE 

+ 

+ 

+ 

- 

Habitat 

Agua, amostras clinicas 

humanas 

Peixes salmonideos 

Lontras 

Focas, botos 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; Dl = dados indisponiveis; HEM SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; 
LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil-arilamidase; ESC = hidrolise da esculina; ADH = arginina di-hidrolase; KIA = agar-ferro de 
Kligler (do ingles, Kligler iron agar)] VP = Voges-Proskauer (acetoina); a-GAL = a-galactosidase; (3-GAL = (3-galactosidase; (3-GUR = 3- 
glicuronidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; RIB = ribose; TRE = trealose. 

Tabela 13.17 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Globicatella, Alloiococcus, Facklamia, Ignavigranum , 
Dolosigranulam e Dolosicoccus. 


G. G. 

A. 

F. F 

F. F. 

F F. 1. 

D. D. 

Caracteristica sanguinis sulfidifaciens 

otitidis 

hominis ignava 

sourekii languida 

tabacinalis mirounge ruoffiae 

pigrum paucivorans 




Arranjo celular 


Pares, 

Celulas 

Pares, 

cadeias 

isoladas, 

tetrades. 

curtas 

pares, cadeias 

grupos 


curtas 



HEM SBA 

a 

a 

Y 

Catalase 

- 

- 

+ 

LAP 

- 

V 

+ 

PYR 

V+ 

- 

+ 

ESC 

+ 

Dl 

- 

Crescimento, NaCI 

+ 

+ 

+ 

a 6,5% 

ADH 

- 

- 

- 

URE 

- 

- 

- 

VP (acetoina) 

- 

- 

Dl 

HHIP 

+ 

- 

V 

PAL 

- 

- 

Dl 

Produ^aode: 

a-GAL 

Dl 

+ 

— 


Pares, 

Celulas 

Celulas 

Celulas 

Celulas 

grupos 

isoladas, 

pares, 

cadeias 

curtas 

isoladas, 

pares, 

cadeias 

curtas 

isoladas, 

pares, 

cadeias 

curtas 

isoladas, 

pares, 

cadeias 

curtas 

a f 

Y 

a 

Y 

a 
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- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V+ 
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+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 
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- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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+ 
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- 

- 

- 

V 

+ 

- 

v+ 




+ 


Pares, 

Celulas 

Pares, 

Celulas 

cadeias 

isoladas, 

tetrades, 

isoladas, 

curtas 

pares, 

cadeias 

curtas 

grupos 

pares, 

cadeias 

curtas 

a 

Y 

a 

a 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

_ 

_ 

_ 


(3-GAL + - + + -- - - - - V 

Produ^ao de acido a partir de: 


GLI 

+ 

+ 

- 

- 

+ f 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ f 

+ 

+ 

MAL 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ f 

SAC 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

V 
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+ 

LAC 

V+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ f 

MNTL 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

V 

V 

+ f 

SBTL 

v+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V- 

- 

- 

- 

- 

RAF 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

RIB 

v+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

TRE 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

GLIG 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V+ = reagao variavel, porem com a maioria das cepas positiva; V- = reagao 
variavel, porem com a maioria das cepas negativa; + f = reagao positiva fraca; Dl = dados indisponiveis; HEM SBA = hemolise em agar-sangue 
de carneiro; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil-arilamidase; ESC = hidrolise da esculina; ADH = arginina di-hidrolase; URE = 
urease; VP = Voges-Proskauer (acetoina); HHIP = hidrolise do hipurato; PAL = fosfatase alcalina; a-GAL = a-galactosidase; P-GAL = p- 
galactosidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; RAF = rafinose; RIB = ribose; 
TRE = trealose; GLIG = glicogenio. 


Os membros do genero Facklamia sao cocos gram-positivos, catalase-negativos, que estao relacionados a especies de 
Globicatella, embora sejam filogeneticamente distintos. As especies isoladas de amostras clinicas humanas incluem F. hominis, F. 
sourekii, F. ignava e F. languida. F. miroungae e F. tabacinalis foram isoladas de elefantes-marinhos e tabaco em po, 
respectivamente. Em esfregagos corados pelo Gram do crescimento em caldo de tioglicolato, as especies de Facklamia aparecem 
como cocos gram-positivos dispostos em grupo, exceto F. languida, que habitualmente forma pares e cadeias curtas. Em SBA, as 
colonias habitualmente sao alfa-hemoliticas e semelhantes aquelas dos estreptococos viridans. As especies de Facklamia nao 



crescem em meios de bile-esculina, porem o fazem em NaCl a 6,5%. As especies de Facklamia nao crescem a 10°C nem a 45°C e 
sao LAP-positivas e PYR-positivas (Tabela 13.17). 

O genero Ignavigranum, com uma unica especie I. ruoffiae, foi descrito pela primeira vez em 1999. Essa especie, que cresce 
principalmente na forma de cadeias em caldo de tioglicolato, esta estreitamente relacionada, do ponto de vista filogenetico, com F. 
hominis e G. sanguinis. I. ruoffiae e PYR-positivo, LAP-positivo, cresce em caldo com NaCl a 6,5% e nao hidrolisa esculina. 
Algumas cepas sao arginina di-hidrolase-positivas. Embora a maioria das cepas de F. hominis tambem seja arginina di-hidrolase- 
positiva, essa especie e positiva para a hidrolise dos hipurato, enquanto I. ruoffiae e negativo (Tabela 13.17). Uma caracteristica 
distinta de I. ruoffiae consiste no odor de “chucrute” produzido pelos microrganismos quando crescem em SBA. 

O genero Dolosigranulum contem uma unica especie, D. pigrum. Em SBA, esse microrganismo forma pequenas colonias 
branco-acinzentadas e alfa-hemoliticas. Na coloragao do caldo pelo metodo de Gram (caldo tioglicolato e, em um relato de caso, 
meio de hemocultura OrganonTeknika BacT/Alert FAN), esse microrganismo aparece em pares, em tetrades semelhantes a 
Gemella e em grupos. A semelhanga das especies de Facklamia, D. pigrum e PYR- e LAP-positivo e cresce em 6,5% de sal. Esse 
microrganismo hidrolisa a esculina, porem essa reagao pode levar varios dias. Nao se observa nenhum crescimento a 10° ou a 
45°C, nem em agar BE (Tabela 13.17). 

O genero Dolosicoccus, com uma unica especie, Dolosicoccus paucivorans, e um novo grupo baseado em dois isolados obtidos 
de hemoculturas humanas. 228 Esse microrganismo e distinto dos generos Facklamia e Globicatella, porem filogeneticamente 
relacionados com eles. A semelhanga do microrganismo descrito anteriormente, D. paucivorans e PYR-positivo; todavia, 
diferentemente desses microrganismos, e LAP-negativo, nao cresce em caldo com 6,5% de NaCl e aparece em esfregagos de caldo 
corados pelo Gram como celulas isoladas, em pares e em cadeias curtas. A exemplo de D. pigrum, D. paucivorans nao cresce em 
meio BE e tampouco se desenvolve a 10° ou a 45°C (Tabela 13.17). 

Identificagao de especies de Lactococcus 

Em virtude da semelhanga superficial com enterococos ou com os estreptococos viridans, esses microrganismos forarn 
identificados incorretamente como estreptococos ou enterococos atipicos nos laboratories clinicos. Os lactocobacilos exibem 
muitas das caracteristicas dos estreptococos e dos enterococos; muitas cepas sao positivas para as reagoes de PYR, LAP, BE e NaCl 
a 6,5% e sao capazes de crescer a 10°C. Diferentemente dos enterococos, os lactobacilos nao se desenvolvem a 45°C. Uma 
indicagao quanto a possibilidade de que um isolado possa ser uma especie de Lactococcus consiste na obtengao de uma lista de 
caracteristicas que nao coincidem com as dos estreptococos ou enterococos. 319 Os isolados clinicos de lactobacilos enviados aos 
CDC foram, em sua maioria, L. lactis subesp. lactis, L. lactis subesp. cremoris ou L. garvieae. Essas tres especies podem ser 
diferenciadas das especies comuns de Enterococcus, visto que elas produzem acido a partir do manitol, mas nao a partir da 
rafinose, do sorbitol ou da arabinose. L. gan’ieae, L. lactis subesp. cremoris e L. lactis subesp. lactis estao incluidos no banco de 
dados dos kits de identificagao ID32 Strep (Tabela 13.17), API® Rapid Strep e BBL Crystal®, respectivamente (ver segao adiante). 
Foram tambem publicados metodos de PCR especificos para genero para diferenciar os enterococos e lactococos. 265 Na maioria dos 
relatos de casos, foram usados tanto metodos fenotipicos quanto o sequenciamento do rRNA 16S e/ou gene sodA para identificagao 
das especies. 43,169,340 Os testes fenotipicos para a diferenciagao dos enterococos, lactococos e microrganismos semelhantes estao 
relacionados na Tabela 13.19. 

Sistemas comerciais para a identificagao de estreptococos, enterococos e bacterias 
selecionadas "semelhantes a Streptococcus" 

Os sistemas de kits que incorporam testes fisiologicos e enzimaticos para a identificagao dos estreptococos tem sido de grande 
ajuda na identificagao de especies de estreptococos viridans, enterococos e estreptococos do grupo D. Os testes bioquimicos 
incluidos nos sistemas de kits sao usados para gerar um numero de biotipo do microrganismo que corresponde a sua identidade. 
Embora esses sistemas incluam os estreptococos beta-hemoliticos em seus bancos de dados, esses microrganismos sao mais bem 
avaliados por meio de outros metodos, como os testes presuntivos descritos anteriormente ou os kits de grupamento de 
estreptococos rapidos que estao disponiveis no comercio. Todavia, deve-se tambem ter cautela com os kits de identificagao 
comerciais. Por exemplo, o API 8 Rapid Strep ira identificar de modo incorreto microrganismos do genero Leuconostoc como 
especies de estreptococos viridans, de modo que a resistencia a vancomicina e outros resultados de testes preliminares precisam ser 
considerados juntamente com as reagSes bioquimicas observadas na tira. Os sistemas comerciais para a identificagao dos 
estreptococos incluem varios sistemas e alguns estao descritos a seguir. 

Vitek® 2 

O sistema automatizado Vitek 2 (bioMerieux) para identificagao microbiana/testes de sensibilidade utiliza um cartao de 
identificagao de microrganismos gram-positivos contendo substratos colorimetricos para a identificagao do microrganismo. O 
cartao GP e um cartao 64 orificios contendo 43 testes bioquimicos, e o banco de dados inclui membros da familia Streptococcaceae 
(estreptococos, enterococos) e Micrococcaceae (estafilococos, micrococos). O cartao e colocado em um cassete do instrumento 
Vitek 8 2 e inoculado utilizando um metodo de liberagao a vacuo. O cartao e automaticamente lacrado e incubado a 35,5°C. Os 
orificios no cartao sao submetidos a rastreamento colorimetrico a cada 15 minutos para um periodo total de incubagao de 8 horas, 


embora alguns isolados fomegam dados suficientes para a sua identificagao depois de 180 minutos incubagao. Algoritmos dentro 
da maquina analisam os biopadroes de testes interpretaveis e nao interpretados e verifica se dados suficientes foram acumulados 
para estabelecer uma identificagao acurada. Ligozzi et al!' 41 verificaram que o Vitek 8 ’ 2 identificou 96,5% de 29 isolados de S. 
agalactiae, 96,9% de 66 isolados de S. pneumoniae e 83,1% de enterococos (E. faecalis, E.faecium, E. durans, E. gallinarum). Em 
uma avaliagao realizada em 2005, o cartao de identificagao GP de Vitek 8 2 identificou 92% de 153 especies de estreptococos 
(incluindo todos os 38 isolados de S. pyogenes e todos os 39 isolados de S. pneumoniae) e 97% de 64 especies de Enterococcus. 
Todos os 13 isolados de estreptococos do grupo viridans foram corretamente identificados. Foram obtidas identificagSes dentro de 
7 horas de incubagao para mais de 90% dos isolados testados. 363 Em outra avaliagao realizada por Wallet et al., o cartao GP 
colorimetrico identificou corretamente 84,8% de 132 isolados de estreptococos e enterococos. Este ultimo estudo incluiu varias 
cepas de estreptococos do grupo viridans, enterococos e isolados “semelhantes a Streptococcus ” (p. ex., especies de Gemella, 
especies de Helcococcus, especies de Pediococcus). 1104 Em um estudo do Vitek® 2 realizado por Abele-Home et al. foi constatada 
a identificagao correta de 94,2% de 121 especies de Enterococcus. Em uma comparagao da identificagao dos enterococos com os 
instrumentos MALDI-TOF-MS Bruker e bioMerieux, o cartao GP Vitek 8 2 identificou 131 de 132 enterococos, incluindo 31 de 32 
de E. faecalis, 63 E. faecium, 16 E. casseliflavus e 21 E. gallinarum , 328 Flaanpera et al. 4 " identificaram um conjunto de 
estreptococos alfa-hemoliticos (102 isolados de hemoculturas, 39 isolados de culturas de orofaringe e 17 isolados de S. pneumoniae 
invasivo) por metodos genotipicos e pelo Vitek 8 2 e verificaram que 75,0% dos isolados foram classificados nas mesmas especies 
de estreptococos por ambos os metodos, e 46,0% alcangaram resultados consistentes em nivel de especie. Dez cepas permaneceram 
sem identificagao pelo Vitek 8 2 e 4 isolados nao conseguiram ser incluidos em qualquer grupo de estreptococos. 411 Quando 
comparado com metodos de identificagao genotipica e molecular, o sistema Vitek 2 nao consegue identificar adequadamente alguns 
estreptococos viridans. Entre 251 estreptococos viridans isolados de hemoculturas, 220 (87,6%) foram incluidos dentro do mesmo 
grupo de especies por ambos os metodos, e apenas 67 das 150 cepas do grupo mitis resultaram na mesma identificagao de especies 
por ambos os metodos. Quinze cocos piogenicos e 54 isolados de E. faecalis foram corretamente identificados por ambos os 
metodos. 3 Teles et al. 1(114 verificaram que o Vitek 8 2 identificou apenas 55% de 42 isolados de estreptococos viridans, em 
comparagao com metodos de identificagao genotipica (/. e., sequenciamento do gene sodA, polimorfismo de comprimento de 
fragmento de restrigao dos genes rRNA 16S e analise de sequencia multilocus de genes de manutengao). Em um estudo conduzido 
por Mittman et al. 1 "' com 311 isolados de S. pneumoniae, foi constatado que o Vitek 8 2 e o sistema Phoenix*’ (ver subsegao a 
seguir) foram comparaveis na sua capacidade de identificar S. pneumoniae e foram preferiveis aos testes fenotipicos de rotina 
quanto a sua acuracia e economia de tempo. Metanalise dos estudos que avaliaram o Vitek 8 2 constatou que a taxa global de 
identificagao correta com o instrumento foi de 96,1% para os estreptococos e 99,70% para os enterococos. 1 

Tabela 13.18 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Lactococcus. 


Caracteristica 

L. lactis subesp. 

lactis 

L. lactis subesp. 

cremoris 

L. lactis subesp. 

hordniae 

L. garveiae 

L.plantarum 

L. raffinolactis 

L. xyloses 

PYR 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

HHIP 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

ADH 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Produgao de acido a partir de: 








GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

MAL 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

SAC 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

LAC 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

- 

MNTL 

+ 

- 

- 

+ 

+ 
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+ 

SBTL 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

RAF 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

TRE 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; PYR = pirrolidonil-arilamidase; HHIP = hidrolise do hipurato; ADH = arginina di- 
hidrolase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose, LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; RAF = rafinose; TRE = trealose. 


Tabela 13.19 Diferenciagao de lactococos, enterococos e microrganismos semelhantes. 

Caracteristicas Especies de Lactococcus Especies de Enterococcus Vagococcus Globicatella Leuconostoc 






L. garvieae 

L. lactis 

subesp. lactis 

L. lactis 

subesp. 

cremoris 

E. faecalis 

E. faecium 




Agar BE 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

PYR 

+ 

V 


+ 

+ 

+ 

+ 

- 

LAP 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Crescimento, 10°C 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

Crescimento, 45°C 

V 

V 

V 

+ 

+ 

- 

V 

V 

Motilidade - 

Produgao de acido a partir de: 

— 

— 

~ 

— 

+ 

— 

— 

MNTL 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

SBTL 

- 

- 

- 

+ 

V 

+ 

V 

V 

ARAB 

- 

- 

m 

- 

+ 

- 

V 

V 

Vancomicina 

s 

s 

S 

TipicamenteS 

Tipicamente S 

S 

s 

R 

+ = reagao positiva; 

- = reagao negativa; V = reagao variavel; S 

= sensivel; R = 

resistente; agar BE 

= agar, 

bile-esculina; PYR = 

pirrolidonil- 


arilamidase; LAP = leucina aminopeptidase; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; ARAB = arabinose. 

Phoenix® (Becton-Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) 

O BD Phoenix® e um sistema automatizado de identificagao e testes de sensibilidade que utiliza um painel ID, denominado 
PM1C/ID-13, para a identificagao de cocos gram-positivos. 325 O painel apresenta 45 orificios contendo 20 substratos enzimaticos, 
16 testes de utilizagao de carboidratos e 7 fontes de carbono de assimilagao, bem como sensibilidade a colistina e a polimixina B. 
Uma suspensao padronizada de isolado bacteriano e preparada em caldo e colocada no painel dentro de 30 minutos apos a 
preparagao. O painel e entao introduzido no instrumento, onde e incubado, e a sua leitura e feita pela optica do instrumento. O 
tempo necessario para obter uma identificagao varia de 3 a 4 horas. Em um estudo de 179 isolados de enterococos e 15 isolados de 
estreptococos, o sistema Phoenix® identificou 98,9% dos enterococos e 100% de 15 estreptococos. Com relagao aos cocos 
piogenicos, em particular, Kanemitsu et a/. 534 constataram que o Phoenix® identificou acuradamente 85,9% de 92 isolados de S. 
pneumoniae, 95,8% de 24 isolados de S. pyogenes e 90% de 10 isolados de S. agalactiae. Uma segunda avaliagao do BD Phoenix®, 
tambem conduzida no Japao, obteve resultados semelhantes aos de Kanemitsu et al. para as especies piogenicas, porem verificou 
que o sistema identificou apenas 58% de 12 microrganismos do grupo de S. mitis e 82% de 22 isolados do grupo de S. anginosus 457 
Brigante et al. m compararam as identificagSes realizadas por um kit de identificagao manual (API® Strep) e sequenciamento do 
gene rRNA 16S e tres de manutengao com aquelas obtidas com o sistema Phoenix®. O sistema Phoenix® identificou corretamente 
93,8% de 129 estreptococos, 90% de 70 enterococos, 100% de 45 S. pneumoniae e 49 de 50 estreptococos beta-hemoliticos. Para 
os estreptococos viridans, o sistema Phoenix® identificou 83,9%, com identificagao acurada dos grupos de S. sanguinis e S. 
anginosus, e identificagao menos acurada dos isolados do grupo S. mitis. Carroll et al , 140 constaram que o sistema Phoenix® 
identificou 100% de 90 especies de Enterococcus, incluindo E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum e E. raffinosus. 
A metanalise desses sistemas automatizados relatou que a acuracia global do sistema Phoenix® para a identificagao de 
estreptococos e de enterococos foi de 96,70% e 98,27%, respectivamente. 17 ' 

API® Rapid Strep. Esse sistema em tiras (bioMerieux, Inc.) contem 20 testes, incluindo testes fisiologicos, testes com 
substratos enzimaticos cromogenicos e testes de utilizagao de carboidratos. A caracteristica peculiar desse sistema e a possibilidade 
de efetuar duas vezes a leitura da fita. Se nao for obtida uma identificagao depois de 4 horas de incubagao, utilizando os substratos 
fisiologicos e cromogenicos, a tira e novamente incubada e lida depois de uma incubagao durante a noite para incluir a produgao de 
acido a partir de 10 carboidratos. O banco de dados inclui estreptococos beta-hemoliticos grupaveis, estreptococos viridans, cepas 
de S. gallolyticus, especies de Enterococcus (E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. avium e E. durans), estreptococos viridans, 
lactococos, aerococos, especies de Gemella e Listeria monocytogenes (Prancha 13.3 F e G). A identificagao de cepas que foram 
totalmente caracterizadas por testes bioquimicos convencionais e analise genetica (p. ex., relagao do DNA, sequenciamento do 
rRNA 16S) indica que o sistema API 8 Rapid Strep e reproduzivel e complementa os estudos geneticos existentes. As reagoes 
fenotipicas para muitos microrganismos apresentadas nas tabelas deste capitulo refletem estudos recentes durante os quais foram 
realizadas analises geneticas e a descrigao de novas especies, juntamente com a caracterizagao pelo API 8 Rapid Strep. Em uma 
avaliagao do ID32 Strep, realizada em 2011, esse sistema foi comparado com o Vitek 8 2 e os metodos genotipicos; o ID32 
identificou 79% de 23 cepas clinicas e 19 cepas tipo de estreptococos viridans, sem a necessidade de testes adicionais. 1014 Em um 
estudo de 27 isolados do grupo do S. anginosus, conduzido em 2013, o API 8 Rapid Strep identificou corretamente apenas 



40,7%. 174 Um estudo realizado em 2012 que comparou o API® 20 Strep com metodos genotipicos e com o MALDI-TOF-MS 
verificou que o sistema manual identificou apenas 60,5% de isolados de estreptococos viridans , 658 As porcentagens de 
identificagoes corretas variaram de apenas 36,5% para o grupo anginosis ate 75% para os grupos de estreptococos salivarium e 
bovis. Davies et al. 261 compararam o sistema API® 20 Strep com o Bruker MS e verificaram que apenas 26% de 49 isolados de 
estreptococos viridans foram corretamente identificados ate o nivel de especie pelo API® 20 Strep. No momenta atual, o banco de 
dados desse sistema nao foi atualizado nem ampliado para incluir novas especies de estreptococos e enterococos. 

Rapid ID® 32 Strep. Esse sistema (bioMerieux, La Balme les Grottes, Franga) consiste em um sistema de identificagao em 
tiras com 32 testes para estreptococos e bacterias semelhantes a estreptococos. O bando de dados desse sistema e extenso e inclui 
os estreptococos grupaveis, varias especies de Enterococcus e os estreptococos viridans (incluindo as especies recentemente 
descritas, como os estreptococos orais do “grupo mutans”, S. oralis, S. gordonii e S. vestibularis). Prepara-se uma suspensao dos 
microrganismos em agua esteril ate uma turvagao equivalente a um padrao 4 de McFarland, e colocam-se 55 pf da suspensao em 
cada uma das 32 capsulas. A tira e incubada a 35° a 37°C durante 4 horas, e efetua-se a leitura visualmente, utilizando livro de 
codigo ou leitor automatizado (ATB® 1520 Reader ligado a um computador ATB® 1545, bioMerieux). Em uma avaliagao do 
sistema Rapid ID 32 Strep com 433 cepas pertencentes aos generos Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Aerococcus, 
Gemella, Leuconostoc, Erysipelothrix, Gardnerella e Listeria, 95,3% das cepas foram identificadas de modo correto. 358 Foram 
necessarios testes adicionais para a identificagao de 25,1% das cepas. Apenas 16 isolados (3,7%) nao foram identificados, e apenas 
4 isolados (1,0%) foram identificados incorretamente. Outra avaliagao, realizada por Kikuchi eta/., 555 relatou que o sistema ID32 
Strep identificou 87% de 156 cepas de estreptococos viridans, e que a maior parte dos casos de identificagao incorreta envolveu 
cepas de S. oralis, S. mitis e S. gordonii. Chang e Lo verificaram que o Rapid ID 32 Strep identificou 77,8% de 27 isolados 
pertencentes ao grupo anginosus, superando tanto o API® Strep quanto o cartao GP do Vitek® 2. 173 O sistema Rapid ID 32 Strep 
nao inclui varios generos das bacterias semelhantes a Streptococcus em seu banco de dados e produz corretamente “identificagoes 
inaceitaveis” quando sao testadas cepas que pertencem a essas especies. 591 

Sistema de identificagao BBL Crystal® Gram-Positive. O sistema de identificagao Crystal® Gram-Positive contem 29 
substratos bioquimicos e enzimaticos secos e um controle fluorescente negativo. O inoculo e preparado ao efetuar uma suspensao 
de colonias do isolado puro com o liquido fornecido no kit ate uma turvagao equivalente a um padrao de 0,5 de McFarland. Em 
seguida, a suspensao e colocada em uma area especifica da base do painel, que e entao manipulado para distribuir o inoculo. A 
tainpa do painel, que contem os substratos do teste, e entao encaixada sobre a base, com consequente hidratagao dos substratos com 
o inoculo. Apos incubagao, procede-se a leitura dos testes a procura de fluorescencia ou de mudanga nas cores dos indicadores de 
pFl, utilizando um visor especial do painel. O padrao resultante das 29 reagoes e convertido em um numero de perfil de 10 digitos, 
que se correlaciona com uma identificagao fomecida no livro Crystal 8 Electronic Code. O painel pode ser interpretado utilizando 
um banco de dados de incubagao de 4 horas ou de 18 a 24 horas. Em uma avaliagao desse sistema, realizada em 1998, o Crystal® 
Gram-Positive identificou todas as cepas de estreptococos beta-hemoliticos grupaveis e S. pneumoniae, porem identificou apenas 
25 de 37 cepas de estreptococos viridans ate o nivel de especie. O sistema identificou corretamente todas as 23 cepas de E. faecalis, 
2 de 2 cepas de E. avium e todas as 14 cepas de E. faecium}' 00 Fludson et a/. 48 " avaliaram o sistema com cepas veterinarias de 
enterococos genotipicamente definidas e verificaram que a repetigao do teste com as mesmas cepas resultou em numeros de perfil 
diferentes, alguns dos quais levaram a identificagSes diferentes. De fato, 19 das 50 cepas testadas foram identificadas em diversos 
momentos como E. faecalis e E. faecium. Esse sistema nao consegue identificar ou identifica incorretamente isolados pertencentes 
aos generos de bacterias “semelhantes a Streptococcus’’ V 591 

RapID® STR. O sistema RaplD® STR (Remel Laboratories) emprega uma pequena placa contendo 10 orificios, quatro dos 
quais sao bifuncionais, resultando em um total de 14 testes bioquimicos (utilizados em associagao com a reagao hemolitica do 
isolado). Os testes incluem determinagSes fisiologicas (arginina di-hidrolase, hidrolise da esculina), testes de utilizagao de 
carboidratos e hidrolise de substratos enzimaticos cromogenicos. O sistema e inoculado com uma suspensao do microrganismo 
(padrao de turvagao de McFarland 1), preparada em um liquido fornecido no kit, e procede-se a leitura dos testes depois de 4 horas 
de incubagao a 35°C em incubador sem C0 2 . O banco de dados desse sistema inclui estreptococos beta-hemoliticos dos grupos A, 
B e C/G, estreptococos do grupo D, o grupo anginosus, especies de Enterococcus {E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. 
cassiliflavus/mundtii, E. durans/hirae, E. gallinarum, E. raffmosus e E. malodoratus), especies de estreptococos viridans ( S. mitis, 
S. mutans, S. salivarius/vestibularis, S. sanguinis/gordonii), S. pneumoniae, especies de Aerococcus, Gemella morbillorum, 
especies de Leuconostoc, especies de Lactococcus (grupo de L. lactis, L. mesenteroides ) e especies de Pediococcus (P acidilactici, 
P. pentosaceus). Os estreptococos viridans, os enterococos e as bacterias semelhantes a Streptococcus mais recentemente descritas 
nao estao incluidos no banco de dados. Em um estudo conduzido por Shewmaker et al. 922 sobre a caracterizagao fenotipica de 28 
cepas de G. sanguinis, o RapID® STR identificou de modo incorreta 7 cepas como S. mutans (5 cepas), E. casseliflavus (1 cepa) ou 
E. malodoratus (1 cepa), enquanto as cepas restantes fomeceram perfis inadequados para identificagao. Outra avaliagao constatou 
que esse sistema era incapaz de identificar isolados pertencentes a generos de bacterias “semelhantes a Streptococcus ” ( D. pigrum, 
I. ruoffia, especies de Facklamia), indicando a necessidade de revisao e atualizagao do banco de dados. 591 

Painel MicroScan ” Gram-Positive Breakpoint Combo. Esse sistema de 18 horas fomece resultados simultaneos de 
identificagao e sensibilidade a antimicrobianos em um fonnato de microtitulagao. Tritz et a/. 11144 avaliaram esse sistema quanto a 
sua capacidade de identificar enterococos e constataram que tanto E. faecalis quanto E. faecium sao identificados com seguranga, 
enquanto as especies menos comuns de enterococos foram identificadas de modo incorreta. 


Time-of-flight por dessorgao/ionizafao a laser eni inatriz. O metodo MALDI-TOF tem sido avaliado em diversos estudos para 
a identificagao de estreptococos, enterococos e bacterias semelhantes a Streptococcus. O instrumento Bruker Biotyper MS 
identificou corretamente 61 de 65 isolados de S. pyogenes, em comparagao com metodos fenotipicos (API 8 20 Strep). 11 ” 1 ’ Em um 
estudo de 76 isolados de estreptococos e 50 isolados de enterococos do laboratorio de microbiologia, o MALDI-TOF identificou 
corretamente 88% e 79% dos isolados. 69 Em um estudo realizado em 2012, foram comparadas as identificagSes obtidas com o 
MALDI Biotyper (Bruker Daltronics, Bruker Daltronics GmbFl, Bremen, Alemanha), o sistema BD Phoenix 81 e o API® 20 Strep 
para 56 isolados de estreptococos alfa-hemoliticos. 261 Usando a analise de sequencia do gene rRNA 16S como padrao-ouro, o 
MALDI-TOF, o BD Phoenix® e o API® 20 Strep identificaram, respectivamente, 46%, 35% e 26% dos isolados. Fang et al., 323 na 
Suecia, compararam as identificagSes obtidas pelo Bruker e Vitek 8 MS, o Vitek 8 2 e PCR multiplex e verificaram que 100% de 
132 enterococos foram identificados corretamente por ambos os instrumentos de espectrometria de massa, enquanto 121 dos 132 
isolados foram identificados de modo correto ate o nivel de especie pelo Vitek 8 2. Foi estudada a capacidade do MALDI-TOF de 
diferenciar S. pneumoniae de estreptococos nao pneumococicos. 1116 Estudos preliminares de S. pneumoniae e outros enterococos do 
grupo de S. mitis (i. e., S. mitis, S. oralis e S. pseudopneumoniae) constataram que a discriminagao dessas especies era diflcil, em 
virtude do grau muito elevado de semelhangas nos espectros gerados utilizando o MALDI-TOF. A analise de picos espectrais de 
massa menores utilizando o instrumento Bruker MS e a definigao desses picos no banco de dados espectral levou a sensibilidade e 
especificidade discriminatorias de quase 100% para essas especies. 491 Em um estudo realizado na Espanha, as identificagSes 
obtidas com o MALDI-TOF foram comparadas com aquelas obtidas pelo API 8 20 Strep para 124 isolados de estreptococos a- 
hemoliticos obtidos de hemoculturas. 658 Utilizando o sequenciamento do gene sodA como metodo de referenda, o API*’ 20 Strep e 
o MALDI-TOF fomeceram uma identificagao correta ate o nivel de especie para 60,5% e 73,4% dos isolados, respectivamente. Os 
tempos levados para as identificagSes obtidas pelo sequenciamento do gene sodA, pelo API® 20S e pelo MALDI-TOF foram, 
respectivamente, de 12 a 24 horas, 24 a 48 horas e 15 minutos. Em um estudo de grande porte conduzido na Franga, o instrumento 
Vitek 8 MS MALDI-TOF foi avaliado para identificagao de 334 isolados de S. pneumoniae, 166 outras cepas do grupo de S. mitis, 
184 cocos do grupo nao S. mitis e 19 outras bacterias a-hemoliticas e nao hemoliticas semelhantes a Streptococcus , 299 Os metodos 
de identificagao de referenda incluem sensibilidade a optoquina, solubilidade da bile, sorotipagem e o kit Rapid 1D32 Strep. Os 
resultados discordantes foram analisados com base em metodos genotipicos (/. e., sequenciamento do gene rRNA 16S e gene recA). 
O sistema Vitek" MS identificou 99,1% dos pneumococos, com apenas tres identificagSes incorretas de isolados insoluveis em bile 
como S. mitis/oralis. Entre os isolados nao pneumococicos, 90,8% foram identificados corretamente ate o nivel de especie ou 
subespecie. E interessante assinalar que tres isolados de S. pseudopneumoniae foram identificados pelo sistema Vitek 8 . Em um 
estudo multicentrico colaborativo nos EUA, o Vitek" MS foi comparado com identificagSes baseadas na sequencia de acido 
nucleico para 1.146 isolados, representando 13 generos e 42 especies de cocos gram-positivos aerobios e facultativos, incluindo 
134 enterococos e 218 estreptococos. NN ” O sistema Vitek 8 MS identificou 97% dos isolados de enterococos e 82% dos 
estreptococos ate o nivel de especie. Entre os estreptococos, 2 e 5% dos 218 isolados foram identificados incorretamente ou nao 
identificados pelo Vitek 8 MS, respectivamente. Nesse estudo, apenas 51% de 47 isolados de S. dysgalactiae foram corretamente 
identificados ate o nivel de especie. Em outros estudos, foi observada a limitagao para a identificagao correta de S. dysgalactiae. "' 3 
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Os bacilos gram-positivos aerobios/facultativos compreendem uma ampla variedade de microrganismos, que sao responsaveis por 
doengas “classicas”, como listeriose, antraz e difteria, bem como por sindromes morbidas mais recentes, particularmente em 
hospedeiros imunocomprometidos. Os bacilos gram-positivos aerobios/facultativos tambem incluem varios generos recentemente 
identificados, que consistem em microrganismos do meio ambiente ou veterinarios, nao anteriormente associados aos seres humanos 
ou a infecgoes humanas. A utilizagao de tecnicas moleculares para a caracterizagao de muitas especies novas tambem exigiu uma 
reavaliagao dos patogenos classicos. Por exemplo, o reconhecimento de varias especies facultativas novas do genero Actinomyces 
possibilitou a identificagao da natureza facultativa de patogenos classicos, como A. israelii, que eram anteriormente considerados 
como microrganismos anaerobios obrigatorios. Essas novas tecnicas tambem possibilitaram a classificagao de bacterias 
anteriormente sem designagao, com os grupos corineformes dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em generos 
novos ou ja existentes, e tambem levou a analise taxonomica de generos constituidos por muitas especies nao relacionadas (p. ex., o 
genero Bacillus). O esquema de classificagao apresentado na nova edigao do Bergey s Manual of Systematic Bacteriology reflete 
agora mais as relagoes genotipicas do que as semelhangas fenotipicas entre esses microrganismos. O Boxe 14.1 fomece a 
classificagao dos microrganismos discutidos neste capitulo. 

Especies de Listeria e Listeria monocytogenes 

Taxonomia do genero Listeria 

O genero Listeria consiste em bacterias gram-positivas, nao formadoras de esporos, anaerobias facultativas e em forma de bacilos 
regulares (ver Prancha 14.1 A). O genero e definido por um conteudo de DNA de G+C% de 36 a 38%, por uma parede celular 
gram-positiva tipica com uma camada de peptidoglicano mureina contendo meso- DAP fixado a membrana celular por acido 
lipoteicoico, e por acidos polirribitol teicoicos associados a membrana. Os estudos geneticos realizados indicam que os 
microrganismos do genero Listeria exibem a mais estreita relagao filogenetica com o genero Brochothrix (um microrganismo do 
meio ambiente), enquanto exibem uma relagao mais distante com microrganismos do genero Bacillus, com generos relacionados 
formadores de esporos e com o genero Lactobacillus do que com microrganismos dos generos Streptococcus, Enterococcus e 
Lactococcus. A relagao existente entre as especies de Listeria e Brochothrix tambem e corroborada por dados quimiotaxonomicos. 
Embora alguns taxonomistas tenham preferido a inclusao de especies de Listeria na familia Lactobacillaceae, Collins et al. 
acreditam que as especies de Listeria merecem ser incluidas em uma nova familia. Na atual edigao do Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology, as especies de Listeria e Brochothrix estao incluidas na familia proposta “Listeriaceae”, na ordem 
Bacillales, classe “Bacilli” do filo Firmicutes. 695 O genero Erysipelothrix e incluido no filo Firmicutes juntamente com especies de 
Listeria, porem esta atualmente classificado como especie incertae sedis (Boxe 14.1). A Tabela 14.1 apresenta as principals 
caracteristicas que diferenciam Listeria, Erysipelothrix, Lactobacillus e Brochothrix uns dos outros. 


Boxe 14.1 


Classificagao dos bacilos gram-positivos aerobios/facultativos no dominio das bacterias 


Filo 

Classe/subdasse 

Ordem/subordem 

Familia 

Genero 

Firmicutes 

Moilicutes 

Incertae sedis 

"Erysipelotrichaceae" 

Erysipelothrix 


"Bacilli" 

Bacillales 

Bacillaceae 

Bacillus, Alkalibacillus, Amphibacillus, 

Anoxybacillus, Cerasibacillus, 

Filobacillus, Geobacillus, 

Gracilibacillus,Halobacillus, 

Halolactibacillus,Lentibacillus, 




Marinococcus, Oceanobacillus, 
Paraliobacillus, Pontibacillus, 
Saccharococcus, Tenuibacillus, 
Thalassobacillus, Virgibacillus 


Actinobacteria 



"Listeriaceae" 

Listeria, Brochothrix 


"Sporolactobadllaceae" 

Sporolactobacillus, Sinobaca, 

Tuberibacillus 


"Paenibadllaceae" 

Paenibacillus, Ammoniphilus, 

Aneurinibacilius, Brevibacillus, 

Cohnella, Oxalophagus, 

Thermobacillus 


"Alicydobatillaceae" 

Alicyclobacillus,Sulfobacillus 

"Lactobadllales" 

Lactobadllaceae 

Lactobacillus, Paralactobacillus, 

Pediococcus 


Incertaesedis 

Exiguobacterium 

Actinomycetales/Actinomycineae 

Actinomycetaceae 

Actinomyces, Actinobaculum, 

Arcanobacterium, Trueperella, 

Mobiluncus 

Actinomycetales/Micrococdneae 

Micrococcaceae 

Bothia 


Brevibacteriaceae 

Brevibacterium 


Cellulomonadaceae 

Cellulomonas, Cellulosimicrobium, 

Oerskovia 


Dermabacteriaceae 

Dermabacter, Helcobacillus 


Intrasporangiaceae 

Sanguibacter 


Jonesiaceae 

Jonesia 


Microbacteriaceae 

Microbacterium (Aureobacterium), 

Leifsonia 

Actinomycetales/Corynebacterineae Corynebacteriaceae 

Corynebacterium 

Bifidobacteriales 

Bifidobacteriaceae 

Gardnerella 


"Afiliagao desconhecida" 

Turicella 


O genero Listeria inclui L. monocytogenes, L. ivanovii subesp. ivanovii, L. ivanovii subesp. londoniensis, L. seeligeri, L. 
innocua, L. gravi, L. welshimeri, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis. 99 ' l22,433 ’ 633 ’ 64g ' 996 L. rocourtiae 
foi inicialmente isolada de alface pre-cortada em Salzburgo, na Austria, em 2002. 648 L. marthii foi originalmente isolada de agua de 
rio, solo, pogas e amostras de areas de escoamento coletadas na Finger Lakes National Forest e Connecticut Hill Wildlife 
Management Area no estado de Nova York. 433 As especies mais recentes do genero, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis, foram 
isoladas de queijo suigo e de uma planta aquatica ( Lemna trisulca) em uma lagoa de agua doce, respectivamente, na Bavaria, 
Alemanha. 99,633 L. monocytogenes pode ser dividida em 13 sorotipos com base nos antigenos somatico (S) e flagelar (FI). Entre esses 
13 sorotipos (l/2a, l/2b, l/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b/4bX, 4c, 4d, 4e e 7), a maioria dos casos de doenga e produzida pelos tipos 4b, 
l/2a e l/2b. L. monocytogenes e L. ivanovii sao especies patogenicas estreitamente relacionadas, enquanto L. innocua, L. 
welshimeri, L. seeligeri e L. marthii sao consideradas como microrganismos nao patogenicos. L. grayi exibe uma relagao distante 
com as outras especies de Listeria e, em 1974, um novo genero, Murray a, foi proposto para acomodar L. grayi, porem nunca foi 
aprovado. 1063 L. monocytogenes pode infectar uma ampla variedade de hospedeiros, enquanto L. ivanovii e, em grande parte, um 
patogeno de ovino. 


Virulencia de L. monocytogenes 



L. monocytogenes e um patogeno intracelular facultativo, que tem a capacidade de aderir, invadir e sobreviver em celulas de 
mamiferos, incluindo macrofagos e varias linhagens celulares de cultura de tecido humano. 782 Esse microrganismo utiliza varias 
proteinas que pertencem a uma familia conhecida como internalinas . 1 " 8 Essas proteinas sao membros da superfamilia da protema 
LRR (repetigao rica em leucina; do ingles, leucine-rich repeat). As duas principals proteinas que L. monocytogenes emprega sao a 
intemalina A e a intemalina B. O receptor para a internalina A nas celulas epiteliais humanas e a E-caderina, enquanto o receptor 
para a intemalina B e uma porgao globular do componente do complemento Clq. Essas interagdes resultam em indugao da 
fagocitose do microrganismo por celulas que habitualmente nao sao celulas fagociticas. 741 As caderinas sao glicoproteinas 
transmembrana de 110 kDa, que sao estruturalmente relacionadas e especificas de tecidos. Experimentos realizados com diversas 
linhagens celulares diferentes estabeleceram que a interagao internalina-A/E-caderina promove tanto a ligagao especifica quanto a 
entrada de L. monocytogenes nas celulas epiteliais. 741 Pesquisas recentes estabeleceram que outras proteinas celulares, como as 
clatrinas (que atuam na endocitose de macromoleculas) e as septinas (proteinas de ligagao de GTP envolvidas na divisao celular), 
tambem estao envolvidas na intemalizagao de L. monocytogenes.' 1 "' Uma vez sequestrados dentro dos fagossomos, os 
microrganismos produzem a listeriolisina O e varias fosfolipases, que possibilitam o escape do microrganismo do fagossomo antes 
que ocorra fusao lisossomal, impedindo, assim, a sua morte intracelular. A listeriolisina O e codificada pelo gene hlv e e uma 
hemolisina formadora de poros, que se assemelha a estreptolisina O dos estreptococos do gmpo A. 41 ' 7 A listeriolisina O atua por 
meio de sua ligagao ao colesterol da membrana e, a seguir, insergao na membrana-alvo, resultando na formagao de poros 
transmembrana. Esses poros inibem a fusao do lisossomo ao alterar o pH e os niveis intracelulares de calcio. 1005 Uma vez dentro do 
citosol, outra protema de superficie de Listeria, a ActA, promove a polimerizagao da actina para formar “caudas” de actina, que 
possibilitam ao microrganismo uma motilidade ativa e disseminagao direta de uma celula para outra. 424 Nesse ponto, outros 
mecanismos que promovem a sobrevida intracelular tambem passam a atuar. Incluem a produgao de enzimas modiflcadoras do 
peptidoglicano pelo microrganismo, que desacetilam residuos de D-glicosamina na parede celular bacteriana, tornando-os resistentes 
a lise pela lisozima intracelular, e, inibigao mediada por ActA das enzimas autofasicas normais envolvidas na renovagao normal dos 
constituintes celulares. 126,783,1236 Esses mecanismos permitem que o microrganismo seja transferido diretamente de uma celula para 
outra sem nenhuma exposigao a fatores imunologicos soluveis, como anticorpos e complemento. 


Tabela 14.1 Caracteristicas fenotipicas para a diferenciagao de Listeria, Brochothrix, Erysipelothrix e Lactobacillus. 


Genero 

Crescimento a 35° a 

37°C 

Catalase 

H 2 S em KIA 

Motilidade 

Produgao deacido a 

partirdaglicose 

Peptidoglicano 

di-aminoacido 

Listeria 

+ 

+ 

- 

+“ 

+ 

meso-DAP 

Brochothrix 

ftp 

+ 

- 

- 

+ 

meso-DAP 

Erysipelothrix 

+ 

- 

+ 

_b 

+ 

l-lisina 

Lactobacillus 

+ 

- 

- 

- 

+ 

l-lisina ou meso- 

DAP ou l-ornitina 


a Todas as cepas sao moveis a 20° a 25°C; pouco moveis ou imoveis a 35° a 37°C. 
b A maioria das especies e imovel, embora tenham sido descritas algumas especies moveis. 
+ = reagao positiva; - = reagao negativa; KIA = agar ferro de Kligler. 


Epidemiologia de L. monocytogenes 

Embora todas as especies de Listeria possam ser isoladas do meio ambiente e de uma ampla variedade de animais, tanto como 
patogenos quanto como comensais, apenas L. monocytogenes e um patogeno bem-reconhecido de animais e seres humanos. Esse 
microrganismo pode ser isolado do solo, da agua, de esgoto e da vegetagao e constitui parte da microbiota fecal de uma ampla 
variedade de animais, incluindo roedores, coelhos, ovinos e ruminantes. 1074 As infecgSes nesses animais consistem em sepse, 
rombencefalite, prematuridade e aborto. Muitos alimentos sao contaminados com L. monocytogenes, e o microrganismo pode ser 
isolado de 15 a 70% das amostras de leite era, queijo, vegetais crus e cames, incluindo came de frango processada e produtos 
derivados de came bovina encontrados em charcutarias. L. monocytogenes tem a capacidade crescer em biofilmes na superficie de 
diversos alimentos, e a refrigeragao na realidade aumenta ainda mais o crescimento do microrganismo, em virtude de sua capacidade 
de crescer a 4°C. Devido a sua natureza ubiqua nos alimentos, os seres humanos provavelmente entrain em contato com esses 
microrganismos diariamente, e, em consequencia, alguns individuos tomam-se portadores fecais de L. monocytogenes. O 
microrganismo e um componente transitorio da microbiota intestinal humana e pode ser excretado nas fezes por 3,5 a 5% dos seres 
humanos saudaveis. 438,1074 A listeriose humana ocorre principalmente nos meses de primavera e verao, e sao observados casos 
esporadicos (fora de surtos transmitidos por alimentos) em uma taxa anual de menos de 1 caso por 100.000 individuos. No ano 
2000, a listeriose tomou-se uma doenga de notificagao compulsoria nos EUA. Com o desenvolvimento e a aplicagao de 
regulamentos da industria alimentar formulados para reduzir ao maximo os riscos de doenga transmitida por alimentos, as taxas de 
incidencia nos EUA declinaram de 7,4 por milhao de individuos em meados da decada de 1980 para 4,4 casos por milhao em 
1993. 207,1093 



Importancia cli'nica de L. monocytogenes 

L. monocytogenes esta associada a um espectro de sindromes clinicas 24,736,788,789,879 A consequencia mais comum da aquisigao do 
microrganismo consiste em um estado de portador gastrintestinal assintomatico transitorio, que habitualmente resulta da ingestao de 
alimentos contaminados. Durante esse periodo, o microrganismo pode ser excretado nas fezes. Com frequencia, ocorre infecgao 
sintomatica aguda por esse microrganismo durante a gravidez. A infecgao por Listeria e 18 vezes mais comum em mulheres 
gravidas do que em nao gravidas, e 16 a 27% de todas as infecgoes por L. monocytogenes ocorrem em gestantes. 541,543 A infecgao 
associada a gravidez ocorre habitualmente durante o terceiro trimestre, embora tenham sido observados casos em idade gestacional 
mais precoce. 631 Cerca de dois tergos das pacientes desenvolvem habitualmente sintomas semelhantes a influenza, como febre, mal- 
estar, faringite, mialgias, dor na parte inferior do abdome e dor lombar. 788 Em certas ocasioes, observa-se a ocorrencia de secregao 
vaginal, diarreia e sintomas das vias urinarias. Pode haver leucocitose periferica, e as hemoculturas de amostras coletadas durante a 
fase aguda dessa doenga transitoria podem ser positivas. Durante a infecgao matema, podem ocorrer bacteriemia oculta e 
transmissao transplacentaria do microrganismo, resultando em infecgao intrauterina do feto. A infecgao do feto in utero pode induzir 
trabalho de parto, resultando em aborto espontaneo em 10 a 20% dos casos. Mais de 50% dos fetos infectados in utero nascem 
prematuros, e pode ocorrer morte fetal intrauterina em cerca de 11% dos casos. 7 ’ 6 Em geral, os sintomas na mae regridem apos o 
parto do lactente infectado e da placenta. A sobrevida do feto e determinada, em parte, pelo tempo de gestagao, e ocorre aborto 
espontaneo quando a infecgao e adquirida no inicio da gravidez, enquanto infecgao neonatal ocorre quando a infecgao e adquirida 
mais tarde. 788 

Os recem-nascidos tornam-se infectados por inalagao e ingestao do liquido amniotico infectado in utero, por infecgao 
transplacentaria atraves da circulagao matema ou por infecgao ascendente a partir da vagina. A via hematogenica constitui, 
provavelmente, a via mais comum de infecgao neonatal. A infecgao do recem-nascido ocorre em cerca de 8,6 casos para cada 
100.000 nascimentos vivos. 186 Em mais da metade dos casos, e provavel que a mae tenha tido a sindrome semelhante a influenza, e, 
em 44 a 89% dos casos, L. monocytogenes pode ser isolada de hemoculturas ou cultures de amostra cervicovaginal. 631,677,736 A 
semelhanga dos estreptococos do grupo B, existem duas formas da doenga nos recem-nascidos infectados, que sao classificadas 
como “de inicio precoce” ou “de inicio tardio”. Os sintomas da doenga de inicio precoce em geral surgem dentro de 36 a 48 horas 
apos o nascimento. Os recem-nascidos infectados in utero geralmente apresentam sepse aguda com hemoculturas positivas em 80 a 
90% dos casos, desconforto respiratorio com pneumonia em cerca de 38% e meningite em cerca de 24%. 788,789 Pode-se observar a 
presenga de lesoes cutaneas pustulosas e granulomas inflamatorios contendo L. monocytogenes no cerebro, no figado, nos rins, nos 
pulmoes e no bago (“granulomatose infantosseptica”). Em geral, os tecidos placentarios dessas infecgoes exibem sinais de 
corioamnionite aguda e presenga de microabscessos. 1112 A taxa de mortalidade da listeriose de inicio precoce pode ser elevada, de 
ate 20 a 60%, porem as infecgoes neonatais fatais sao mais comuns entre criangas imunocomprometidas. 726,736,788 A listeriose nos 
lactentes tambem pode ocorrer como infecgao de “inicio tardio”. Essas infecgoes tomam-se clinicamente aparentes entre 5 dias e 2 
ou mais semanas apos o parto, e os lactentes com essa condigao habitualmente nascem a termo. A listeriose de inicio tardio 
manifesta-se habitualmente como meningite neonatal, com sinais e sintomas de febre e irritabilidade. 879 A coloragao do liquido 
cefalorraquidiano (LCR) pelo Gram ira revelar leucocitos polimorfonucleares, juntamente com elevado indice de proteina e baixo 
indice de glicose; em geral, sao observados bacilos gram-positivos de L. monocytogenes em mais de 50% dos casos. As 
hemoculturas neonatais sao positivas de 17% a mais de 90% dos casos de doenga de inicio tardio. Acredita-se que ocorram 
transmissao pos-parto ou aquisigao hospitalar em lactentes com doenga de inicio tardio. Em geral, a mae teve uma gestagao nao 
complicada, sem nenhum sinal de infecgao (p. ex., febre) ou sepse (p. ex., hemoculturas positivas). 

As mulheres adultas nao gravidas tambem podem ser infectadas por L. monocytogenes, e os individuos com comprometimento 
do sistema imune correm maior risco de listeriose grave e potencialmente fatal. Os adultos com sepse aguda por Listeria tern 
habitualmente mais de 60 anos de idade e apresentam neoplasias malignas concomitantes ou imunocomprometimento (p. ex., 
linfoma, transplante de orgaos, diabetes melito, doenga hepatica/renal cronica, doenga vascular do colageno, alcoolismo, infecgao 
pelo HIV e AIDS). 407,849 Os individuos que recebem tratamento com agentes imunossupressores, como inibidores do fator de 
necrose tumoral e corticosteroides, tambem correm risco aumentado. 46 Os pacientes imunocomprometidos habitualmente 
apresentam sepse aguda, meningite subaguda, meningoencefalite ou, raramente, rombencefalite. 736 Em geral, observam-se 
hemoculturas positivas e achados clinicos semelhantes a sepse associados a bacteriemia por microrganismos gram-negativos. Em 
alguns pacientes, os microrganismos atravessam a barreira hematencefalica, resultando em infecgao das meninges, dos ventriculos e 
do encefalo. 88,788 Em geral, observa-se o desenvolvimento de meningite em recem-nascidos, em individuos idosos e em pacientes 
imunossuprimidos. Com frequencia, a infecgao do sistema nervoso central (SNC) e subaguda, desenvolve-se no decorrer de varios 
dias e caracteriza-se por febre baixa, cefaleia e rigidez de nuca. A coloragao do LCR pelo Gram e positiva em menos de 40% dos 
pacientes. As contagens de celulas do LCR geralmente estao mais baixas, e, em 60% dos casos, os niveis de glicose do LCR estao 
normais. Os niveis de proteina no LCR estao habitualmente elevados, e os niveis mais altos estao correlacionados com um 
prognostico mais sombrio. 879 A meningoencefalite causada por L. monocytogenes esta associada a varias manifestagoes peculiares. 
A rigidez de nuca, que e menos comum, e observada em 80 a 85% dos adultos. Os disturbios motores, como ataxia, tremores, 
paralisia de nervos cranianos e atividade convulsiva, sao mais frequentes na infecgao por Listeria do que por outros agentes 
etiologicos da meningoencefalite. 736 ’ 7S8, ' , " , O desenvolvimento de ventriculite pode exigir a insergao de drenos extraventriculares 
para tratar a hidrocefalia aguda e o edema cerebral. 88 A flutuagao do estado mental constitui outre manifestagao clinica nesses 
pacientes. Em alguns casos, a infecgao do SNC por Listeria pode progredir, incluindo comprometimento do tronco encefalico (i. e.. 


rombencefalite), e os exames de imagem podem revelar microabscessos no diencefalo e no cerebelo. 999 A rombencefalite ocorre 
habitualmente em indivlduos previamente saudaveis, sem qualquer condigao predisponente ou subjacente, e apresenta um prodromo 
de sintomas inespeclficos do SNC (p. ex., nauseas, vomitos e febre) por 5 a 10 dias, seguidos de desenvolvimento de 
comprometimento do tronco encefalico, conforme evidenciado por paralisia assimetrica de nervos cranianos, deficits sensitivos, 
depressao respiratoria, redugao da consciencia e atividade convulsiva. MU131 Podem ocorrer abscessos cerebrals, tanto solitarios 
quanto multiplos, como complicagdes da meningoencefalite e da rombencefalite por Listeria. 260,1161 Os abscessos sao habitualmente 
encontrados em regides subcorticais do parenquima cerebral (i. e., talamo, ponte e bulbo), enquanto os abscessos da medula espinal 
sao raros. 88 Pode-se observar o desenvolvimento de osteomielite vertebral causada por L. monocytogenes como sequela de 
abscessos espinais. 590 O diagnostico de meningoencefalite e de rombencefalite e estabelecido pela cultura de amostras de LCR e de 
sangue. A meningoencefalite por Listeria e rara em pacientes imunocompetentes, porem foi relatada. 652 

A disseminagao hematogenica de L. monocytogenes pode resultar em uma variedade de infecgoes focais, incluindo infecgoes 
cutaneas, abscessos, artrite, peritonite, abscessos intra-abdominais, hepaticos e esplenicos, endoftalmite, infecgoes de proteses 
articulares/enxertos vasculares, osteomielite, pericardite, miocardite e endocardite. 983 Em geral, sao observadas infecgoes em outros 
locals alem do SNC e da corrente sangulnea em pacientes com doengas de base com condigoes agudas ou cronicas (/'. e., neoplasias 
malignas, lupus eritematoso sistemico [LES], artrite reumatoide, transplante de orgaos, colite ulcerativa, diabetes melito, doenga 
renal, cirrose alcoolica e infecgao pelo HIV), bem como em indivlduos tratados com terapia imunossupressora ou imunomoduladora 
( i. e., corticosteroides, quimioterapia citotoxica, inibidores do fator de necrose tumoral [TNF]-a). Foram observadas infecgoes 
cutaneas em indivlduos previamente sadios (7. e., veterinarios, manipuladores de animais, funcionarios de laboratorio) com historia 
de contato ocupacional com animais ou tecidos de animais infectados (i. e., tecidos placentarios, liquido amniotico). 738 As lesdes 
cutaneas tambem podem constituir manifestagdes da doenga de inicio precoce em recem-nascidos. 1037 Uma cultura positiva de L. 
monocytogenes de uma amostra de biopsia de lesao da coxa forneceu o diagnostico em um paciente submetido a transplante de 
medula ossea com cerebrite, visto que todas as outras culturas eram negativas. 630 As lesdes cutaneas podem ser papulares ou 
pustulosas, e ocorreram infecgoes disseminadas apos inoculagao cutanea primaria. 151,1037 As infecgoes intra-abdominais por L. 
monocytogenes sao raras e incluem abscessos hepaticos solitarios e multiplos, hepatite difusa ou granulomatosa, ruptura de bago e 
peritonite bacteriana espontanea. 682,691,989,1017,1077 Os pacientes com complicagoes intra-abdominais habitualmente apresentam 
diabetes melito, doenga renal, cirrose hepatica/hepatite ou carcinoma subjacente. L. monocytogenes tambem tem a capacidade de 
causar infecgoes em pacientes submetidos a dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD; do ingles, continuous ambulatory 
peritoneal dialysis ) e naqueles com derivagoes ventriculoperitoneais. 107,1120,1199 Apareceram varios relatos que descreveram a L. 
monocytogenes como causa de artrite septica em pacientes em uso de inibidores do TNF-a (p. ex., metotrexato, etanercepte, 
infliximabe) para o tratamento da artrite reumatoide. 545,587,791 Durante a bacteriemia, os microrganismos do genero Listeria podem se 
disseminar em proteses implantadas, como articulagoes do joelho e artroplastias do quadril, causando infecgao subaguda e falha 
posterior do dispositivo implantado. Os pacientes com essas infecgoes sao, em sua maioria, idosos, e a gravidade da infecgao exige 
habitualmente a substituigao do dispositivo. 194,235,603,731 Em um relato, 18 pacientes com artroplastia de quadril infectada que foram 
submetidos a substituigao foram curados, enquanto 5 de 13 pacientes cuja protese nao foi removida tiveram infecgao prolongada, 
apesar da quimioterapia. 194 Foi descrita a ocorrencia de artrite septica em articulagoes nativas, e ocorreu um caso incomum de artrite 
septica por L. monocytogenes em Taiwan apos acupuntura, e ha suspeita de que o veiculo da transmissao tenha sido o uso de agulhas 
inadequadamente esterilizadas. 744,1107 L. monocytogenes constitui uma causa incomum de infecgSes oculares em seres humanos, 
embora essas infecgSes tambem tenham sido descritas em ovinos, bovinos e equinos. Foram relatados casos documentando a L. 
monocytogenes como causa rara de ceratite, uveite, hipopio e endoftalmite endogena em seres humanos. 529,740,1096 

A endocardite por L. monocytogenes resulta de bacteriemia e, em geral, acomete valvas da aorta/mitral nativas lesionadas ou 
proteses valvares. Em levantamento de todos os casos relatados de endocardite por L. monocytogenes, foi constatado que 60% dos 
pacientes apresentavam algum tipo de comprometimento valvar, enquanto 23% tinham algum tipo de protese cardiaca. Os casos 
recentes foram observados em pacientes com doenga valvar reumatica, prolapso da valva mitral e cardiomiopatia hipertrofica.’ 9 Os 
pacientes com endocardite acometendo valvas nativas apresentaram uma taxa de mortalidade (cerca de 31%) menor do que aqueles 
com infecgao de protese valvar (taxa de mortalidade de cerca de 41%). 1052 A embolizagao septica para locais distantes e 
relativamente incomum na endocardite causada por L. monocytogenes , 266 > 876 - 1068 A endocardite que acomete proteses valvares esta 
associada a grandes vegetagdes, extravasamento perivalvar, deiscencia da protese, formagao de fistulas e pericardite. 334,570,876 A 
pericardite por Listeria com derrame pericardico tambem foi relatada na ausencia de lesdes valvares ou comprometimento 
cardiaco. 277 A endocardite de protese valvar por L. monocytogenes pode ser complicada por abscessos paravalvares e da raiz 
aortica. 7 " 7 A infecgao de derivagoes de marca-passo por Listeria e extremamente rara; no unico relato de casos disponivel, foram 
documentadas infecgao e vegetagdes do marca-passo, e o paciente morreu por instabilidade hemodinamica, choque, necessidade de 
colocagao de tubo toracico devido a derrame pleural e desenvolvimento de insuficiencia renal com necessidade de dialise. 1068 A 
endocardite causada por L. monocytogenes tambem foi relatada em um paciente com artrite psoriatica que estava sendo tratado com 
infliximabe. 578 Foram documentadas infecgoes do liquido pleural por L. monocytogenes em pacientes com neoplasias malignas, nos 
quais ocorreu infecgao pleural por disseminagao hematogenica de derrames malignos, mais do que secundariamente a um processo 
parapneumonico. 

L. monocytogenes ocorre como contaminante em muitos tipos de produtos alimentares, incluindo leite cru, vegetais crus, peixes, 
aves domesticas e cames tanto frescas quanto processadas. O microrganismo pode ser isolado de 15 a 70% dos vegetais crus, leite 
cru, cames e queijos. 320 Em 1983, um grande surto de L. monocytogenes foi associado a salada de repolho contaminada, e, desde 



entao, foram documentados numerosos surtos envolvendo queijo mole, cames processadas prontas para consumo (came de porco, 
peru), pate, manteiga, leite e produtos derivados de peixe. 1074 Como corolario do reconhecimento de surtos de listeriose transmitida 
por alimentos, foi tambem descrita uma slndrome de gastrenterite febril causada por L. monocytogenes , 966 Essa slndrome consiste 
em diarreia nao sanguinolenta nao invasiva, nauseas e vomitos acompanhados de febre, fadiga, calafrios e mialgias. 249,927,1074 A 
analise sorologica retrospectiva de pacientes com gastrenterite febril permitiu demonstrar a ocorrencia de respostas imunes a 
listeriolisina, um suposto fator de virulencia de L. monocytogenes . 249 Essa doenga aguda ocorre habitualmente dentro de 6 horas a 
alguns dias apos a ingestao de alimentos com alta carga de Listeria e dura 2 a 7 dias. Os indivlduos com essa slndrome apresentam 
febre, diarreia aquosa, nauseas, cefaleia e dor articular. A gastrenterite febril causada por L. monocytogenes e habitualmente 
autolimitada; entretanto, pode ocorrer doenga invasiva em pacientes imunocomprometidos, bem como naqueles com outras 
infecgoes gastrintestinais subjacentes virais ou bacterianas. 

Com o reconhecimento e a documentagao de surtos causados por L. monocytogenes transmitida por alimentos, os CDC 
publicaram diretrizes para a prevengao da listeriose transmitida por alimentos. 179 As diretrizes, que se aplicam a todos os indivlduos, 
incluem cozinhar completamente os alimentos crus de fontes animais, lavar por completo os vegetais crus antes de seu consumo, 
manter as carnes nao cozidas separadas dos vegetais, alimentos cozidos e “alimentos prontos para consumo” e evitar o consumo de 
leite cm (nao pasteurizado) ou de alimentos preparados com leite cm. As maos, as facas e as tabuas de cortar devem ser 
cuidadosamente lavadas apos a manipulagao de alimentos nao cozidos. As pessoas com alto risco de listeriose (/. e., indivlduos 
imunocomprometidos, mulheres gravidas, indivlduos idosos) devem evitar o consumo de queijos de pasta macia (p. ex., estilo 
mexicano, feta, Brie, Camembert e queijos tipo gorgonzola), embora nao haja necessidade de evitar queijos duros (p. ex., queijo 
suigo, queijo Colby), requeijao, queijo cottage ou iogurte. As sobras de alimentos ou os alimentos “prontos para consumo” (p. ex., 
cachorro-quente) devem ser reaquecidos antes de seu consumo ate o aparecimento de vapor quente. Os alimentos de “charcutaria” 
(p. ex., frios, salame) devem ser evitados ou totalmente aquecidos antes de seu consumo. Em meados da decada de 1990, a industria 
alimenticia norte-americana introduziu uma iniciativa denominada Hazard Analysis at Critical Control Points (HACCP) para 
melhorar a vigilancia e o controle de L. monocytogenes e de outros patogenos transmitidos por alimentos no ambiente de 
processamento de alimentos, e a US Food and Drug Administration (FDA) ordenou uma conduta de “tolerancia zero” para o 
controle da listeriose, com aumento no numero de inspegSes de centros de processamento de alimentos pela FDA e reanalise dos 
alimentos com suspeita de abrigar patogenos. 

Isolamento de L. monocytogenes de amostras clinicas 

L. monocytogenes pode ser isolada de amostras de sangue, liquido cefalorraquidiano e trato genital, do liquido amniotico e de 
amostras de biopsia de tecidos matemos/fetais. A semeadura direta em meio de agar e caldo, com incubagao durante a noite, resulta 
habitualmente no crescimento do microrganismo. Em amostras clinicas e hemoculturas coradas pelo Gram, o microrganismo pode 
aparecer como bacilos gram-positivos regulares ou como cocobacilos arredondados e curtos. Na presenga de celulas 
polimorfonuclares ou mononucleares, os microrganismos sao encontrados tanto no interior das celulas quanto no meio extracelular. 
Em virtude de variagoes observadas na morfologia desse microrganismo na coloragao pelo Gram, os morfotipos de L. 
monocytogenes podem ser confundidos com difteroides ou com certos estreptococos, particularmente Streptococcus pneumoniae , 
enterococos e alguns estreptococos viridans. 

Os metodos para o isolamento de L. monocytogenes e de outras especies de Listeria a partir dos alimentos e de amostras do meio 
ambiente diferem significativamente daqueles utilizados para o isolamento de amostras clinicas humanas. Informagdes adicionais 
sobre os metodos empregados para a detecgao e o isolamento de L. monocytogenes a partir de amostras de alimentos e do meio 
ambiente podem ser encontradas nas references indicadas. 25,26,165 

Identificacao de especies de Listeria 

L. monocytogenes cresce bem em agar-sangue de cameiro (SBA; do ingles, sheep blood agar), produzindo colonias branco- 
acinzentadas, que se assemelham estreitamente aquelas dos estreptococos beta-hemoliticos do grupo B. Depois de 18 a 24 horas de 
incubagao, as colonias podem exibir uma zona estreita de p-hemolise, que nao se estende muito alem da borda da colonia (ver 
Prancha 14.1 B e C). Antes desse prazo, a P-hemolise so pode ser observada diretamente sob a colonia, apos retirada do crescimento 
da colonia da superficie do agar com um swab. Com uma incubagao mais prolongada, ou em areas da placa que foram semeadas por 
pungao, a P-hemolise do microrganismo toma-se mais evidente. Entre outras especies, as subespecies de L. ivanovii produzem zonas 
amplas ou ate mesmo multiplas zonas de p-hemolise em meios contendo sangue de carneiro ou sangue de cavalo, enquanto L. 
seeligeri produz zonas hemoliticas que sao mais estreitas do que aquelas observadas com L. monocytogenes. Em virtude da 
semelhanga das colonias de L. monocytogenes com as dos enterococos e estreptococos beta-hemoliticos do grupo B, nao se deve 
estimular nenhum atalho na identificagao laboratorial desse microrganismo. As coloragSes pelo metodo de Gram e os testes para 
catalase devem ser sempre efetuados. 

L. monocytogenes e um bacilo gram-positivo facultativo e catalase-positivo (Tabela 14.2). O microrganismo e movel e exibe 
“motilidade em saltos”, particularmente em preparagSes de gota pendente obtidas de culturas em caldo incubadas durante a noite a 
25°C. Essa maior motilidade apos incubagao em temperature ambiente tambem e evidente em meio para motilidade semissolido, 
onde o microrganismo exibe motilidade caracteristica em “guarda-chuva” proximo a superficie do meio semissolido contendo 0,2 a 
0,4% de agar, apos incubagao a 25°C (Prancha 14.IE). O microrganismo tambem cresce na presenga de bile a 40% e hidrolisa a 
esculina; por conseguinte, para demonstrar a hidrolise da esculina, podem-se utilizar meios inclinados de agar bile-esculina 


empregados para a identificagao presuntiva de estreptococos do grupo D (;. e., Streptococcus gallolyticus) e enterococos (Prancha 
14.ID). O microrganismo e fermentador, com produgao de acido a partir da glicose, e produz acetolna, resultando em uma reagao de 
Voges-Proskauer positiva. Todas as cepas de L. monocytogenes fermentam o a-metil-D-manosidio, mas nao a D-xilose. A reagao 
beta-hemolitica, o teste positivo para catalase, a ausencia de produgao de H 2 S em agar TSI (agar triplice agucar-ferro; do ingles, 
triplex sugar iron), a motilidade em temperatura ambiente e a hidrolise da esculina diferenciam L. monocytogenes de Ervsipelothrix 
rhusiopathiae. A motilidade de L. monocytogenes diferencia esse microrganismo de todas as especies de Corynebacterium. 
Leifsonia aquatica, anteriormente “ Corynebacterium aquaticum”, tambem e um bacilo gram-positivo movel e catalase-positivo; 
entretanto, nao e hemolitico, forma colonias de pigmento amarelo e apresenta uma reagao de Voges-Proskauer negativa (ver segao 
sobre especies de Leifsonia). Embora as caracteristicas bioquimicas de L. monocytogenes sejam habitualmente uniformes e sem 
nenhuma ambiguidade, foram isoladas cepas aberrantes sem atividade de catalase de pacientes com sepse tipica e meningite por 
Listeria . 146,306 As caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Listeria sao apresentadas na Tabela 14.2. 


Tabela 14.2 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Listeria. 
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a Halos amplos ou multiplos halos de |3-hem6lise. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; Dl = dados indisponiveis. 


O teste CAMP tambem tern sido utilizado para a identificagao de L. monocytogenes? ' Para especies de Listeria, o teste CAMP e 
realizado com uma cepa de S. aureus produtora de (3-lisina e com uma cepa de Rhodococcus equi. Observa-se uma hemolise 
sinergica entre S. aureus e a suposta L. monocytogenes e cepas de L. seeligeri, enquanto ocorre hemolise aumentada entre R. equi e 
supostas cepas de L. ivanovii. Outras especies de Listeria (i. e., L. innocua, L. welshimeri e L. grayi) sao negativas no teste CAMP 
com S. aureus e R. equi. No caso de L. monocytogenes, a positividade do teste CAMP com S. aureus e indicada por um aumento de 
hemolise na regiao entre duas estrias nao cruzadas de crescimento em angulo reto uma com a outra, enquanto aquela observada 
entre R. equi e L. ivanovii aparece como uma area de hemolise aumentada em forma de pa. Pode ser dificil interpretar o teste CAMP 
para especies de Listeria, visto que alguns pesquisadores relataram reagoes hemoliticas sinergicas entre L. monocytogenes e R. 
equi. 1 ' O desempenho do teste depende, em certo grau, dos meios basais empregados para a sua realizagao e da experiencia da 
pessoa na interpretagao do teste. 7 ’' 

Dispoe-se tambem de sistemas de kits para a identificagao de especies de Listeria. Os sistemas API® Coryne (bioMerieux, Inc., 
Marcy l’Etoile, Franga) e RapID® CB-Plus (Remel, Inc., Lenexa, KA) contem especies de Listeria em seus bancos de dados e 



demonstraram identificar de modo confiavel esses microrganismos pelo menos ate o nivel de genero. Em uma avaliagao desse 
sistema para a identificagao de especies de Listeria, o API® Coryne identificou todas as 72 cepas de L. monocytogenes que foram 
testadas como L. monocvtogenes/innocua, sendo a identificagao definitiva em nivel de especie dependente da presenga de (3- 
hemolise e de uma reagao CAMP positiva (Prancha 14.1 F). 584 Foram relatados resultados semelhantes por outros pesquisadores 
com os sistemas API® Coryne e RapID® CB-Plus. 379,384,528 O API® Listeria (bioMerieux, Inc.) e o Micro-ID® Listeria (Organon- 
Teknika, Durham, NC) sao sistemas de identificagao projetados especificamente para a identificagao de especies de Listeria. O 
API® Listeria e um sistema de substratos enzimaticos cromogenicos de 10 testes, que demonstrou identificar de modo confiavel 
varias especies do genero, incluindo L. monocytogenes, dentro de 24 horas. 737,853 Esse painel de identificagao inclui um teste para 
glicil arilamidase (teste DIM), que diferencia L. monocytogenes (teste DIM negativo) de L. innocua (teste DIM positivo), sem a 
necessidade de avaliar a atividade hemolitica em SBA. Os outros testes do API® Listeria incluem hidrolise da esculina, detecgao de 
a-manosidase, produgao de acido a partir de D-arabitol, D-xilose, L-ramnose, a-metil-D-glicosidio, D-ribose, glicose-l-fosfato e D- 
tagatose. Os testes isolados para a detecgao de alanil arilamidase, utilizando DL-alanina-(3-naftilamida ou DL-alanina-/>-nitroanilida, 
tambem podem ser utilizados para a identificagao de especies de Listeria. 2 "’ L. monocytogenes nao hidrolisa esses compostos, 
devido a ausencia de arilamidases especificas, enquanto todas as outras especies, incluindo L. innocua, sao positivas para alanil ou 
glicil arilamidase. Esse teste mostra-se particularmente util para a identificagao de cepas de L. monocytogenes que sao pouco 
hemoliticas ou nao hemoliticas. Algumas cepas de L. ivanovii tambem podem ser negativas para alanil ou glicil-arilamidase. 7 ' O 
Micro-ID® Listeria de 15 testes tambem identifica corretamente esses microrganismos; entretanto, a semelhanga do sistema API® 
Coryne, ele exige uma avaliagao da hemolise para a diferenciagao de L. monocytogenes e L. innocua , 68 Os testes no sistema Micro- 
ID® Listeria incluem MR/VP, redugao do nitrato, fenilalanina desaminase, produgao de H 2 S, lisina e ornitina descarboxilase, 
utilizagao do malonato, hidrolise da ureia e da esculina, (3-galactosidase e fermentagao da xilose, da ramnose, do manitol e do 
sorbitol. 101 Em uma avaliagao do Micro-ID® Listeria, esse metodo de identificagao esteve de acordo com a identificagao bioquimica 
convencional para 98% das cepas testadas de L. monocytogenes, 77,1% das cepas de L. seeligeri, 90% das cepas de L. ivanovii, 96% 
das cepas de L. gravi, 73,9% das cepas de L. welshimeri e 100% das cepas de L. innocua. 492 Em uma avaliagao comparativa com 
207 isolados de especies de Listeria, o API® Listeria demonstrou uma concordancia de 95,2% e o MicroID® exibiu uma 
concordancia de 93,2% com os testes bioquimicos convencionais. 101 Certos substratos no painel de assimilagao de carboidratos do 
API® 50CH (bioMerieux, Inc.) tambem foram usados para a identificagao de especies de Listeria , 585 

Foram tambem desenvolvidas abordagens moleculares para a identificagao de especies de Listeria. Disp5e-se tambem de um 
ensaio com sonda de DNA quimioluminescente altamente sensivel e especifico - o kit AccuPROBE® Listeria monocytogenes 
Culture Identification (Gen-Probe, San Diego, CA) - e de um ensaio com sonda de DNA espectrofotometrico - o GeneTrak® DLP 
Listeria (GeneTrak Systems, Framingham, MA) - para a rapida identificagao de L. monocytogenes a partir de colonias 
desenvolvidas em meio de isolamento primario. 804,818 O ensaio de hibridizagao do AccuPROBE® Listeria tambem foi avaliado 
usando meios em caldo semeados com L. monocytogenes e demonstrou resultados variaveis. Tres meios em caldo nao seletivos 
(BHI [infusao de cerebro-coragao; do ingles, brain heart inffusion ], agar soja tripticase e caldo Todd-Hewitt) fomeceram resultados 
AccuPROBE positivos, porem os meios seletivos para L. monocytogenes fomeceram reagoes negativas, ate mesmo com uma carga 
do microrganismo elevada, de ate 10 8 a 10 9 UFC/mE. 804 Outros pesquisadores tambem obtiveram resultados falso-negativos com 
AccuPROBE® Listeria quando o teste foi realizado a partir de certos caldos de enriquecimento para L. monocytogenes , 842 O 
GeneTrak® DLP (Direct Labeled Probe) Listeria foi desenvolvido e utilizado principalmente para a detecgao de L. monocytogenes 
de alimentos e amostras do meio ambiente apos enriquecimento em caldo. O ensaio utiliza sondas especificas de L. monocytogenes 
diretamente marcadas com peroxidase de rabano-silvestre e um sistema de detecgao colorimetrico. O teste leva 2 horas apos uma 
etapa de enriquecimento em caldo de 40 a 48 horas. Em uma avaliagao comparativa dos ensaios AccuPROBE® e Gene-Trak® para 
a identificagao de L. monocytogenes a partir de meios semeados, todos os 86 isolados de L. monocytogenes foram corretamente 
identificados, enquanto 121 isolados de outras especies de Listeria foram negativos em ambos os ensaios de hibridizagao. 101 

Dispoe-se tambem de kits para a rapida detecgao de L. monocytogenes em alimentos e amostras do meio ambiente. Esses testes 
sao realizados em aliquotas de caldo de enriquecimento semeadas com amostras de alimento ou do meio ambiente e incubadas por 
24 a 48 horas. O Reveal® Listeria (NeoGen, Lansing, MI) e um ensaio de fluxo lateral, capaz de detectar 10 6 UFC/mC de Listeria 
depois de uma incubagao durante a noite. Uma avaliagao do ensaio Reveal® em comparagao com metodos de referenda constatou 
que esse teste apresenta uma sensibilidade de 85,9% depois de 27 horas de enriquecimento e sensibilidade de 97,1% depois de 30 
horas de enriquecimento. 26 O ensaio Reveal® superou os metodos de cultura de referencia para a detecgao de especies de Listeria 
em superficies, como ago inoxidavel, plastico e ferro fundido e demonstrou ser equivalente aos procedimentos de cultura de 
referencia para superficies de azulejo de ceramica e concreto. A NeoGen tambem fabrica a GeneSequence®, que utiliza a tecnologia 
molecular em um formato de microtitulagao para a detecgao de Listeria e outros patogenos presentes em alimentos. Nesse ensaio, 
uma aliquota da cultura de enriquecimento e colocada em um tubo de ensaio, adiciona-se um reagente para lise, e uma porgao da 
amostra lisada e transferida para uma microcavidade, com adigao dos reagentes da sonda. Os reagentes da sonda consistent em uma 
sonda de captura de oligonucleotldios especifica para sequencias de rRNA do microrganismo-alvo e marcada na extremidade 3' com 
acido polidesoxiadenilico (poli dA) e uma sonda detectora de oligonucleotldios, tambem especifica para sequencias do rRNA do 
microrganismo-alvo, que e marcada na extremidade 5' com peroxidase de rabano-silvestre (HRP). A bandeja e entao incubada por 1 
hora. Na presenga de rRNA-alvo na amostra, ambas as sondas hibridizam com suas sequencias complementares na molecula-alvo, e 
o complexo resultante e capturado na fase solida recoberta com acido polidesoxitimidilico (poli dT) (complementar a porgao poli dA 
da sonda de captura). A sonda nao ligada e entao removida, e acrescenta-se um substrato da HRP. Depois de outro periodo de 



incubagao, adiciona-se uma solugao de paragem, e os resultados sao determinados por espectrofotometria. A sensibilidade desse 
ensaio, em comparagao com procedimentos de referenda do USDA-FSIS (US Department of Agriculture-Food Safety and 
Inspection Service), ultrapassa 90%, com especificidade de mais de 99%. 25 

Sensibilidade a agentes antimicrobianos e tratamento das infec£6es causadas por Listeria 

Com excegao daquelas mulheres que dao a luz lactentes com doenga de inicio precoce, a infecgao por L. monocytogenes e 
habitualmente fatal se nao for tratada. Em geral, L. monocytogenes mostra-se sensivel a penicilina, a ampicilina, aos 
aminoglicosidios, a eritromicina, a tetraciclina, ao sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) e ao imipenem. 721 As cefalosporinas (de 
primeira, segunda e terceira geragSes) e as fluoroquinolonas nao sao ativas contra L. monocytogenes. 317 ’ 506 A ampicilina e 
considerada a terapia de escolha, porem a pratica padrao inclui a adigao de gentamicina ao esquema de ampicilina para a 
bacteriemia, a endocardite, a meningite e pacientes imunocomprometidos. 5061 ’ 92 Para pacientes com alergia a penicilina, acredita-se 
que o SXT, com ou sem rifampicina, constitui o melhor agente alternative para o tratamento das infeegoes causadas por L. 
monocytogenes. 747 Em um estudo retrospectivo, foi tambem constatado que a amoxicilina com SXT e tao efetiva quanto a 
ampicilina com gentamicina. 74 ' Os pacientes devem ser tratados durante pelo menos 3 semanas ou mais, dependendo de seu estado 
imunologico e da resposta clinica. Os pacientes com doenga avangada pelo HIV podem necessitar de terapia permanente, de modo a 
evitar a ocorrencia de recidivas. E interessante assinalar que o uso de SXT como agente profilatico para a infecgao por Pneumocystis 
jirovecii em pacientes HIV-positivos pode ser parcialmente responsavel pela protegao desses individuos contra infeegoes por 
Listeria , embora diretrizes dieteticas amplamente divulgadas tambem possam ter tido algum impacto sobre a incidencia da doenga 
nessa populagao. As cefalosporinas, a eritromicina e as tetraciclinas nao tern nenhuma utilidade no tratamento das infeegoes por L. 
monocytogenes, e foram relatadas taxas elevadas de resistencia a clindamicina, em um grande centro de cancer. 968 A vancomicina e 
um agente terapeutico apropriado para a bacteriemia primaria por L. monocytogenes, porem ela nao atravessa a barreira 
hematencefalica de modo suficientemente adequado para ter qualquer utilidade no tratamento da meningite. Nunca foi relatada 
nenhuma resistencia de alto nivel de ocorrencia natural a vancomicina entre os microrganismos do genero Listeria, porem os genes 
vanA, genes que codificam a resistencia a vancomicina em Enterococcus faecium (VRE; do ingles, vancomycin-resistant 
Enterococcus), foram transferidos para L. monocytogenes e quatro outras especies de Listeria no laboratorio de pesquisa. 1 " 6 

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicou um padrao para o teste de sensibilidade de L. monocytogenes a 
antimicrobianos de microdiluigao em caldo. 214 O meio empregado para o teste e o caldo de Mueller-Hinton ajustado com cations 
com sangue de cavalo lisado (2,5 a 5% v/v). O inoculo e uma suspensao direta de colonia equivalente a um padrao de turvagao de 
McFarland de 0,5. A incubagao e realizada a 35°C no ar ambiente, durante 20 a 24 horas. Os pontos de corte estao apenas 
disponiveis para a penicilina, a ampicilina e o SXT. Para a penicilina e a ampicilina, apenas uma categoria sensivel e definida, visto 
que a resistencia de L. monocytogenes a esses agentes nao foi descrita; entretanto, dispoe-se de pontos de quebra para definigao das 
categorias de sensibilidade, intermediaria e resistencia para o SXT. Para penicilina e ampicilina, os isolados de L. monocytogenes 
apresentam concentragSes inibitorias minimas (CIM) < 2 pg/m I . Os isolados que sao sensiveis ao SXT apresentam CIM < 0,5/9,5 
pg/m£, enquanto os isolados que sao resistentes terao uma CIM > 4/76 pg/m C. As cepas com CIM 1/19 a 2/38 pg/m C sao 
consideradas de sensibilidade intermediaria ao SXT. 

Patogenicidade de outras especies de Listeria 

Em modelos tanto murino quanto de cultura de tecido, apenas L. monocytogenes e L. ivanovii demonstram propriedades 
patogenicas, enquanto as outras especies do genero sao consideradas nao patogenicas. Gouin et a/. 42 ' demonstraram que o grupo de 
genes associado a virulencia de L. monocytogenes tambem e encontrado em L. ivanovii e L. seeligeri. Embora tanto L. 
monocytogenes quanto L. ivanovii sejam capazes de invadir celulas de mamiferos em cultura de tecido e disseminar-se de uma 
celula para outra, essa ultima especie carece da citotoxina associada a L. monocytogenes, sugerindo que a ausencia de citotoxina 
pode ser responsavel pela menor virulencia de L. ivanovii. 511 Em 1994, Cummins et air 45 isolaram L. ivanovii de hemoculturas de 
um paciente com AIDS complicada por linfoma nao Hodgkin. Lessing et al 669 tambem isolaram L. ivanovii de uma hemocultura de 
usuario de drogas intravenosas e alcoolico de 26 anos de idade. Em 2010, L. ivanovii foi isolada do sangue de um homem de 55 
anos de idade com historia de transplante renal e hepatite C. O mesmo microrganismo foi isolado de uma amostra de fezes diarreicas 
do paciente. 430 Em 2003, L. innocua foi descrita pela primeira vez como causa de bacteriemia fatal em um paciente 
imunocompetente de 62 anos de idade que apresentava colangite e choque septico. 81 ” O microrganismo foi identificado por metodos 
convencionais e confirmado pelo API® Listeria e pelo sequenciamento do rDNA 16S. L. grayi tambem foi isolada de amostras 
clinicas humanas em dois casos. No primeiro, L. grayi foi isolada de dois conjuntos de hemoculturas de uma mulher de 20 anos de 
idade com recidiva de leucemia de celulas T que estava sendo condicionada para receber um transplante de celulas-tronco 
alogenicas do sangue periferico. 970 O isolado mostrou-se resistente a vancomicina (CIM de > 32 pg/m I ) e sensivel a ampicilina 
(CIM de 0,5 pg/mC). No segundo caso, L. grayi foi isolada de um de dois conjuntos de hemoculturas de um receptor de transplante 
cardiaco de 57 anos de idade. 899 


Especies de Erysipelothrix 
Taxonomia do genero Erysipelothrix 


O genero Erysipelothrix inclui tres especies de bacilos gram-positivos catalase-negativos e e classificado no filo Firmicutes, na 
classe Mollicutes (Boxe 14.1). Dentro dessa classe, as ordens I a IV incluem os micoplasmas e microrganismos relacionados, 
enquanto a ordem V ( incertae sedis) inclui os generos Erysipelothrix e Holdemania na familia proposta Erysipelotrichaceae. 1155 As 
cepas de Erysipelothrix podem ser subdivididas em sorotipos, sendo o sorotipo 26 o mais recentemente descrito. Representam 
tambem algumas cepas, denominadas “cepas N”, que nao induzem a produgao em coelhos de qualquer anticorpo precipitante contra 
extratos termoestaveis homologos ou heterologos. Os estudos de hibridizagao DNA-DNA realizados com esses varios sorotipos 
indicaram que o genero Erysipelotrix e constituido de duas especies: E. rhusiopathiae (composto dos sorotipos 1, 2, 4 a 6, 8, 9, 11, 
12, 15 a 17, 19, 21 e do tipo N) e E. tonsillarum (composto dos sorotipos 3, 7, 10, 14, 20, 22 e 23). 1079,1080 As cepas que representam 
o primeiro grupo de sorotipos exibem mais de 73% de hibridizagao com a cepa tipo de E. rhusiopathiae , porem menos de 24% de 
hibridizagao com a cepa tipo E. tonsillarum. 10811 Por outro lado, as cepas que pertencem ao segundo grupo de sorotipos exibem mais 
de 66% de hibridizagao com a cepa tipo E. tonsillarum e menos de 27% com a cepa tipo E. rhusiopathiae . loso Os isolados de E. 
tonsillarum sao fenotipicamente identicos a E. rhusiopathiae, exceto que a primeira especie tem a capacidade de fermentar a 
sacarose, e as cepas de E. tonsillarum nao sao patogenicas para suinos 1081 (Tabela 14.3). Os estudos dos genes do rRNA 16S de E. 
rhusiopathiae e E. tonsillarum mostraram que as sequencias de nucleotidios exibem uma concordancia de 99,8%, havendo apenas 
uma diferenga de tres nucleotidios entre as duas sequencias. 391 ’ Dois sorotipos (13 e 18) sao distintos dos outros por hibridizagao do 
DNA e podem representar especies genomicas distintas inominadas. E. tonsillarum foi isolado do tecido tonsilar de suinos e do 
sangue de caes com endocardite, porem nao foi isolado de infecgoes humanas. 1079,1080,1082 As cepas que pertencem ao mesmo 
sorotipo sao geneticamente diversas, conforme demonstrado por ribotipagem, analise de DNA polimorfico amplificado 
randomicamente (RAPD; do ingles, random amplified polymorphic DNA), analise de polimorfismo de comprimento de fragmentos 
amplificado (AFLP; do ingles, amplified fragment length polymorphism), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE; do ingles, 
pulsed-field gel electrophoresis) e sequenciamento de nucleotidios de uma regiao hipervariavel do gene 17,241,242,792,815,816,826 A 
PFGE parece ser mais sensivel e discriminatory do que o RAPD ou a ribotipagem e e considerada o metodo de escolha para estudos 
epidemiologicos. 826 Em 2004, uma terceira especie de Erysipelothrix foi isolada como contaminante de um meio de caldo vegetal 
filtrado “esteril” preparado para fabricagao farmaceutica. Essa nova especie foi denominada Erysipelothrix inopinata . 1155 

Importancia clinica de E. rhusiopathiae 

E. rhusiopathiae encontra-se amplamente distribuido pela natureza, onde e encontrado em varias especies de animais, 
principalmente em suinos. E tambem encontrado em peixes, aves, moluscos e outros mamiferos silvestres e domesticos. 345,1081 O 
microrganismo tambem e comumente encontrado na materia organica em decomposigao e pode ser isolado do solo. Nos suinos, o 
microrganismo e responsavel pela doenga de importancia economica conhecida como erisipela, todavia, pode causar doenga 
significativa em outras especies de animais silvestres e domesticados. A erisipela de suinos resulta da ingestao de alimento e agua 
contaminados. Os microrganismos multiplicam-se nas tonsilas e nos tecidos linfoides do intestino e tem acesso a corrente sanguinea. 
A erisipela em suinos pode ter uma apresentagao aguda, subaguda e cronica. A infecgao aguda manifesta-se com septicemia 
generalizada dentro de 24 horas apos o inicio da infecgao. Alem disso, podem-se observar lesoes cutaneas (p. ex., eritema, lesoes 
vesiculares, necrose). A infecgao subaguda manifesta-se na forma de lesdes cutaneas, que se desenvolvem no decorrer de poucos 
dias. A tumefagao dos tecidos resulta em lesdes cutaneas de coloragao rosa a vermelha, que se superpoem e acometem a maior parte 
da superficie cutanea. As lesdes podem cicatrizar e descamar, ou podem evoluir em lesdes septicemicas que fmalmente levam a 
morte. Dispoe-se de uma vacina de E. rhusiopathiae vivo atenuado para imunizagao de suinos (Suvaxyn® E-Oral, Fort Dodge 
Animal Flealth, Nova Zelandia), que parece ser segura e proporcionar protegao contra a doenga. 799 E. rhusiopathiae tambem e 
patogenico para ovinos, cordeiros, muitas especies de aves silvestres e domesticas e, raramente, para bovinos. Nos cordeiros, ovinos 
e bovinos, esse microrganismo causa poliartrite, porem raramente leva a morte. As infecgoes em aves ocorrem mais frequentemente 
em perus, mas podem acometer frangos, patos, gansos, galinaceos, pombos, papagaios e codornas. Nas aves, E. rhusiopathiae 
provoca lesdes hemorragicas no tecido muscular, com desenvolvimento subsequente de doenga diarreica fatal. Em geral, os seres 
humanos adquirem o microrganismo por meio de contato com os tecidos de animais ou produtos animais infectados, e a maioria das 
infecgoes ocorre por meio de arranhadura da pele ou feridas por pungao. A infecgao limita-se habitualmente, mas nem sempre, a 
individuos que possuem certas ocupagoes, como agougueiros, veterinarios, trabalhadores em abatedouros, fazendeiros e 
Pescadores. 1179 


Tabela 14.3 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Erysipelothrix. 


Teste 

E. rhusiopathiae 

E. tonsillarum 

E. inopinata 

HEMSBA 

Nenhuma, a 

Nenhuma, a 

Nenhuma, a 

CAT 

- 

- 

- 

H 2 S kia 

+ 

- 

- 

no 3 

+ 

+ 

Dl 

VP 

+ 

+ 

- 



PAL 


+ 


P-GLI - + + 

(5-GUR - - 

Product) deacido a partirde: 

GLI + + + 

MAL - 

SAC + 

LAC + 

MNTL - - 

SBTL - - 

TRE + 

Hidrolise de: 

STA - 

GEL - 

CAS - 

Sorotipos induidos" 1 a, 1 b, 2a, 2b, 4-6,8,9,11,12,15-17,19, 3,7,10,14,20,22,23 

21, tipo N 

a Os sorotipos 13 e 18 sao distintos dos outros por hibridizagao do DNA e podem representar outra especie genomica. 

HEM SBA = hemolise em SBA; CAT = catalase; H 2 S KIA = produgao de sulfeto de hidrogenio em KIA; N0 3 = redugao do nitrato a nitrito; VP = 
Voges-Proskauer (produgao de acetoina); PAL = fosfatase alcalina; p-GLI = (3-glicosidase; (3-GUR = (3-glicuronidase; GLI = glicose; MAL = 
maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; TRE = trealose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; STA = amido; GEL = gelatina; CAS = caseina. 

Nos seres humanos, E. rhusiopathiae pode causar infecgao cutanea localizada leve, infecgao cutanea generalizada ou septicemia, 
que frequentemente esta associada a endocardite. 944 O erisipeloide, a forma mais comum de infecgao, desenvolve-se apos 
inoculagao cutanea do microrganismo e acomete habitualmente os dedos das maos ou as proprias maos. 1154 As lesoes aparecem 
dentro de 2 a 7 dias apos a aquisigao do microrganismo e caracterizam-se por uma borda elevada, violacea, eritematosa com area 
central palida. Normalmente, ocorrem dor latejante localizada, prurido, edema e eritema violaceo, que pode se disseminar para o 
punho e o antebrago. Pode haver linfadenopatia, febre e dor articular. Em geral, o erisipeloide regride em poucas semanas sem 
terapia sistemica. O erisipeloide pode evoluir para uma infecgao cutanea mais generalizada, com o aparecimento de lesoes distantes 
do local de inoculagao inicial. A febre, a dor articular, a artrite franca e o desenvolvimento de lesdes bolhosas, juntamente com 
linfadenite regional ou linfangite, tambem podem constituir parte dessa infecgao cutanea generalizada. Como o microrganismo se 
localiza nas regioes perivasculares da derme, sao necessarias amostras de biopsia da borda da lesao para isolar o microrganismo de 
infecgoes localizadas. 

A infecgao sistemica ocorre raramente e caracteriza-se por sepse e bacteriemia. 10,4 11179 Nesses pacientes, a endocardite por E. 
rhusiopathiae (particularmente do lado esquerdo) e comum, provoca extensa lesao das valvas cardiacas e tecidos cardiacos sadios e 
apresenta uma elevada taxa de mortalidade. 1 ” Foram relatados casos de endocardite de valva nativa e endocardite de protese valvar 
(incluindo proteses valvares de Starr-Edwards e xenoenxerto sumo) causadas por E. rhusiopathiae . 4S1 A endocardite de valva nativa 
causada por E. rhusiopathiae habitualmente exige substituigao da valva, juntamente com quimioterapia antimicrobiana para 
tratamento e cura. Com frequencia, os individuos com infecgao sistemica nao tern historia pregressa de infecgao cutanea 
primaria. 11 ” Os pacientes com comprometimento sistemico habitualmente sao debilitados em consequencia da terapia 
imunossupressora (p. ex., administragao de corticosteroides) ou de disturbios debilitantes, que resultam em estados de 
imunocomprometimento, como cancer, diabetes melito, alcoolismo ou LES. 111(17 Foi tambem relatada a ocorrencia de doenga 
multissistemica, manifestada por choque e insuflciencia renal, particularmente entre pacientes com endocardite. 40x As complicagSes 
e as manifestagoes incomuns da bacteriemia e endocardite por E. rhusiopathiae consistem em hipertensao prolongada, abscessos 
paravalvares e do miocardio, artrite septica, endoftalmite endogena, fasciite necrosante e infartos cerebrais. 47 "' 07 ’ 502 ’ 611,954 ’ 1019,1070 
Recentemente, E. rhusiopathiae foi isolado de infecgoes de artroplastias totais de quadril e de joelho, exigindo revisao total de 
ambos os implantes. 1114,1117 Um dos pacientes trabalhava em uma fabrica de curtume, onde manipulava peles de suinos, bovinos e 
veados e sofria frequentes cortes e abrasSes nas maos. 1114 O segundo paciente nao tinha nenhuma exposigao direta a animais 
silvestres, porem tinha um cao que usava para cagar e frequentemente carregava animais silvestres na boca. 1117 Em 2010, E. 
rhusipathiae foi descrito como causa de abscesso abdominal em um paciente com historia recente de duodenocefalopancreatectomia 



para adenocarcinoma da parte distal do ducto biliar. 326 Esse microrganismo raramente e isolado do SNC, porem dois relatos, um 
deles em 2007 e o outro em 2011, documentaram a ocorrencia de meningite em dois pacientes, nenhum dos quais teve qualquer 
exposigao conhecida a animais. 558,595 Em um caso, o paciente apresentou cefaleia cronica de 2 meses de duragao e, 
subsequentemente, desenvolveu hidrocefalia, exigindo a colocagao de uma derivagao ventriculoperitoneal. E rhusiopathiae foi 
isolado do LCR. 95 No segundo caso, o inicio de sinais e sintomas meningeos foi agudo. 558 Embora o microrganismo nao tenha 
crescido a partir do LCR, a celularidade do LCR e a ressonancia magnetica (RM) mostraram isquemia cronica na substancia branca 
cerebral, sem nenhuma indicagao de infarto ou hemorragia. A ecocardiografia revelou insuficiencia mitral grave compativel com 
endocardite infecciosa, e E. rhusiopathiae foi isolado de hemoculturas. Em 2012, pneumonia por E. rhusiopathiae foi diagnosticada 
em um homem imunocompetente que trabalhava em curral e passava a maior parte do tempo alimentando o gado. 74< ’ E. 
rhusiopathiae tambem foi documentado como causa rara de peritonite em pacientes em CAPD. 160,472,1012 

Isolamento e identificagao de E. rhusiopathiae 

E. rhusiopathiae pode ser isolado de amostras de biopsia de lesdes erisipeloides e de hemoculturas. A amostra de escolha para 
isolamento do microrganismo de lesoes cutaneas consiste em aspirado obtido por injegao e a aspiragao de soro fisiologico esteril da 
borda em expansao da celulite ou de biopsia por pungao da mesma area. O microrganismo cresce bem em meios de hemocultura 
disponiveis no comercio. Em SBA, E. rhusiopathiae forma pequenas colonias (0,1 a 0,5 mm de diametro), circulares, convexas e 
lisas. Pode-se observar uma reagao alfa-hemolitica fraca no meio, particularmente em areas onde o crescimento e mais confluente 
(Prancha 14.1 H). Nos esfregagos corados pelo Gram, os microrganismos aparecem como bacilos delgados; alem disso, podem-se 
observar cadeias de bacilos nao ramificados, e as celulas bacterianas individuais podem ser retas ou ligeiramente curvadas (Prancha 
14.1 G). E. rhusiopathiae e catalase-negativo e imovel (Tabela 14.3). A propriedade de maior utilidade para a identificagao desse 
microrganismo consiste na produgao de H 2 S no fundo de um agar TSI ou em meio inclinado de agar-ferro de Kligler (KIA; do 
ingles, Kligler iron agar) (ver Prancha 14.2 A). Se nao for investigada a produgao de H 2 S nos isolados suspeitos, pode resultar na 
identificagao incorreta desses microrganismos, como especies de Lactobacillus . 297 Um meio KIA inclinado adequadamente semeado 
em estria na superflcie e em profundidade (base) ira revelar uma superflcie inclinada acida e base acida, em virtude da produgao de 
acido a partir da glicose e da lactose; pode-se observar a presenga de H 2 S em todo a profundidade ou apenas ao longo da linha da 
estria no fundo do tubo. Essa reagao ajuda a diferenciar E. rhusiopathiae de outros bacilos catalase-negativos, como 
Arcanobacterium haemolyticum; esta ultima especie tambem e beta-hemolitica em meio SBA. Reagao catalase-negativa, ausencia 
de hemolise ou ocorrencia de a-hemolise fraca em SBA e a produgao de H 2 S em agar KIA ou TSI tambem ajudam a diferenciar E. 
rhusiopathiae de L. monocytogenes. A semeadura reta na profundidade de um tubo de agar gelatina com alga em forma de agulha, a 
22°C, resulta na produgao de crescimento em “escova de garrafa” ou “limpador de cachimbo”, em que os microrganismos crescem 
em linhas retas perpendiculares a inoculagao reta, produzindo a aparencia de “cerdas”. 

E. rhusiopathiae e um fermentador fraco, produzindo acido a partir de glicose, galactose, frutose, lactose, maltose e A-acetil- 
glicosamina. Nao ha produgao de acido a partir de glicerol, arabinose, xilose, adonitol, inositol, manitol, sorbitol, amigdalina, 
melibiose, trealose, celobiose, inulina, melezitose, rafmose e glicogenio. Nao ha produgao de acetoina e indol, e o nitrato nao e 
reduzido a nitrito. E. rhusiopathiae esta incluido no banco de dados de ambos os sistemas de identificagao API® Coryne e RapID® 
CB-Plus. Os isolados de E. tonsillarum sao fenotipicamente identicos a E. rhusiopathiae, exceto que a primeira especie tambem 
produz acido a partir da sacarose. A Tabela 14.3 fomece as caracteristicas bioquimicas para a identificagao das especies de 
Erysipelothrix. Foram desenvolvidos metodos moleculares rapidos, incluindo abordagens com reagao da cadeia da polimerase 
(PCR; do ingles, polymerase chain reaction) em tempo real, para a detecgao de E. rhusiopathiae e para a diferenciagao de E. 
rhusiopathiae e E. tonsillarum em amostras animais. 837,1221 

Sensibilidade de E. rhusiopathiae a agentes antimicrobianos 

Em geral, as cepas de E. rhusiopathiae sao sensiveis a penicilina, as cefalosporinas, ao imipenem, a piperacilina e ao 
ciprofloxacino. 343,345 De consideravel importancia terapeutica e o fato de as cepas de E. rhusiopathiae demonstrarem resistencia 
intrinseca a vancomicina, teicoplanina e outros farmacos glicopeptidicos.’ 4, A CIM para a vancomicina e, em geral, > 64 pg/mt. 343 
Foi constatado que a penicilina, a amoxicilina-clavulanato, o imipenem e as fluoroquinolonas constituem os agentes mais ativos 
contra esse microrganismo. 746 Em um estudo de 60 isolados de infecgoes de animais e seres humanos, as CIM50 e CIM90 foram 
ambas de 0,03 pg/mC para a penicilina, de 0,06 pg/mC para o ciprofloxacino, e de 0,06 pg/mC e 0,125 pg/mf, respectivamente, para 
a ceftriaxona. 343 Algumas cepas podem apresentar valores elevados de CIM ou podem ser resistentes a clindamicina, eritromicina, 
tetraciclina, SXT, fluoroquinolonas e gentamicina. Em um estudo de sensibilidade a agentes antimicrobianos de 149 cepas de E. 
rhusiopathiae isoladas de tecidos suinos no Japao, 37,6% demonstraram resistencia a eritromicina, 2,7% foram resistentes a 
lincomicina, 12,1% foram resistentes ao ofloxacino e 12,8% apresentaram resistencia ao enrofloxacino (uma fluoroquinolona usada 
em medicina veterinaria). 206 A daptomicina e a linezolida tambem possuem excelente atividade contra esse microrganismo. 826,871 Ate 
mesmo com terapia antimicrobiana apropriada, a taxa de mortalidade associada a doenga disseminada pode alcangar 35 a 40%. Essa 
elevada taxa de mortalidade e atribuivel, em grande parte, a complicagoes que resultam da endocardite. Casos de infecgao cutanea 
em seres humanos podem ser tratados de modo efetivo com penicilina oral; todavia, a doenga grave exige o uso de penicilina G, 12 
a 20 milhoes de unidades/dia durante 10 a 14 dias. 

Em 2010, o CLSI publicou um padrao aprovado para teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos com microdiluigao em 
caldo para E. rhusiopathiae. 214 Os criterios de interpretagao baseiam-se em um conjunto de padrSes anterior/atualmente publicados 


para teste de sensibilidade dos estafilococos e estreptococos. O meio empregado consiste em caldo de Mueller-Hinton suplementado 
com cations com sangue de cavalo lisado (2,5% a 5% v/v), com inoculo obtido de uma suspensao direta de colonias equivalente a 
um padrao de turvagao de McFarland de 0,5. Os testes sao incubados a 35°C em ar ambiente durante 20 a 24 horas. Dispoe-se 
apenas de pontos de corte de sensibilidade para penicilinas, cefalosporinas, carbapenemicos e fluoroquinolonas, enquanto os pontos 
de corte de sensibilidade e resistencia foram publicados para clindamicina e eritromicina. A vancomina nao precisa ser testada, 
devido a resistencia intrinseca. Em seu documento, o CLSI assinala a importancia da identificagao rapida e correta do 
microrganismo, em virtude de sua associagao a endocardite complicada e resistencia a vancomicina, que e frequentemente usada 
como farmaco de primeira linha para a terapia antimicrobiana empirica. 

Especies de Bacillus e generos relacionados 
Taxonomia e analise taxonomica do genero Bacillus 

O genero Bacillus compreende um grande grupo de bacilos gram-positivos aerobios e facultativos, catalase-positivos, que se 
caracterizam pela capacidade de formar esporos em condigoes aerobias (ver Prancha 14.2 B). Como a descrigao do genero Bacillus 
colocava uma enfase particular na formagao de endosporos como criterio taxonomico, um conjunto extremamente diverso de 
especies foi incluido nesse genero durante varias decadas. Mesmo com esses criterios, a forma dos endosporos (i. e., esfericos, 
ovais, elipsoidais, cilindricos), a localizagao dos esporos dentro da celula (i. e., central, subterminal, terminal) e as alteragdes da 
morfologia celular induzidas pelos esporos ( i. e., celulas intumescidas ou nao intumescidas pela presenga de esporos intracelulares) 
tambem foram usadas como descritores taxonomicos. Ate recentemente, os membros do genero Bacillus incluiam microrganismos 
aerobios e facultativos, que tambem eram acidofilos, alcalifilos, psicrofilos, mesofilos e termofilos, refletindo o seu crescimento e 
metabolismo em uma ampla faixa de temperaturas e pH. Algumas especies sao capazes de metabolizar uma ampla variedade de 
fontes de carbono, incluindo metanol, celulose e quitina. Observa-se tambem variagao significativa nos aminoacidos que formam as 
ligagdes cruzadas dentro do peptidoglicano da parede celular. Em nivel genetico, a diversidade dentro do genero e exemplificada 
pelo conteudo de G+C, que varia de 33 mol% a 69 mol%. Essa heterogeneidade genetica e incompativel com a inclusao de um 
unico genero, conforme descrito pelos atuais metodos de taxonomia das bacterias. De modo nao surpreendente, os estudos de 
sequenciamento do rRNA 16S demonstraram que o “genero Bacillus” existente era filogeneticamente heterogeneo, com 
representagao de pelo menos oito linhagens fileticas altamente divergentes. Os bacilos aerobios e facultativos formadores de esporos 
sao agora incluidos em tres familias: a familia Bacillaceae, a familia Paenibacillaceae e a familia “Alicyclobacillaceae”, todas as 
quais pertencem a ordem Bacillales, classe “Bacilli” no filo Firmicutes. 695 A familia Bacillaceae inclui o genero Bacillus e pelo 
menos 18 outros generos, dos quais a maioria consiste em especies ambientais. A familia Paenibacillaceae inclui o genero 
Paenibacillus e pelo menos 6 outros generos. Os membros do genero Paenibacillus sao bacilos facultativos anaerobios e formadores 
de esporos, que produzem esporangios intumescidos e apresentam conteudo de G+C que varia de 45 mol% a 54 mol%. 51,1008 
Atualmente, existem mais de 60 especies no genero Paenibacillus, e algumas delas foram isoladas de amostras clinicas humanas. A 
familia '‘Alicyclobacillaceae” inclui especies que sao termofilos acidofilicos, contendo acidos graxos singulares de ciclo- 
heptano/ciclo-hexano na membrana celular. A familia “Sporolactobacillaceae” e composta de tres generos de bacilos anaerobios, 
moveis, formadores de endosporos e produtores de acido lactico ( Sporolactobacillus, Sinobaca e Tuberibacillus), que tambem e 
classificada no filo Firmicutes. 

O genero Bacillus sensu stricto e composto de bacilos gram-positivos aerobios que produzem endosporos em condigoes 
aerobias. No momenta atual, o genero contem mais de 269 especies. Com raras excegoes, todas as especies do genero sao 
mesofilicas e aerobias ou facultativas. O principal patageno desse grupo e Bacillus anthracis, o agente etiologico do antraz. Esses 
microrganismos sao catalase-positivos, e, com a excegao de B. anthracis e B. mycoides, muitas outras especies sao moveis e 
possuem flagelos peritriquios (antigenos H). As especies de Bacillus nao anthracis sao, em sua maioria, ubiquas no meio ambiente 
(poeira, solo, agua e materials de origem vegetal e animal), e algumas especies sao patagenos reconhecidos de animais e insetos. 
Algumas especies de Bacillus sao utilizadas na fabricagao e produgao de antibioticos e vitaminas, em bioensaios e como 
microrganismos indicadores no monitoramento da eficacia de desinfetantes e procedimentos de esterilizagao (p. ex., autoclavagem, 
esterilizagao pelo calor e pela radiagao). Varias especies incluidas nesse grupo, particularmente B. cereus, estao sendo cada vez mais 
reconhecidas pelo seu potencial de causar infecgoes humanas significativas, particularmente entre hospedeiros 
imunocomprometidos. B. anthracis pertence ao “grupo B. cereus”, que inclui oito especies estreitamente relacionadas: B. anthracis, 
B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. gaemokensis e B. maliponensis. 562,564 ’ 641 ’ 192 
O grupo B. cereus pode ser ainda dividido em tres clades distintas. 2 19 B. anthracis e restrito a clade 1, juntamente com cepas de B. 
cereus virulentas, produtoras de toxina emetica. 1056 Outras cepas patogenicas de B. cereus sao classificadas na clade 2, juntamente 
com a maioria das cepas de B. thuringiensis, e, por fim, a clade 3 inclui B. mycoides, B. pseudomycoides e B. weihenstephanensis. B. 
anthracis, B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides compartilham um alto grau de semelhanga genetica com base na hibridizagao do 
DNA-DNA e comparagdes do rRNA e do rDNA nas regioes 16S, 23S e na regiao intergenica 16S a 23S. 48-50 Alguns pesquisadores 
ate mesmo sugeriram que esses microrganismos deveriam ser considerados como uma unica especie, com base na analise de 
sequencia genica e estudos de eletroforese enzimatica multilocus. 641 B. cereus e um microrganismo mesofilico onipresente no meio 
ambiente como saprofita do solo em alimentos de origem vegetal e animal. B. cereus tambem constitui uma causa de intoxicagao 
alimentar e, nesse aspecto, representa um serio problema para a industria alimentar. Esse microrganismo tambem pode causar 
infecgoes oportunistas localizadas e sistemicas em hospedeiros imunocomprometidos, em usuarios de substancias intravenosas e em 


recem-nascidos, bem como ceratite (ver seqao adiante sobre B. cereus). As analises genotipicas de cepas de B. cereus e B. 
thuringiensis do meio ambiente, de animais e de seres humanos demonstraram uma grande diversidade dentro das especies e entre 
elas. 1M B. thuringiensis e um patogeno de insetos, que constitui uma rara causa de infec 9 oes oportunistas e intoxicaqao alimentar em 
animais e em seres humanos. Durante a esporulaqao, esse microrganismo forma cristais paraesporais compostos de proteinas 
inseticidas, denominadas Cry proteinas. Essas proteinas possuem pesos moleculares de 40 a 140 kDa e sao toxicas para varias 
ordens de insetos, incluindo membros dos Coleoptera (besouros), Diptera (mosquitos) e Lepidoptera (larvas de borboleta e 
mariposa). Os genes para essas toxinas estao localizados em grandes plasmidios transmissiveis. Varios outros produtos 
extracelulares de B. thuringiensis, como proteinas Vip e (3-exotoxina, tambem sao potentes inseticidas. Todos esses inseticidas sao 
purificados, fabricados, testados quanto a sua seguranqa e investigados quanto ao impacto ambiental para que possam ser 
licenciados e comercializados. Os produtos de B. thuringiensis respondent por cerca de 90% do mercado mundial de agentes 
microbianos para controle de pragas. B. mycoides e uma especie imovel que forma colonias rizoidais em agar. Durante muitos anos, 
B. mycoides foi considerado uma variante de B. cereus, porem constituent taxons geneticamente distintos. 794 Estudos de DNA e 
analise quimiotaxonomica de acidos graxos de celulas integrals delinearam uma nova especie dentro de “B. mycoides ”, resultando 
na especie B. pseudornycoides. 1 ’ ' B. weihenstephanensis esta estreitamente relacionado com B. cereus e inclui cepas principalmente 
psicrotolerantes, que crescem a 4° a 7°C, mas nao a 43°C. ( ' 4 B. gaemokensis e B. manliponensis sao novos membros do grupo B. 
cereus, que foram isolados do sedimento de zonas de entremare de Gaemok Harbor e Manlipo Beach, ambas localizadas na regiao 
litoranea do mar Amarelo na Republica da Coreia. 563,564 

Bacillus anthracis 

Epidemiologia do antraz. O antraz, a doen 9 a classica causada pelo B. anthracis, e principalmente uma doen 9 a de mamiferos 
herbivoros silvestres e domesticos, incluindo bovinos, ovinos, caprinos, bisao, antilope e veado. Os microrganismos existem na 
forma de esporo e como bacilo gram-positivo grande na forma vegetativa com replicaqao ativa. Os esporos sao formas dormentes 
que sao encontradas no solo, particularmente em climas mais quentes e umidos. 294 Os animais ingerem os esporos durante a 
pastagem em vegeta 9 ao contaminada. A doenqa nos animais aparece habitualmente dentro de 3 a 7 dias apos a exposiqao aos 
esporos. Os animais desenvolvem habitualmente uma doenqa sistemica fulminante, com edema, hemorragia, secreqoes 
hemorragicas dos orificios corporais e necrose. 531 Nos animais infectados, as bacterias sao liberadas no sangue e em outros liquidos 
corporais, e, subsequentemente, os microrganismos sofrem esporulaqao e contaminant o solo e a agua, onde podem permanecer 
viaveis por varias decadas. Devido a essa capacidade de persistencia, os animais com suspeita de antraz devem ser incinerados apos 
a sua morte, de modo a prevenir a disseminaqao dos esporos. Na America do Norte, os surtos de antraz ocorrem habitualmente nos 
meses quentes e secos do verao. A desagregaqao do solo por ventos ou construqdes em regioes onde animais morreram pode resultar 
em maior disseminaqao dos esporos e casos adicionais da doenqa. Outros animais que se alimentam das carcaqas de animais mortos 
podem ajudar a disseminar tanto os bacilos vegetativos quanto os esporos, e os insetos picadores podem atuar como vetores 
mecanicos, disseminando os esporos na vegeta 9 ao apos alimentar-se nas carcaqas infectadas. 1124 O antraz e mais comum na America 
do Sul, America Central, Africa Subsaariana, Centro e Sudoeste da Asia e Europa Meridional e Oriental. 530,1127 Nos EUA, essa 
doenqa foi essencialmente erradicada em consequencia do uso disseminado de vacinas humanas e de animais efetivas desde o final 
da decada de 1930, dos avanpos nos procedimentos higienicos empregados nas fabricas de processamento de produtos animais e do 
maior uso de fibras sinteticas como altemativas do couro, da pele e dos pelos de animais. Entretanto, como os esporos de B. 
anthracis sao altamente resistentes a condi 9 oes ambientais adversas, e devido a extrema dificuldade em assegurar a erradicaqao 
efetiva do microrganismo de regioes anteriormente endemicas, deve-se manter um elevado indice de suspeita caso apareqa 
subitamente uma doenqa clinicamente compativel. Historicamente, o antraz e defmido, em geral, em termos de seu modo de 
aquisiqao. O antraz industrial refere-se a inocula 9 ao cutanea ou inalaqao de esporos do antraz por individuos que trabalham na 
limpeza e no processamento industrial de couro, la, pelos ou ossos contaminados de varios animais. 63 O antraz nao industrial 
refere-se a aquisiqao dos microrganismos por contato proximo com animais infectados ou suas carcaqas e tecidos. 63,182 Os individuos 
de risco nessa categoria incluem pessoas que trabalham em abatedouros, veterinarios, aqougueiros e rancheiros, sendo o antraz 
cutaneo a apresentaqao clinica mais comum. 

B. anthracis tambem foi explorado e desenvolvido como agente de arma biologica em varios paises, incluindo o Japao, a antiga 
Uniao Sovietica, a Inglaterra, o Iraque e os EUA. 926 Em 1992, os sovieticos admitiram o seu continuo empenho na pesquisa do 
antraz como arma de guerra nas decadas anteriores e divulgaram que, em 1979, a liberaqao acidental de esporos do antraz de um 
laboratorio militar sovietico, em Sverdlovsk, foi responsavel por mais de 77 casos de antraz por inala 9 ao, com mais de 66 
mortes. 183,184,748 O potencial de bioterrorismo associado a B. anthracis passou a constituir um alvo intenso nos EUA durante os 
ultimos 4 meses de 2001, quando esporos de B. anthracis foram enviados em cartas e pacotes pelo serviqo postal dos EUA para 
localidades da parte continental dos EUA. 183,184 Em consequencia dessas exposiqoes, 22 pessoas desenvolveram antraz, incluindo 11 
casos de doenqa cutanea e 11 casos de antraz por inalaqao. Cinco pessoas com doenqa pulmonar morreram. Como esses incidentes 
ocorreram pouco depois do ataque de 11 de setembro a World Trade Center, Pentagono e voo 93 da United Airlines, varias leis 
foram promulgadas pelo Congresso, estabelecendo limita 9 oes ao acesso e posse de agentes especiftcos - uma lista de patogenos 
considerados mais perigosos foi sancionada pelos CDC e pelo USDA. Houve tambem um financiamento adicional para a pesquisa 
desses agentes. Esses incidentes tambem levaram a promulga 9 ao de uma legisla 9 ao antiterrorismo nos EUA e ao desenvolvimento 
da Bioterrorism Preparedness Initiative. Por meio dessa iniciativa, os CDC, juntamente com a Association of Public Health 


Laboratories (APHL), varios departamentos federais (/'. e., o Federal Bureau of Investigation [FBI] e o Department of Defense 
[DOD]) e varios laboratories de saude publica e estaduais estabeleceram a Laboratory Response Network (LRN). 177,178 Na LRN, os 
laboratories de microbiologia clinica de todo o pais sao integrados em uma rede de quatro niveis. Os laboratories sentinelas incluem 
laboratories de microbiologia clinica em hospitais; os laboratories sentinelas de nivel avangado precisam ter cabine de seguranga 
biologica (CBS) de classe II e estabelecer e manter adesao as praticas laboratoriais de biosseguranga de nivel 2. Por meio da LRN, 
os tecnicos de laboratories realizam testes basicos para descartar a possibilidade de agentes de bioterrorismo potenciais e 
encaminham os possiveis agentes para o nivel seguinte - os laboratories de referencia. 31,1168 Esses laboratories sao habitualmente os 
laboratories de saude publica do estado, onde testes confirmatorios dos isolados encaminhados podem ser realizados de modo 
oportuno. Os encaminhamentos a partir desse nivel sao feitos aos laboratories nacionais que possuem instalagoes de biosseguranga 
de nivel 4: os CDC e o US Army Medical Research Institute for Infectious Diseases (USAMRID). Os laboratories clinicos 
hospitalares com capacidade microbiologica sao, em sua maioria, membros sentinelas da LRN. Os testes laboratoriais sentinelas 
para a deteegao de B. anthracis sao encontrados na Tabela 14.4 e serao considerados na segao “Isolamento e identificagao”. 

Fatores de virulencia de B. anthracis. B. anthracis e altamente monomorfico, exibe pouca variagao genetica e produz toxinas 
constituidas por tres proteinas distintas: o antigeno protetor (PA; do ingles, protective antigen ), o fator de edema (EF; do ingles, 
edema factor) e o fator letal (LF; do ingles, lethal facto>-). 6l4,S66 As cepas virulentas tambem sao encapsuladas. B. anthracis abriga 
dois plasmidios grandes, denominados pXOl (182 kb) e pX02 (95 kb). 765 Os genes estruturais para PA, EF, LF ~ pagA, eva e lef 
respectivamente - sao encontrados no plasmidio pXOl. Este plasmidio possui uma “ilha de patogenicidade” de 44,8 kb na qual esses 
genes nao contiguos estao inseridos em uma area de 30 kb. 817 Outro gene nessa regiao, denominado atxA, codifica o regulador de 
transcrigao transativador AtxA e o repressor PagR, que regulam a expressao dos genes da toxina. 614 O pX02 contem um operon de 
cinco genes, que consistem em capB, capC, capA, capD e capE; esses genes atuam na sintese da capsula de acido poli-y-D- 
glutamico, que permite que as celulas vegetativas de B. anthracis escapem da fagocitose e de sua destruipao por macrofagos. Os 
cinco genes capsulares e os genes para os reguladores de transcrigao capsulares AcpA (acpA) e AcpB ( acpB ) estao localizados em 
uma “ilha de patogenicidade” de 35 kb no pX02. A expressao dos reguladores da transcrigao para a capsula tambem esta sob o 
controle de AtxA do pXOl. 860 O PA e sintetizado e secretado pelo microrganismo e liga-se a sitios de TEM8 (marcador endotelial 
tumoral 8) e CMG 2 (proteina da morfogenese capilar 2) nas celulas-alvo, onde sofre clivagem proteolitica. 134 Ocorre liberagao de 
um fragmento aminoterminal de 20 kDa, e o fragmento remanescente de 63 kDa sofre polimerizagao com outros fragmentos 
semelhantes para formar um heptamero em forma de anel, que produz um poro atraves da membrana celular. 321,1194 Cada monomero 
de PA de 63 kDa no heptamero atua como “subunidade de adesao” e liga-se a uma molecula de EF ou de LF, e os complexos PA-EF 
e PA-LF assim formados entrain na celula-alvo por endocitose. A acidificagao do fagossomo possibilita a liberagao desses 
complexos do fagossomo, e, em seguida, os complexos dissociam-se em LF e EF livres. O LF e uma metaloprotease de zinco, 
enquanto o EF e uma adenilato ciclase dependente de calmodulina. O EF aumenta os niveis intracelulares de cAMP, levando a 
inibigao da fagocitose e desregulagao da produgao de citocinas. 1092 Nos macrofagos, o LF inibe a sintese macromolecular, promove 
a apoptose e hidrolisa proteinoquinases envolvidas na transdugao de sinal intracelular. A interrupgao das vias de sinalizagao leva a 
inativagao dos fatores de transcrigao no nucleo da celula e indugao de citocinas pro-inflamatorias. 764 Durante a infeegao, o LF e o EF 
tern a capacidade de suprimir a resposta imune celular por meio de todos esses mecanismos. A expressao dos genes das toxinas e a 
produgao de toxinas estao especificamente aumentadas em nivel genetico pela presenga de C0 2 e crescimento a 35° a 37°C. 613 O 
crescimento dos microrganismos nessas condigoes resulta em aumento de quatro a seis vezes na transcrigao dos genes da toxina e na 
sintese dessas toxinas. 765 

E interessante assinalar que varias cepas do grupo B. cereus transportam plasmidios que estao genotipicamente relacionados com 
pXOl e pX02; entretanto, esses plasmidios nao possuem os genes da toxina do antraz, os genes capsulares, as ilhas de 
patogenicidade ou os genes reguladores encontrados nos plasmidios de B. anthracis. 6U ’ S50 ’ g51 Alem disso, certas propriedades 
fenotipicas importantes de B. anthracis (i. e., ausencia de motilidade, (3-hem61ise, sensibilidade ao y-bacteriofago, incapacidade de 
produzir fosfolipase C) resultam de uma mutagao singular de uma unica base em um gene cromossomico, denominado plcR, que 
codifica uma proteina reguladora de transcrigao global, denominada PlcR. 11,1033 Esse gene e fimcional em B. cereus e B. 
thuringiensis, porem a mutagao pontual no gene plcR de B. anthracis toma o produto genico nao funcional. No B. cereus, a proteina 
PlcR interage com uma segunda molecula em um sistema sensor de quorum, que controla a expressao dos genes que codificam 
fosfolipases, proteases, hemolisina e colagenases. 412 Na maioria dos casos, B. anthracis pode ser facilmente diferenciado de B. 
cereus e B. thuringiensis, porem existem cepas de B. cereus que contem os genes de toxina e de virulencia capsular e que tambem 
exibem a mutagao plcR e que podem expressar um fenotipo semelhante ao B. anthracis. De fato, esses isolados clinicos recentes de 
B. cereus foram obtidos de trabalhadores metalurgicos no Texas e Louisiana com pneumonia semelhante ao antraz por 
inalagao. 507,508 Esses isolados continham todo o plasmidio pXOl de B. anthracis com o complemento integral de genes de virulencia 
e reguladores. Alem disso, duas cepas do grupo B. cereus isoladas de 10 grandes simios na Costa do Marfim e nos Camaroes 
continham ambos os plasmidios pXOl e pX02, com todos os genes reguladores e genes de biossintese capsular 
necessarios. 602,658,659,1164 Analises geneticas adicionais, estudos fenotipicos e estudos de taxonomia filogenetica baseada em tipagem 
de sequencia multilocus (MLST; do ingles, multilocus sequence typing) estabeleceram que esses isolados nao eram de fato B. 
anthracis na forma classica. Os nove chimpanzes e um unico gorila morreram de doengas semelhantes ao antraz. Muitas pesquisas 
estao sendo atualmente realizadas para caracterizar de modo mais detalhado esses e outros isolados entre os microrganismos do 
grupo “B. cereus nao anthracis”. 


Tabela 14.4 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao dos membros do “grupo bacillus”. 


Caracteristica 

B. anthracis 

B. cereus 

B. 

thuringiensis 

B. mycoides 

B. 

pseudomycoides 

B. weihens- 

tephanensis 

B. 

gaemokensis 

B. 

manliponensis 

CAT 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

OX 

- 

V 


- 

- 

- 


- 

MOT 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

+ 

+ 

CADEIAS 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

- 

+ 

Forma dos ESPOROS 

Oval 

Oval 

Oval 

Oval 

Oval 

Dl 

Oval 

Oval 

Loc. dos ESPOROS 

ST 

ST, C 

ST 

ST 

ST, C 

Dl 

T 

T 

RED. N0 3 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

TEMP.DE CRESCIMENTO 

Dl 

10 a 50 

10 a 43 

7 a 30 

15 a 40 

5 a 43 

15 a 40 

15 a 40 

ANAER 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

ADH 


+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

VP 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

CIT 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

LEC 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

Produgio deacidoa partirde: 

GLI 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

MAL 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

FRU 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

SAC 

- 

+ 

+ 

+ 

« 

- 

+ 

- 

RIB 

- 

+f 

+ 


+ 


+ 

+ 

TRE 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

MNE 

- 

- 

+ 


- 

- 

+ 

- 

SAL 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

CEL 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

AMI 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

GLIG 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

TUR 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

NAG 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

Hidrolise de: 

GEL 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

AMI 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

CAS 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 


CAT = catalase; OX = oxidase; MOT = motilidade; CADEIAS = celulas em cadeias; LOC. DOS ESPOROS = localizagao dos esporos na celula; 
T = terminal; ST = subterminal; C = central; RED. N0 3 = redugao do nitrato a nitrito; TEMP. DE CRESCIMENTO = faixa de temperatura para o 
crescimento; ANAER = crescimento em condigoes anaerobias; ADH = arginina di-hidrolase; VP = Voges-Proskauer (produgao de acetoina); 
CIT = utilizagao do citrato; LEC = lecitinase; GLI = glicose; MAL = maltose; FRU = frutose; SAC = sacarose; RIB = ribose; TRE = trealose; MNE 
= manose; SAL = salicina; CEL = celobiose; AMI = amido; GLIG = glicogenio; TUR = turanose; NAG = /V-acetil-glicosamina; CAS = caselna; 
GEL = gelatina; Dl = dados indisponlveis. 



Apresentagao clinica do antraz. O antraz humano pode ser dividido em quatro formas clinicas, dependendo do modo de 
aquisigao do microrganismo. Essas formas incluem o antraz cutaneo, o antraz orofaringeo/gastrintestinal, o antraz por inalagao e o 
antraz por injegao. 1075 O antraz cutaneo e responsavel por 95 a 99% dos casos no mundo inteiro, e a maioria dos casos ocorre na 
Africa, na Asia e no leste da Europa, onde nao ha disponibilidade facil de vacinas para rebanho e fazendeiros. A infecgao resulta do 
contato direto da mucosa com animais infectados, produtos desses animais (p. ex., pelos ou couro de animais), solo contendo o 
microrganismo ou exposigao a esporos. 288 Os esporos penetram atraves de pequenos cortes ou abrasoes e sofrem germinagao 
subcutanea dentro de macrofagos locais e nos linfonodos regionais. 1212 Em geral, as lesdes do antraz cutaneo aparecem em areas 
expostas da pele (p. ex., maos, bragos, pescogo, punho e face). Depois de um periodo de incubagao de 2 a 7 dias (faixa de 1 a 19 
dias), observa-se o aparecimento de uma papula inicial indolor ou pruriginosa no local de inoculagao. 287 Em geral, as lesdes 
cutaneas sao isoladas, porem algumas vezes pode haver duas ou mais lesoes. A lesao e circundada por uma area de edema e eritema, 
devido ao crescimento do microrganismo e a elaboragao local da toxina do edema. A lesao evolui rapidamente para uma lesao 
vesicular ou bolhosa de menos de 4 cm de diametro, e o liquido existente no interior da vesicula toma-se negro em consequencia da 
hemorragia ocorrida dentro da lesao. Por fim, a lesao sofre ulceragao e forma uma escara central de base negra, circundada por 
edema. Com frequencia, podem aparecer pequenas lesoes satelites semelhantes a perolas que circundam a escara central. As escaras 
do antraz cutaneo sao caracteristicamente indolores, embora a reagao edematosa circundante possa ser dolorosa. A escara 
habitualmente seca e descama no decorrer dos proximos 10 a 14 dias. Na biopsia, as escaras habitualmente exibem edema macigo 
com necrose e infiltrados linfociticos, com hemorragia focal, porem sem formagao de abscesso. 71 " As escaras grandes e profundas 
podem exigir retirada cirurgica, com enxerto de pele subsequente, quando a inflamagao e o edema localizados desaparecem dentro 
de 4 a 6 semanas. 288 Pode-se observar a ocorrencia de linfadenopatia dolorosa localizada ou generalizada, dependendo da extensao e 
da gravidade da infecgao inicial, e pode-se verificar tambem a presenga de sintomas constitucionais (p. ex., febre, mal-estar, 
cefaleia). Nos casos graves, pode haver um quadro de choque toxemico, com hipotermia, inflamagao cutanea com edema extenso, 
leucocitose com predominio de leucocitos polimorfonucleares, hipoalbuminemia e niveis elevados das enzimas hepaticas. 288 As 
complicagdes raras do antraz cutaneo incluem obstrugao das vias respiratorias em consequencia do edema macigo do pescogo, 
bacteriemia, meningite e necrose dos tecidos profundos com formagao de tecido cicatricial. 286 ’ 374 ' 1036 ’ 1095 O antraz cutaneo pode 
sofrer resolugao espontanea em alguns casos, porem a taxa de mortalidade associada ao antraz cutaneo nao tratado pode alcangar 10 
a 20%. Com tratamento, a taxa de mortalidade e inferior a 1%. 1193 

O antraz orofaringeo e o antraz gastrintestinal sao adquiridos pela ingestao de alimentos inadequadamente cozidos 
(habitualmente cames) contendo esporos ou bacilos vegetativos. 77 ’ 998 ’ 1075 Ambas as formas de infecgao podem tomar-se sistemicas e, 
a semelhanga da forma pulmonar, apresentam sem tratamento uma elevada taxa de mortalidade. O periodo de incubagao do antraz 
gastrintestinal e de 2 a 7 dias; em um grande surto, a infecgao foi associada a ingestao de came de vaca contaminada, e o periodo de 
incubagao foi de 42 horas. 1027 O antraz orofaringeo manifesta-se habitualmente na forma de ulcera oral ou esofagica, com 
linfadenopatia regional e edema. 1028 Podem-se observar escaras na parte posterior da faringe, nas areas das tonsilas ou no palato 
duro. A progressao da infecgao resulta em disfagia e faringite grave. O antraz gastrintestinal acomete principalmente o ileo terminal 
e o ceco (Prancha 14.2 C). Os sintomas comegam com febre, nauseas, mal-estar e vomitos e progridem rapidamente para abdome 
agudo, sepse e diarreia sanguinolenta. Dentro de poucos dias apos o inicio, pode haver desenvolvimento de ascite parcial ou 
totalmente purulenta, repleta de bacilos do antraz. 22 As superficies mucosas do trato gastrintestinal exibem necrose extensa, edema e 
linfadenite mesenterica, e pode-se obter uma cultura dos bacilos antraz a partir de amostras do tecido gastrintestinal e do infiltrado 
inflamatorio. Pode-se observar o desenvolvimento de doenga profunda em consequencia da perda de sangue, desequilibrio 
eletrolitico e choque toxico. 569 A taxa de mortalidade pode ser elevada e alcangar 60 a 100% se a doenga nao for tratada de modo 
agressivo. A morte habitualmente resulta de sepse maciga e bloqueio intestinal, com perfuragao intestinal subsequente. 1028 Foi 
relatada a ocorrencia de antraz gastrintestinal nos EUA em um paciente que apresentou colicas abdominais, nauseas, vomitos e 
hipotensao. O paciente desenvolveu ascite maciga, lesoes mesentericas hemorragicas nodulares, necrose do intestino delgado e 
abscessos e hematomas retroperitoneais. Infelizmente, houve insuficiencia respiratoria que exigiu suporte intensivo, juntamente com 
quimioterapia antimicrobiana e administragao de imunoglobulina antiantraz. 187,605 

O antraz pulmonar ou por inalagao resulta da inalagao de endosporos de B. anthracis , 998 No passado, essa infecgao era 
observada em individuos cujas ocupagoes envolviam a manipulagao de peles de animais contaminadas com esporos do antraz. 
Embora essa situagao nao seja mais observada, devido as diretrizes de controle de animais e vacinagoes, ainda aparecem relatos 
ocasionais de antraz por inalagao em regioes endemicas. Apos a inalagao, os esporos alcangam os pulmoes, onde sao fagocitados e 
eliminados por macrofagos do sistema reticuloendotelial. Os macrofagos migram para os linfonodos hilares e mediastinicos, onde os 
esporos germinam e formam bacilos vegetativos. 514 Os microrganismos se multiplicam e produzem toxinas, causando edema e 
necrose hemorragica do mediastino, que sao evidentes em radiografias de torax na forma de alargamento mediastinico acentuado. A 
partir da area subestemal, os microrganismos invadem o espago pleural, resultando em derrames pleurais hemorragicos. 314 ’ 121 " Os 
macrofagos que abrigam os microrganismos sao destruidos, e as bacterias vegetativas escapam para a circulagao geral, onde 
continuam se multiplicando. A disseminagao hematogenica alcanga locais distantes, resultando em lesdes metastaticas por todo o 
corpo, incluindo o trato gastrintestinal e o SNC. A meningite do antraz e uma complicagao fulminante, que pode ocorrer apos antraz 
cutaneo, gastrintestinal ou por inalagao. Essa complicagao pode acometer ate 30 a 40% dos pacientes com antraz por inalagao, com 
taxa de mortalidade de 100%. 514,634 A maioria dos pacientes nao sobrevive o suficiente para manifestar sinais e sintomas de 
meningite; em geral, os pacientes permanecem lucidos ate a ocorrencia de choque sistemico, resultando em coma e morte. O periodo 
de incubagao do antraz por inalagao e de 1 a 4 dias, seguido de aparecimento subito de sintomas de tipo gripal, como febre, 


calafrios, mialgias, dor subestemal e tosse seca e nao produtiva e nauseas com vomitos. Depois de 3 ou 4 dias dessa doenga 
prodromica, segue-se a doen 9 a fulminante, com desenvolvimento de dispneia, hipotensao, hematocrito elevado e alteragdes do 
estado mental que refletem a toxemia maciga, evoluindo frequentemente para o coma e a morte em 24 a 48 horas. Nas radiografias 
de torax, podem-se observer infiltrados, derrames pleurais e alargamento do mediastino. O exame histologico dos tecidos 
pulmonares na necropsia revela habitualmente a presenga de pneumonite hemorragica necrosante focal e necrose dos linfonodos 
peribronquicos e mediastlnicos, sem formagao de abscesso ou consolidagao. O comprometimento gastrintestinal resulta em dor 
abdominal, hematemese e melena. A taxa de mortalidade associada a essa forma da doenga ultrapassa 80 a 90% se nao for tratada. 

► Antraz por injegao. Essa apresentagao cllnica do antraz recentemente descrita foi reconhecida pela primeira vez em um usuario de 
substancias injetaveis na Noruega, que injetava herolna na nadega direita. 941 Dentro de 4 dias, toda a regiao glutea direita 
desenvolveu edema e eritema extensos. O paciente recebeu terapia antiestafilococica e teve alta; entretanto, retomou depois 4 dias 
com meningite e choque, tumefagao, edema e eritema acometendo a regiao glutea, as coxas e a parte inferior do abdome. 
Diferentemente do antraz cutaneo, nao foram observadas papulas, vesiculas nem escaras classicas. A cirurgia nao revelou nenhum 
abscesso, porem foi constatada a presenga de edema tecidual extenso, e houve crescimento de B. anthracis a partir de amostras de 
LCR e da ferida intraoperatoria. O paciente morreu dentro de 3 dias apos a sua intemagao enquanto estava recebendo penicilina em 
altas doses e cloranfenicol. Essa circunstancia aparentemente isolada so foi relatada novamente em dezembro de 2009, quando dois 
usuarios de substancias intravenosas foram hospitalizados na Inglaterra, com crescimento de B. anthracis em hemoculturas. No final 
de 2010, houve 47 casos confirmados, com 13 mortes na Escocia, 5 casos com 4 mortes na Inglaterra e dois casos com uma morte 
na Alemanha. 78,127 * 893,898 A apresentagao clinica do antraz por injegao e bastante variavel. Na maioria dos pacientes, a infecgao dos 
tecidos moles manifesta-se por edema na area de injegao da substancia depois de 1 a 10 dias. Os exames cirurgicos dos tecidos 
infectados revelam edema, necrose do tecido adiposo e sangramento difuso, em alguns casos, os pacientes desenvolveram feridas 
profundas, exigindo amplo desbridamento excisional ou, no caso de infecgao da virilha, fasciectomia devido a fasciite e peritonite. 
Em alguns pacientes, foram tambem observados sintomas constitucionais, que consistiram em calafrios, febre e nauseas. O antraz 
por injegao esta associado a uma taxa de mortalidade de ate 34%, devido, em parte, a maior probabilidade de choque recorrente com 
essa forma da doenga e incapacidade de suspeitar desse diagnostico incomum. Houve suspeita de que a heroina envolvida nesses 
surtos estivesse contaminada, visto que foi contrabandeada na Europa, proveniente de regioes enzooticas para o antraz em 
Afeganistao, Ira e Turquia. 

Sensibilidade aos agentes antimicrobianos e tratamento das infecgoes por B. anthracis. B. anthracis mostra-se 
suscetivel a varios agentes antimicrobianos, incluindo tetraciclinas, macrolidios, clindamicina, aminoglicosidios, fluoroquinolonas, 
carbapenemicos, rifampicina e cefalosporinas de primeira geragao (cefalotina, cefazolina). B. anthracis possui resistencia as 
cefalosporinas de segunda e terceira geragoes (/. e., cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), monobactamicos (/. e., aztreonam) e 
SXT. 174 * 216 ’ 766 * 1128 Foi detectada uma resistencia a penicilina, a ampicilina e as cefalosporinas de segunda geragao em 11,5% de 96 
isolados de B. anthracis de animais e do meio ambiente na Franga, de 1994 a 2000. 1 4 

Os esquemas de tratamento para o antraz diferem, dependendo da apresentagao clinica e da gravidade da doenga. 183 * 184,1057 Para 
as infecgoes cutaneas adquiridas naturalmente (p. ex., ocupacionais) a penicilina oral constitui o farmaco de escolha. O agente 
recomendado e a amoxicilina (adultos, 500 mg a cada 8 horas; criangas, 80 mg/kg/dia a cada 8 horas). A nao ser que haja evidencias 
bem-definidas de que a infecgao tenha sido adquirida naturalmente, e preciso ter em mente a possibilidade de aquisigao do antraz 
como resultado da liberagao intencional de esporos. O uso de penicilina e ampicilina e controverso, e esses farmacos nao devem ser 
usados isoladamente, devido a produgao de betalactamase constitutiva ou induzivel por algumas cepas de B. anthracis. O tratamento 
recomendado para o antraz gastrintestinal e por inalagao consiste em ciprofloxacino por via intravenosa (IV) (400 mg a cada 12 
horas) ou doxiciclina IV (100 mg a cada 12 horas), mais a adigao de outro agente intravenoso (i. e., ampicilina, imipenem, 
clindamicina, claritromicina, rifampicina, vancomicina). Outrora clinicamente indicada, a terapia oral (ciprofloxacino, 500 mg 2 
vezes/dia; doxiciclina, 100 mg 2 vezes/dia) pode ser substituida. O tratamento de criangas utiliza os mesmos farmacos, com ajuste 
das doses para a idade e o peso. Caso o paciente desenvolva meningite, deve-se usar o esquema de fluoroquinolonas em lugar da 
doxiciclina, em virtude de sua melhor penetragao no SNC; nesses casos, quando se adiciona o segundo agente IV, ele tambem deve 
ser capaz de penetrar no SNC. 72 Na maioria dos casos, um ciclo de 10 a 14 dias de quimioterapia antimicrobiana intravenosa e 
suficiente, seguido de terapia oral. Desde os envios de esporos do antraz pelo correio em 2001 nos EUA, foi recomendado que o 
tratamento seja continuado por ate 60 dias no caso de o paciente abrigar esporos passiveis de germinar posteriormente em celulas 
vegetativas. 189 

Os pacientes com antraz tratados tambem necessitam de terapia de suporte intensiva, e disp5e-se de esquemas de tratamento 
adjuvante mais recentes para atender a esses problemas. Pacientes com antraz por inalagao e por injegao frequentemente 
desenvolvem derrames pleurais recorrentes, que contem grandes numeros de bacilos do antraz. Recomenda-se a realizagao frequente 
de toracocentese e drenagem do liquido pleural acumulado, e foi constatado que essa conduta aumenta a sobrevida. 514 ' 541 ’ Dispoe-se 
tambem de imunoglobulina para antraz (AIG; do ingles, anthrax immune globulin) como agente terapeutico adjuvante. Esse material 
e obtido por meio de plasmaferese de individuos que foram imunizados com vacina do antraz (ver adiante) e esta disponivel na 
Cangene Corporation, no Canada. A AIG contem predominantemente anticorpos contra PA e deve ser usada juntamente com 
quimioterapia antimicrobiana para o tratamento da doenga grave (principalmente antraz por inalagao). 117 Dispoe-se tambem de 
anticorpos monoclonais humanos contra PA de B. anthracis por meio de consulta com os CDC. Esses novos agentes terapeuticos 
foram desenvolvidos apos a promulgagao do Project Bioshield Act, em 2004, que permite a FDA aprovar agentes antibioterrorismo 


e farmacos que demonstrem ter eficacia apenas em modelos animais e, com base nesses dados, que teriam um razoavel beneflcio 
nos seres humanos. 327 Essa medida legislativa tambem estabeleceu o Strategic National Stockpile, que armazena suprimentos 
medicos e farmacos como medida protetora em caso de ataque. Esses agentes podem ter utilidade como agentes profilaticos pre- 
exposigao, e como terapia pos-exposigao para o antraz por inalagao.'’" Tres anticorpos monoclonais anti-PA foram desenvolvidos e 
testados; todos os tres demonstraram ter eficacia protetora em modelos animais de antraz por inalagao e incluem o raxibacumabe 
(anticorpo monoclonal IgG recombinante humano [Human Genome Sciences]), Anthim® (anticorpo monoclonal de afmidade 
aumentada [Elusys Therapeutics]) e Valortim® (anticorpo monoclonal humano [PharmAthene/Medarex]). 

Prevengao do antraz. A vacina humana de primeira geragao a ser licenciada para uso nos EUA e BioThrax® (anteriormente 
Anthrax Vaccine Adsorbed [AVA], Bioport, Lansing, MI), uma formulagao acelular preparada a partir de um filtrado de cultura de 
uma cepa toxigenica nao encapsulada e avirulenta B. anthracis (cepa V770-NP-1-R) adsorvida e sais de aluminio como 
adjuvante. 112,127 Esse filtrado de cultura contem PA, LF e EF, sendo o PA o principal componente. Apos a injegao inicial, sao 
administradas mais cinco doses no decorrer dos proximos 18 meses para completar um esquema de seis doses. Apos a administragao 
da serie de seis injegoes, sao realizadas imunizagoes de reforgo anuais para manter um nivel protetor de anticorpos. 874 A vacina AVA 
e recomendada para individuos que trabalham diretamente com B. anthracis no laboratorio, para os que trabalham com produtos 
animais (p. ex., couro e peles) importados de regioes de endemicidade do antraz, para aqueles que trabalham com animais e 
produtos animais em regioes endemicas e para militares em combate em regioes de alto risco no mundo. Alem disso, a vacina do 
antraz pode ser utilizada como profilaxia pre-exposigao para individuos com risco quantificavel de exposigao ao antraz e, em 
conjunto com os CDC, pode ser utilizada com antibioticos para profilaxia pos-exposigao do antraz por inalagao. A vacina e bem 
tolerada e parece ser segura. 231,429 As pesquisas prosseguem com o objetivo de desenvolver novas vacinas, sendo o antigeno mais 
promissor o PA recombinante (rPA) altamente purificado. 487,577 Nos EUA e na Inglaterra, foram fabricadas vacinas utilizando o rPA. 
O produto norte-americano foi testado e demonstrou ser imunogenico e seguro, porem a instabilidade da vacina com o seu 
armazenamento impediu a manutengao de um estoque para uso futuro. Os trabalhos para a produgao de vacinas a base de rPA de 
terceira geragao continuam, incluindo exame de diferentes adjuvantes, novas estrategias de inoculagao e administragao e uso de 
possiveis antigenos alem do rPA para vacinas. 60,137,548 ' 581,1059 

Bacillus cereus 

Fatores de virulencia do B. cereus. B. cereus produz varios fatores de virulencia potenciais, alem das toxinas associadas as 
infecgoes gastrintestinais (ver adiante), e acredita-se que esses fatores possam desempenhar um papel nas infecgoes nao 
gastrintestinais. 130 Os fatores de virulencia incluem tres hemolisinas e tres fosfolipases. As hemolisinas sao denominadas 
cereolisina, hemolisina II e hemolisina III, respectivamente. A cereolisina assemelha-se a estreptolisina O (SLO) por ser uma 
proteina termolabil, que e ativada por tiois e inibida pelo colesterol. A hemolisina II e uma toxina hemolitica, que tambem atua 
como toxina letal em camundongos, enquanto a hemolisina III provoca lise osmotica dos eritrocitos por meio da formagao de poros 
transmembrana. As fosfolipases incluem a fosfatidilinositol hidrolase, a fosfatidilcolina hidrolase e uma esfingomielinase. As 
fosfolipases clivam os lipidios que servem para ancorar as proteinas de superficie celular, comprometem a integridade da membrana 
celular e anulam a capacidade regenerativa das celulas lesionadas. As cepas de B. cereus tambem produzem pelo menos tres 
betalactamases diferentes, colagenases extracelulares e proteases ligadas a membrana. 

Gastrenterite por B. cereus. B. cereus e encontrado no solo e contamina muitos produtos agricolas. Varios alimentos diferentes 
podem ser contaminados com celulas vegetativas ou esporos de B. cereus, incluindo massas, arroz, produtos derivados do leite, 
graos, especiarias, vegetais, carne, frango e frutos do mar. 988 Algumas cepas de B. cereus sao capazes de crescer em baixas 
temperaturas, de modo que ate mesmo os alimentos refrigerados estao sujeitos a deterioragao por esse microrganismo. 395 A presenga 
de esporos nos alimentos representa outro problema, visto que a germinagao dos esporos ocorre a 65° a 75°C, que e semelhante a 
faixa usada por metodos de pasteurizagao de curta duragao em alta temperatura para laticinios. Os esporos altamente resistentes 
tambem podem suportar a exposigao a y-radiagao. A formagao de biofilmes por algumas cepas de B. cereus dificulta a erradicagao 
dessa especie e de outros microrganismos de tubulagSes, toneis e outros recipientes usados no processamento e na fabricagao dos 
alimentos. 858 Os alimentos, os laticinios e os suplementos preparados em hospitais ou farmacias ou formulas para lactentes 
contaminados representam riscos potenciais para pacientes hospitalizados, particularmente criangas e pacientes imunossuprimidos. 
Como a doenga transmitida por alimentos causada por esse microrganismo nao e notificada, os numeros exatos de sua incidencia e 
prevalencia nao estao disponiveis na maior parte do mundo. Entre 1973 e 1985, B. cereus foi responsavel por 17,8% dos surtos 
transmitidos por alimentos na Finlandia, por 11,5% na Holanda, 2,2% no Canada, 0,8% na Escocia, 0,7% na Inglaterra e Pais de 
Gales e 0,7% no Japao. Nos EUA, a incidencia tambem e muito baixa, e apenas 1,3% dos casos de intoxicagao alimentar bacteriana 
foi atribuivel ao B. cereus entre 1972 e 1982. Nos EUA, estima-se que mais de 27.000 casos de doenga transmitida por alimentos 
tenham sido causados por B. cereus . 739,823 

As cepas de B. cereus produtoras de enterotoxina causam gastrenterite autolimitada aguda em seres humanos, habitualmente 
apos a ingestao de alimentos contaminados. Essa sindrome caracteriza-se por duas formas clinicas, dependendo do tipo de toxina 
produzida pelos microrganismos existentes no alimento incriminado. A doenga de incubagao curta (ou intoxicagao alimentar 
emetica) caracteriza-se pelo aparecimento de sintomas dentro de 1 a 6 horas apos a ingestao de alimentos contaminados, e os 
sintomas predominantes consistem em nauseas, vomitos e colica abdominal. Em geral, os sintomas regridem dentro de 10 a 24 horas 


apos o imcio. Os alimentos incriminados associados a doenpa de tipo emetico incluem pratos de arroz frito asiaticos, creme e 
produtos derivados do leite, massas e formula reconstitulda para lactentes. A exotoxina termoestavel responsavel, que e produzida 
por essas cepas de B. cereus, e um dodecadepsipeptidio clclico, denominado cereulida, que e muito termoestavel e cujo peso 
molecular e de cerca de 1.165 Da. 12,13 No caso de pratos de arroz, o arroz e habitualmente cozido, resfriado e, em seguida, mantido 
em temperatura ambiente, de modo que, durante esse perlodo de tempo, as celulas vegetativas cresgam e produzam cereulida, que 
nao e destrulda pelo reaquecimento. Essa molecula tambem e estavel na presenga de acidos, alcalis e proteases e e nao antigenica. A 
cereulida provoca intumescimento das mitocondrias e desacoplamento da fosforilagao oxidativa. 755 Nos camundongos, a cereulida 
causa patologia hepatica, e, em culturas de celulas, essa toxina provoca intumescimento das mitocondrias e eventualmente 
apoptose. 3 ’ 4 A intoxicagao por cereulida que provoca insuficiencia hepatica fulminante foi relatada como causa de morte em um 
paciente em 1997. 706 Foram encontrados altos niveis de cereulida no figado, na bile, no intestino delgado e no sangue do paciente, 
bem como nos utensilios de cozinha e panela usados para reaquecer o alimento contaminado. O gene para a cereulida foi 
identificado, e foi desenvolvido um ensaio de PCR para a sua detecpao. 303 

A intoxicagao alimentar por B. cereus de incubagao longa ocorre dentro de 8 a 16 horas apos a ingestao de alimento e 
caracteriza-se predominantemente pelo imcio de diarreia aquosa profusa, nauseas, tenesmo e colicas nas regioes inferiores do 
abdome. 694 Em geral, os sintomas regridem depois de 12 a 14 horas. Os alimentos associados a esse tipo de doenpa incluem came e 
pratos vegetais, bolos, molhos e laticinios. Quatro enterotoxinas termolabeis diferentes estao associadas a essa apresentagao clinica, 
incluindo dois complexos proteicos (hemolisina BL [HBL] e enterotoxina nao hemolitica [NHE; do ingles, nonhemolytic 
enterotoxin ]) e duas proteinas enterotoxicas (enterotoxina T e citotoxina K). 988 A F1BL e a NHE sao constituidas, cada uma, de tres 
proteinas, e os loci geneticos que codificam a HBL ou a NHE estao organizados em operons distintos e separados, localizados no 
cromossomo do B. cereus (e, em certas ocasides, de B. thuringiensis)} 62 A HBL e uma exotoxina com atividade hemolitica (“H”) 
composta de tres proteinas: um componente de ligagao (“B”) de 37,8 kDa e duas proteinas (LI, 38,5 kDa e L2, 43,2 kDa), que 
possuem propriedades citoliticas e dermonecroticas. 81 Os genes que codificam o componente B ( hhlA ), Li, ( hblD ) e L2 ( hblC) estao 
dispostos em um operon em tandem, adjacentes entre si. 957 Todos os tres componentes da HBL sao necessarios para a atividade 
biologica. A HBL provoca hemolise dos eritrocitos de uma variedade de especies de mamiferos, incluindo cobaia, suinos, ovinos, 
coelhos, seres humanos e sangue de cavalo. A HBL liga-se a membrana celular das celulas eucariotas, formando poros que resultam 
em extravasamento do conteudo celular. A HBL tambem e dermonecrotica, provoca aumento da permeabilidade vascular e causa 
acumulo de liquido, necrose das vilosidades, edema da submucosa e infiltragao linfocitica no ensaio de alga ileal de coelho. 82 As 
HBL de diferentes cepas de B. cereus demonstram um elevado grau de heterogeneidade molecular, diferem na extensao e na gama 
de especies hospedeiras para hemolise e, em geral, possuem atividades biologicas semelhantes. 83 A NHE e uma proteina antigenica 
de 41 kDa, que esta associada a proteinas de 39,8 kDa e de 36,5 kDa que sao codificadas por um operon de tres genes. 432 Essa toxina 
tripartida e dermonecrotica, citotoxica e altera a permeabilidade da membrana. 697 Outros pesquisadores caracterizaram e relataram 
outras enterotoxinas de varias cepas de B. cereus, entretanto, a HBL e a NHE sao consideradas as toxinas responsaveis pela doenpa 
diarreica causada por B. cereus em consequencia de intoxicagao alimentar. Alguns isolados de B. cereus podem produzir tanto a 
toxina emetica quanto os complexos de enterotoxina. A intoxicagao associada a B. cereus e suas toxinas pode ser evitada pelo 
cozimento adequado de alimentos, particularmente das cames, e pela sua conservagao apropriada no refrigerador. B. thuringiensis 
tambem foi isolado em associapao a surtos de gastrenterite e possui citotoxicidade comprovada, que se assemelha aquela causada 
por B. cereus enterotoxigenico. 542 Em raras ocasioes, outras especies de Bacillus (p. ex., B. subtilis, B. licheniformis ) tambem podem 
causar gastrenterite e intoxicagao alimentar. 

Infecgoes oportunistas causadas por B. cereus, por outras especies de Bacillus e por especies de 
Paenibacillus 

Em virtude de sua natureza ubiqua no meio ambiente, o isolamento de especies de Bacillus a partir de amostras clinicas tern sido 
considerado mais frequentemente uma contaminagao problematica. Entretanto, a frequencia crescente de casos relatados na 
literatura sobre especies de Bacillus como agentes de doenpa em hospedeiros imunocomprometidos sugere que esses 
microrganismos nao devem ser considerados contaminantes e desprezados em todos os casos. As infecpoes graves causadas por 
especies de Bacillus e de Paenibacillus foram associadas a procedimentos cirurgicos, imunossupressao, feridas traumaticas, 
queimaduras, hemodialise e abuso de substancias parenterais. Os isolados obtidos de infecpoes nao gastrintestinais produzem uma 
variedade de supostos fatores de virulencia, incluindo hemolisinas, exotoxinas necrosantes e fosfolipases. As analises de grandes 
series de casos envolvendo infecpoes significativas por Bacillus indicam a sua participagao nas sindromes clinicas discutidas 
adiante. B. cereus e bem reconhecido como agente de gastrenterite e constitui a especie de Bacillus isolada com mais frequencia 
como agente oportunista de hospedeiros imunocomprometidos. O Boxe 14.2 descreve as infecpoes causadas por especies de 
Bacillus nao anthracis, distintas de B. cereus, juntamente com infecpoes causadas por especies de Paenibacillus. 


Boxe 14.2 


Membros do genero Bacillus (diferentes de B. anthracis e B. cereus) e do genero Paenibacillus isolados de infecpoes humanas 

Especies Infecpoes References 



Bacillus circulans 

B. circulans foi isolado de hemoculturas como causa de endocardite, pericardite, bacteriemia 

relacionada com uso de cateter e sepse fatal em pacientes imunocomprometidos (p. ex., pacientes 

que recebem quimioterapia antineoplasica, receptores de transplante de medula ossea e de orgaos 

solidos). Esse microrganismo tambem foi isolado como causa de peritonite em urn paciente 

submetido a dialise peritoneal ambulatorial cronica e como causa de endoftalmite endogena e 
infec^oes de feridas. 

21,65,98,170,422,452,618, 

1090 

Bacillus coagulans 

Esse microrganismo constitui a causa rara de bacteriemia em pacientes com cancer. 

65 

Bacillus hackensackii 

Essa nova especie foi isolada de uma unica hemocultura de uma mulher de 22 anos de idade com 

dor e hipersensibilidade abdominais. 

516 

Bacillus licheniformis 

B. licheniformis foi isolado como causa de bacteriemia relacionada com cateter de Hickman, Broviac e 

cateter venoso central. Esse microrganismo tambem foi isolado de urn grupo de infecgoes da 

corrente sanguinea em pacientes com neoplasias malignas hematologicas; a fonte do 
microrganismo foi atribuida ao algodao contaminado usado durante a desinfecgio da pele. B. 
licheniformis tambem foi associado a endoftalmite e abscesso cerebral apos lesoes penetrantes da 

orbita e foi isolado do liquido peritoneal de pacientes submetidos a CAPD. B. licheniformis tambem 
constitui uma causa rara de endocardite de protese valvar e foi isolado de urn abscesso de glandula 
parotid a. 

120,469,480,556,665,689, 

730,833,841,1105 

Bacillus megaterium 

Essa especie de Bacillus foi isolada de uma lesao cutanea do tornozelo semelhante ao antraz e como 

causa de ceratite lamelar de inicio tardio em urn paciente apos 2 semanas de uma cirurgia LASIK. 

298,897 

Bacillus pantothenticus 

B. pantothenticus foi isolado do sangue e de urn abscesso hepatico deumhomem imunocompetente 

de44anosde idade. 

790 

Bacillus pumilis 

B. pumilis foi isolado de hemoculturas de recem-nascidos septicos, como causa de sepse relacionada 

com o uso de cateter venoso central em uma crianga recebendo nutrigao parenteral total e de 

infecgoes cutaneas primarias semelhantes ao antraz cutaneo em tres pastores. 

65,89,596,1101 

Bacillus sphaericus 

B. sphaericus foi isolado de urn paciente com cancer que apresentou bacteriemia. 

65 

Bacillus subtilis 

B. subtilis constitui uma causa rara de bacteriemia em pacientes com cancer, traumatismo 

cranioencefalico e pielonefrite. Em alguns casos, a bacteriemia foi causada por uma cepa de B. 
subtilis que foi administrada aos pacientes na forma de probiotico. Esse microrganismo tambem foi 

associado a dois casos de hepatotoxicidade grave apos o consumo de produtos nutricionais da 

Herbalife contaminados com B. subtilis. 

65,812,923,1058 

Bacillus thuringiensis 

Esse membro do grupo de B. cereus possui aplicagoes industrials e comerciais, devido a produgio de 

proteinas inseticidas. A semelhamja de B. cereus, esse microrganismo tambem produz hemolisinas, 

proteases e, em certas ocasioes, enterotoxinas. B. thuringiensis foi isolado de hemoculturas, de 
infecgao dos tecidos moles (celulite periorbitaria), de feridas de queimaduras e de infecgoes 

periodontaisepulmonares. 

250,403,482,622,856 

Paenibacillus alvei 

Esse microrganismo foi isolado de hemoculturas e de artroplastia de quadril infectada de uma 

mulher de 26 anos de idade com doen<;a falciforme. 

902 

Paenibacillus cineris 

Essa especie, originalmente isolada do solo da Antartida, foi isolada de uma amostra de escarro de 
urn homem de 25 anos de idade durante a exacerba^ao aguda de sua fibrose cistica. 

645,685 

Paenibacillus hongkongensis 

Esse microrganismo foi isolado de urn de quatro conjuntos de hemoculturas coletadas de urn menino 

de 9 anos de idade com febre neutropenica que fora submetido a cirurgia, radioterapia e varios ciclos 

de quimioterapia para tratamento de meduloblastoma. 

1102 

Paenibacillus konsidensis 

Esse microrganismo foi isolado de dois conjuntos de hemoculturas obtidas de urn homem de 75 anos 
de idade com febre persistente, hematemese e hipotensao. 

609 

Paenibacillus larvae 

P. larvae e o agente etiologico do loque americano, uma doen^a grave de abelhas meh'feras, e esse 

microrganismo pode ser cultivado a partir do mel. Ocorreu bacteriemia por esse microrganismo em 

928 



Paenibacillus macerans 


Paenibacillus massiliensis 


Paenibacillus polymyxa 


Paenibacillus provencensis 


Paenibacillus sanguinis 


Paenibacillus sputi 


Paenibacillus thiaminolyticus 


Paenibacillus timonenesis 


Paenibacillus urinalis 


cinco usuarios de substancias intravenosas, que estavam injetando o opioide metadona misturada 
com mel para uso como medicaqio oral. A evolu^ao cli'nica da bacteriemia por P. larvae foi benigna 
nos tres pacientes, porem um deles desenvolveu peritonite bacteriana espontanea, e outro 
apresentou embolia pulmonar. 

P. macerans foi isolado de hemoculturas de oito recem-nascidos na unidade de terapia intensiva. 809 
Nenhum desses lactentes estava infectado, conforme comprovado pela ausencia de febre e 
leucocitose. 0 controle de infecgao identificou que a pseudobacteriemia foi devida a contaminaqio 
das tampas de borracha dos frascos de hemocultura. 

Essa especie foi isolada de hemocultura de um menino de 13 anos de idade com leucemia 950 

linfoblastica aguda que recebeu quimioterapia e subsequentemente foi submetido a transplante de 
celulas-tronco. Por ocasiao em que foi coletada a amostra para hemocultura, o paciente apresentava 
neutropenia e doenija de enxerto— i/erst/5— hospedeiro cutanea e hepatica. 

Essa especie foi isolada de uma hemocultura de uma mulher de 93 anos de idade que sofreu infarto 797 
cerebral. 

Essa especie foi isolada como contaminante do LCR de um homem de 54 anos de idade com doenga 949 
de Whipple. 

Essa especie foi isolada de uma hemocultura de um homem de 49 anos de idade submetido a 950 
quimioterapia e radioterapia para carcinoma epidermoide da orofaringe. 

Essa especie foi isolada do escarro de uma mulher de 60 anos de idade que estava sendo submetida 594 
a rastreamento para tuberculose. 

P. thiaminolyticus foi isolado de hemoculturas de um homem de 80 anos de idade com historia de 832 
colectomia subtotal com ileostomia para cancer de colon. 0 paciente tambem apresentava 
hipertensao, insuficiencia cardiaca congestiva, doenga de Parkinson e doenga renal terminal 
exigindo hemodialise. 0 paciente tinha um cateter Permcath" de longa permanencia, que se 
acreditou tenha sido a fonte da bacteriemia. 

Esse microrganismo foi isolado de uma hemocultura coletada de uma mulher de 75 anos de idade 950 
que apresentou nefropatia intersticial cronica exigindo hemodialise. 

Esse microrganismo foi isolado como contaminante de uma amostra de urina de uma mulher de 36 949 

anos de idade com suspeita de tuberculose. 


Bacteriemia e endocardite por B. cereus. A bacteriemia e a endocardite por B. cereus sao habitualmente observadas em 
usuarios de substancias intravenosas, pacientes com cardiopatia valvar, individuos com proteses valvares ou implantes cardiacos (p. 
ex., marca-passos), ou pacientes imunossuprimidos em consequencia de cancer ou quimioterapia. 2 ’ 171,233,409 ’ 498 A endocardite e um 
evento raro; entretanto, no contexto de uso de substancias parenterais (habitualmente heroina), trata-se de uma complicagao bem- 
reconhecida. Nesses casos, os microrganismos originam-se, provavelmente, de agulhas ou seringas ou da propria heroina. A 
infecgao do endocardio acomete habitualmente a valva tricuspide, e sao observados embolos septicos nos pulmSes em radiografias 
de torax. Os usuarios de substancias que apresentam endocardite causada por B. cereus terao achados clinicos compativeis e 
multiplas hemoculturas positivas durante um curto periodo de tempo apos a administragao parenteral da substancia. A bacteriemia 
por Bacillus tambem pode refletir a contaminagao hospitalar de cateteres intravasculares implantados. Nesses casos, a retirada do 
cateter frequentemente resulta na eliminagao dos microrganismos da corrente sanguinea. Algumas vezes, nao se pode estabelecer a 
fonte da bacteriemia por B. cereus e a bacteriemia polimicrobiana por B. cereus e S. epidermidis, membros da familia 
Enterobacteriaceae ou por P. aeruginosa e bem-documentada. 65 Os lactentes prematuros e com muito baixo peso ao nascimento 
tambem correm risco de infecgoes graves por B. cereus', nesses casos, os microrganismos sao habitualmente isolados de 
hemoculturas e de culturas do LCR ou de aspirado endotraqueal. 498,668 B. cereus tambem tern sido uma causa de sepse relacionada 
com o uso de cateter em criangas com varias doengas neoplasicas submetidas a quimioterapia parenteral. 170 

Infecgoes por B. cereus em hospedeiros imunocomprometidos. As infecgoes causadas por B. cereus em pacientes 
imunocomprometidos incluem bacteriemia e sepse fulminantes, infecgoes do SNC (meningite, meningoencefalite, abscesso 
cerebral), infecgoes das vias respiratorias inferiores com empiema, infecgoes de feridas penetrantes, infecgoes pos-cirurgicas e 
infecgoes de queimaduras 45,65,402,646,712,833,964 As infecgSes do SNC ocorrem em consequencia de anestesia espinal, reparo de fistulas, 


disseminaqao a partir de um foco contiguo de infecqao ou de derivaqdes ventriculoperitoneais contaminadas. 204,402,716 A infec 9 ao 
causada por B. cereus em prematuros e lactentes com muito baixo peso ao nascimento acomete habitualmente tanto a corrente 
sanguinea quanto o SNC, e o prognostico nesses lactentes e geralmente sombrio. 498,668,712 As infec 9 oes pulmonares, incluindo 
pneumonite necrosante, traqueobronquite pseudomembranosa, pneumonia e insuficiencia respiratoria aguda com sepse, tern sido 
observadas principalmente em pacientes com leucemias, carcinoma hepatocelular e recem-nascidos prematuros. 353,757,1062 Nesses 
pacientes, as causas de imunossupressao incluiram abuso maciqo de alcool, leucemia, linfoma, quimioterapia de induqao, 
meningioma, artrite reumatoide, LES, queimaduras graves, diabetes melito, doenqa por imunodeficiencia combinada grave e AIDS. 
Lee et al. 656 relataram um caso fatal de bacteriemia, peritonite bacteriana espontanea e fasciite necrosante por B. cereus em um 
homem de 47 anos de idade, cujas condiqoes subjacentes consistiram em cirrose devido a hepatite B cronica e varizes esofagicas. A 
evoluqao fatal em muitos desses pacientes reflete a imunossupressao generalizada em consequencia de doenqa imunologica, 
quimioterapia citotoxica usada para tratamento e uso de dispositivos de demora para suporte a vida (p. ex., nutriqao parenteral total) 
e administraqao de terapia. 

Infecgoes oculares por B. cereus. Endoftalmite e outras infecqoes oculares por B. cereus ocorrem habitualmente apos lesoes 
penetrantes do olho (infecqao exogena) ou em consequencia de semeadura bacteriana do segmento posterior do olho durante 
episodios de bacteriemia em consequencia de dispositivos de demora, transfusoes, agulhas e seringas contaminadas para injeqao de 
substancias ou substancias contaminadas (infecqao endogena). 258,728 ’ 756 ’ 1003,1121 As lesoes oculares penetrantes envolvendo B. cereus 
frequentemente ocorrem em associaqao a ocupaqdes especlficas (metalurgicos, empregados de construqao) e ambientes (areas rurais, 
acidentes agricolas). 258,720 Nas lesoes penetrantes e/ou retenqao de corpos estranhos na orbita, o edema periorbitario e a inflamaqao 
da cornea levam a infecqao do humor vitreo, que se dissemina para a retina, resultando em perda da acuidade visual dentro de 12 a 
24 horas apos a lesao. O diagnostico e estabelecido por meio de paracentese imediata da camara anterior e coleta para 
hemoculturas. 728,756 Em geral, verifica-se a presenqa de febre e leucocitose. A endoftalmite pode ser complicada pela disseminaqao 
dos microrganismos para locais anatomicos contiguos, incluindo o encefalo e o SNC. Foram tambem relatados casos raros de 
ceratite e endoftalmite por B. cereus em associa 9 ao a sistemas de cuidados de lentes de contato contaminados e apos cirurgia de 
catarata e procedimentos de LASIK (ceratomileuse assistida a laser in situ; do ingles, laser-assisted in situ keratomileusis ). 293,953 
Essa sindrome segue uma evoluqao clinica rapida e pode resultar em perda da visao, exigindo enucleaqao do olho. 258 Como essas 
infecqoes sao rapidamente destrutivas, e necessario um elevado Indice de suspeita, e deve-se administrar uma terapia agressiva (p. 
ex., vancomicina, ceftazidima, aminoglicosidios) por via sistemica e intraocular. 756 No laboratorio clinico, as coloraqdes de Gram do 
material aspirado de amostras de humor aquoso e humor vitreo devem ser interpretadas cuidadosamente, e o isolamento de uma 
especie de Bacillus a partir dessas amostras precisa ser comunicado ao medico, nao devendo ser desprezado como contaminante. A 
evoluqao rapidamente destrutiva das infecqoes intraoculares por B. cereus tern sido atribuida a produqao de toxinas e enzimas 
destrutivas pelo agente etiologico. 

Infecgoes da pele, dos ossos e dos tecidos moles por B. cereus. B. cereus pode causar infecqoes cutaneas e subcutaneas 
pos-traumaticas, fasciite necrosante, celulite, mionecrose e osteomielite aguda e cronica. 442,743,990 Com frequencia, acredita-se que 
essas infecqoes sejam causadas por clostrldios, ate que os resultados de cultura provem o contrario. Foi documentada a ocorrencia 
de infecqao de ferida pos-traumatica, infecqao de tecidos moles, fasciite necrosante e osteomielite causadas por B. cereus em 
individuos que sofreram traumatismo grave, como acidentes de automovel ou ferimentos por arma de fogo. 552,779,1206 O uso de 
substancias intravenosas, as neoplasias malignas hematologicas subjacentes ou o tratamento com agentes imunossupressores 
constituem fatores de risco para o desenvolvimento dessas infecqdes. 442,960 A presenqa de doenqa subjacente (p. ex., leucemia, 
doenqa falciforme, sindrome mielodisplasica) em individuos que sofrem traumatismo tambem os predispoe a infecqoes e 
superinfecqoes mais complicadas por B. cereus; incluindo fasciite e mionecrose. 960 As infec 9 des de feridas por B. cereus podem ser 
altamente destrutivas para os tecidos e podem exigir amplo desbridamento excisional ou amputaqao dos membros para prevenir a 
disseminaqao da infecqao. 74 ’ Nos usuarios de substancias intravenosas, a infecqao dos tecidos moles por B. cereus pode levar a 
episodios de bacteriemia que resultam em semeadura de locais distantes, e foi relatada a ocorrencia de infecqoes incomuns, como 
osteomielite vertebral aguda em consequencia de disseminaqao hematogenica. As especies de Bacillus tambem podem causar 
infecqoes significativas em pacientes queimados. A destruiqao tecidual que e observada nas infecqdes graves de feridas causadas por 
especies de Bacillus esta relacionada com a produqao de enzimas extracelulares que possuem propriedades histoliticas e histotoxicas 
(p. ex., hemolisinas, fosfolipases, proteases). 

Infecgoes hospitalares. Foram relatados surtos de gastrenterite por Bacillus em instituiqoes de saude e outros ambientes 
institucionais. Nesses casos, os alimentos implicados consistiram em ensopado de came, arroz frito, frango e came de pern 
processada. Outros surtos hospitalares de infecqoes por Bacillus envolveram disseminaqao de fonte comum de reservatorios 
contaminados no ambiente. 730 Essas fontes incluiram hemodialisadores, broncoscopios, reservatorios de Ommaya, baldes de 
ventilaqao manual, multiplas unidades injetaveis e fraldas, luvas e curativos cirurgicos contaminados. 166,489,924,1143,1235 Em 2001, a 
ocorrencia de pseudobacteriemia em uma unidade de terapia intensiva neonatal causada por Paenibacillus macerans foi atribuida a 
frascos de hemocultura contaminados. 809 Foram tambem isoladas especies de Bacillus do liquido peritoneal em casos de peritonite 
associada a dialise peritoneal hospitalar. As pseudobacteriemias causadas por especies de Bacillus tambem foram atribuidas a 
tampas contaminadas de frascos de hemoculturas e foram cronologicamente relacionadas com desequillbrio ambiental, como a 
construqao de hospital. 683 


Seguranca laboratorial, coleta de amostras e processamento 

Se houver suspeita de antraz, e preciso notificar imediatamente o laboratorio de saude publica estadual e os CDC. As amostras que 
podem ser coletadas incluem material de lesoes cutaneas, hemoculturas e qualquer outro tecido potencialmente infectado. A 
seguranga no laboratorio e de maxima importancia quando se trabalha com qualquer material com suspeita de conter B. anthracis. 
Todas as amostras e culturas precisam ser examinadas e cuidadosamente processadas em uma camara de seguranga biologica de 
classe II. E preciso tomar todas as precaugoes para reduzir ao maximo a formagao de aerossois a partir do material potencialmente 
infectado. Durante a manipulagao das amostras, os funcionarios de laboratorio devem usar roupas e capotes protetores, mascaras e 
luvas. Esse vestuario deve ser descartado ou autoclavado antes de ser novamente utilizado. Uma vez concluido o processamento da 
amostra, com semeadura das placas e tubos, todas as superficies da camara de seguranga biologica e as bancadas precisam ser 
desinfectadas com hipoclorito de sodio a 5%, e todos os instrumentos utilizados para o processamento das amostras devem ser 
autoclavados. Alem disso, os funcionarios do laboratorio que trabalham com suspensoes de esporos ou carcapas e tecidos de animais 
contaminados precisam ser adequadamente imunizados. 

As amostras para isolamento de B. anthracis devem refletir o modo de aquisigao e a consequente patologia da infecgao. Para o 
diagnostico de antraz cutaneo, devem-se obter amostras de liquido seroso ou uma biopsia abaixo da superflcie da escara, juntamente 
com hemoculturas. O diagnostico de suspeita de antraz por inalagao exige a coleta de amostras de escarro e hemoculturas. Os 
aspirados gastricos e as amostras de fezes podem ser enviados para ajudar no diagnostico de antraz gastrintestinal, juntamente com 
as hemoculturas. Para os casos de suspeita de gastrenterite por B. cereus, deve-se coletar o alimento epidemiologicamente ligado a 
doenga. Como B. cereus pode ser encontrado nas fezes de individuos sadios, e tendo em vista que nao existe nenhum sistema de 
tipagem para esse microrganismo prontamente disponivel nos laboratories clinicos, o isolamento de B. cereus das fezes de pacientes 
doentes nao fomece evidencias suficientes para atribuir qualquer papel etiologico aos microrganismos isolados. Entretanto, pode ser 
importante isolar o microrganismo das fezes de individuos em uma situagao de surto, contanto que seja demonstrada a ausencia do 
microrganismo em amostras semelhantes de controle adequadamente comparaveis. Os isolados de alimentos implicados ou amostras 
de fezes dos pacientes podem ser enviados a um laboratorio de referencia (p. ex., o laboratorio do departamento de saude do estado 
ou os CDC) para confirmagao da identidade e tipagem da cepa. Deve-se coletar uma amostra de fezes de volume suficiente (25 a 50 
g) em um recipiente esterilizado e hermeticamente fechado. O envio das amostras de alimento, fezes e/ou isolados ao departamento 
de saude publica ou aos CDC deve ser realizado apos notificagao previa e discussao da situagao do surto com essas autoridades. 

Isolamento e identificacao do "grupo bacillus" 

Os membros do genero Bacillus que sao isolados de amostras clinicas habitualmente crescem bem e esporulam em agar-sangue de 
carneiro e agar-chocolate incubados a 37°C em condigoes aerobias. A esporulagao pode ser estimulada por meio de subculture em 
agar nutriente suplementado com MnS0 4 (concentragao final de 5 pg/mE) e incubagao subsequente. Em coloragdes de esfregagos 
provenientes de hemoculturas, de outros meios em caldo e, em certas ocasioes, de meios solidos pelo metodo de Gram, as especies 
de Bacillus e especies relacionadas podem aparecer como bacilos gram-negativos, levando a impressao incorreta de que o 
microrganismo e um bacilo gram-negativo nao fermentador. A semeadura em meio de caldo e a preparagao de um esfregago corado 
pelo metodo de Gram depois de algumas horas de crescimento podem revelar a natureza gram-positiva dos microrganismos. Os 
esporos intracelulares e livres de celulas nao se coram pela tecnica de Gram, mas podem ser visualizados pelo corante verde de 
malaquita. Efetua-se um esfregago do microrganismo em lamina que deve ser fixado pelo calor e corado com verde malaquita a 10% 
durante 45 minutos. O esfregago e lavado, contracorado com safranina durante 30 segundos e examinado com objetiva de imersao 
em oleo. Os esporos aparecem verdes, enquanto as celulas vegetativas coram-se de rosa a vermelho. Os esporos nao corados 
aparecem como estruturas ligeiramente refrateis, transparentes, redondas a ovais dentro e fora das celulas vegetativas (Prancha 14.2 
D). 

Em SBA, as colonias de B. cereus e B. thuringiensis sao habitualmente grandes, com texture fosca ou em vidro moido, e as 
cepas sao, em sua maioria, beta-hemoliticas (Prancha 14.2 H). Essas colonias possuem consistencia butiracea, com bordas 
continuas, crenadas ou com fimbrias. Por outro lado, as colonias de B. anthracis sao habitualmente menores, branco-acinzentadas, 
de superflcie rugosa e nao hemoliticas e possuem consistencia firme, viscosa, de modo que, quando se tocam as colonias com uma 
alga bacteriologica, elas formam picos que se assemelham aos da clara de ovo batida (Prancha 14.2 E, F e G). Com o microscopio 
de disseegao, sao observados numerosos crescimentos ondulados e em forma de virgula, que consistem em cadeias filamentosas de 
bacilos em tomo da colonia de B. anthracis, dando a aparencia de uma “cabega de Medusa” da mitologia grega (Prancha 14.2 F). As 
colonias de B. mvcoides sao planas, nao hemoliticas e possuem aparencia sinuosa ou rizoide, que se assemelha aquela de alguns 
clostridios. Nos esfregagos corados pelo metodo de Gram, as celulas do grupo de B. cereus (incluindo B. anthracis) consistem em 
bacilos gram-positivos de 3 a 8 pm de comprimento e de 1,2 a 1,4 pm de largura, que ocorrem isoladamente ou em cadeias. As 
celulas individuals apresentam extremidades quadradas ou concavas. Podem-se observar esporos ovais no centro ou na parte 
subterminal, e as celulas nao fleam intumescidas nas areas onde se localiza o esporo. A microscopia de contraste de fase de 
esfregagos de B. thuringiensis pode revelar a presenga de cristais adjacentes ao esporo (cristais paraesporo). Esses cristais, que 
consistem na toxina inseticida produzida naturalmente, tambem podem ser observados em esfregagos do microrganismo corados 
pelo verde de malaquita. Todos os membros do grupo de B. cereus produzem lecitinase em agar gema de ovo e hidrolisam a caseina, 
o amido e a gelatina. B. thuringiensis e algumas cepas de B. cereus e B. mycoides sao positivos para arginina di-hidrolase; B. 
anthracis e negativo para arginina di-hidrolase. Nao ha produgao de indol por qualquer um dos microrganismos do grupo de B. 


cereus, e a maioria das cepas reduz o nitrato a nitrito. B. anthracis tambem e imovel em preparagSes de gota pendente ou em meio 
semissolido para motilidade, enquanto B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides sao moveis. Alem disso, as cepas de B. anthracis 
frequentemente sao encapsuladas nos tecidos infectados, conforme demonstrado em preparagao a fresco com tinta nanquim ou com 
a coloragao para capsula de M’Fadyean. 111:11 A formagao de material capsular pode ser estimulada por meio de subcultura do 
microrganismo em agar nutriente contendo NaHC0 3 a 0,7% e incubagao a 37°C durante a noite. A capsula de B. anthracis e 
composta de acido poli-D-y-glutamico e tern como fungao evitar a fagocitose do microrganismo. B. anthracis tambem pode ser 
identificado definitivamente e diferenciado das outras especies de Bacillus por analise dos acidos graxos das celulas integrais por 
cromatografia gasosa ou por meio de sensibilidade ao y-bacteriofago. A Tabela 14.4 apresenta as caracteristicas bioquimicas para a 
identificagao de B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis e de outros membros do grupo de B. cereus. 

B. anthracis constitui um dos varios agentes potenciais de bioterrorismo. Os CDC e membros da LRN estabeleceram que todas 
as especies de Bacillus isoladas no laboratorio clinico devem ser submetidas a rastreamento para a possivel detecgao de B. 
anthracis. Os agentes que preenchem os criterios de rastreamento sao encaminhados aos laboratories de saude publica estaduais 
para a sua identificagao defmitiva. Em geral, essas caracteristicas incluem coloragao pelo metodo de Gram e morfologia das 
colonias, presenga ou ausencia de hemolise, produgao de catalase e determinagao da motilidade. Nos laboratories de referencia, a 
identidade das cepas presuntivas de B. anthracis e confirmada por meio de analise dos acidos graxos de celulas integras, 
sensibilidade ao y-bacteriofago ou metodos de PCR em tempo real. As caracteristicas laboratoriais sentinelas para rastreamento de 
isolados de Bacillus para a possivel presenga de B. anthracis sao apresentadas no Boxe 14.3. Outras caracteristicas que podem ser 
uteis incluem a coloragao da capsula (realizada diretamente no material clinico) e o teste de betalactamase. As especies de Bacillus 
nao anthracis sao, em sua maioria, nao encapsuladas e mostram-se resistentes a penicilina, devido a produgao de enzimas 
betalactamases. Para este ultimo teste, pode-se utilizar o disco de cefalosporina cromogenica (Nitrocefm®, BD Microbiology 
Systems). 

A identificagao de especies de Bacillus e especies relacionadas pode ser realizada por meio de observagao da morfologia celular, 
forma, posigao e aspecto dos endosporos e determinagao das caracteristicas bioquimicas com uso de testes convencionais. 920 A 
forma e a localizagao dos esporos sao habitualmente determinadas por coloragao pelo metodo de Gram ou por um corante para 
esporos, enquanto a motilidade das celulas e estabelecida por meio de semeadura em pungao de meio semissolido para motilidade. 
A acidiflcagao dos carboidratos pode ser avaliada em meio de cistina-tripticase (CTA) semissolido contendo 1% de carboidratos. A 
redugao do nitrato e a produgao de indol sao detectadas por meio de semeadura de caldo com indol nitrato e desenvolvimento com 
os reagentes adequados, respectivamente. A hidrolise da gelatina, caseina e amido e determinada pela semeadura de meios 
convencionais em tubo ou em placa. Os sistemas de kits miniaturizados, como o API® 20E (que inclui cupulas para arginina di- 
hidrolase [ADH], indol, redugao do nitrato e hidrolise da gelatina) e o API® 50 Carbohydrate (API50CH), tambem podem ser uteis 
para a diferenciagao de B. anthracis de outros microrganismos do grupo de B. cereus, bem como para a identificagao de outras 
especies de Bacillus e especies relacionadas. 61 ' 4 O sistema Vitek® (bioMerieux, Inc.) possui um cartao de identificagao para 
Bacillus, enquanto o sistema Biolog® (Biolog, Inc., Hayward, CA) tambem possui uma base de dados apropriada para especies de 
Bacillus . 61 A analise de metil-esteres de acidos graxos utilizando o Microbial Identification System (MIDI®) (Microbial 
Identification, Inc., Newark, DE) tambem esta disponivel para a identificagao desses microrganismos. A biblioteca de bacterias 
aerobias do sistema MIDI® inclui alguns membros do grupo de B. cereus (i. e., B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides), varias 
outras especies ambientais de Bacillus e alguns membros do genero Paenibacillus. O sistema MIDI® tambem tern uma Biodefense 
Library, que inclui B. anthracis e outros agentes potenciais de bioterrorismo. Foram tambem identificadas especies de Bacillus 
utilizando uma variedade de metodos quimiotaxonomicos, incluindo pirolise acoplada a espectroscopia de massa, espectroscopia 
infravermelha de transformagao de Fourier e eletroforese em gel de poliacrilamida. A time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser 
em matriz (MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) tambem tern sido utilizada para a 
identificagao de B. anthracis e de outros membros do grupo de B. cereus . 589,640 


Boxe 14.3 


Exames de rastreamento laboratoriais sentinelas para a identificagao presuntiva de Bacillus 
Categoria Caracteristicas 

Seguranga Biosseguranga de nivel 2 para processamento de amostras dinicas 

Praticas laboratoriais de biosseguranga de nivel 3 para as manipulates de todas as culturas passiveis de 
produzir aerossois (picar, cortar, agitar etc.); realizar todo o trabalho em uma camara de seguranga biologica 

Caracteristicas das colonias Colonias de crescimento rapido, de2a5mmde diametro apos incubagao a 35° a 37°C durante 18 a 24 h 

Superficie nao pigmentada, seca em "vidro moido"; planas ou ligeiramente convexas 

Bordas irregulares com projegoes em "forma de virgula" (colonias em "cabega de Medusa") 

Consistency pegajosa e firme, de modo gue, quando se tocam as colonias com uma alga bacteriologica, o 




crescimento da colonia ira permanecer elevado, como dara de ovo batida 

Ausencia de hemolise em 5BA 

Caracteristicas microscopicas 

Grandes bacilos gram-positivos, isolados e/ou em cadeias 

Podem tornar-se gram-variaveis depois de 72 h 

Podem ser encapsulados em material dinico ou meios de hemocultura 

Os esporos terminais/subterminais nao produzem intumescimento da celula vegetativa 

Nao ha esporos no material dinico, a nao ser quando exposto a baixos nfveis de C0 2 , como aqueles 
encontrados no ar ambiente; nfveis mais altos de C0 2 irao inibir a forma^ao de esporos 

Caracterlsticas essenciais 

Nao hemollticos, imoveis e catalase-positivos; present de esporos em cultura aerobia sem C0 2 ; 

betalactamase-negativos 


Em virtude do papel potencial de B. anthracis no bioterrorismo, muitas pesquisas tem sido realizadas para desenvolver metodos 
destinados a detecgao direta do microrganismo em amostras tanto ambientais quanto clinicas. Embora os metodos de cultura sejam 
bastante confiaveis, o isolamento e a identificaqao possivel de B. anthracis consomem muito tempo. Foram desenvolvidos varios 
metodos baseados na afinidade, como imunoensaios enzimaticos (IEE) a base de anticorpos dirigidos contra a glicoproteina de 
superficie BaclA, a capsula de acido poli-D-glutamico, a camada S de B. anthracis ou o antigeno extracelular 1 (EA-1). 620,1086,1087,1177 
Alem dos antigenos de superficie de B. anthracis, foram tambem explorados ensaios para a detecgao dos tres antigenos proteicos de 
toxina - PA, EF e LF - utilizando anticorpos contra esses antigenos como ligantes. 977 Infelizmente, esses ensaios carecem tanto de 
sensibilidade quanto de especificidade. Os IEE para a detecgao de esporos de B. anthracis apresentam um limite de detecgao de 10 5 
a 10 6 esporos, ou seja, 100 a 1.000 vezes menos sensiveis do que o declarado pelo fabricante. 598 Foram tambem sugeridos metodos 
moleculares, como a PCR para a detecgao direta; entretanto, e preciso tomar cuidado para selecionar genes-alvo e projetar pares de 
iniciadores e sondas especificos para B. anthracis. Os genes-alvo para ensaios moleculares incluiram os plasmidios pXOl e pX02 
de B. anthracis', entretanto, plasmidios semelhantes a pXOl e a pX02 sao encontrados em varias cepas nao virulentas de B. cereus, 
podendo afetar, assim, a especificidade desses ensaios e PCR em tempo real. As cepas de B. cereus que causam doenga semelhante 
ao antraz tambem sao detectadas por testes de identificagao com PCR especificos para plasmidios. 507 ’ 508 ’ 600 ’ 601 Varios pesquisadores 
examinaram genes cromossomicos de B. anthracis de modo a desenvolver ensaios moleculares especificos; todavia, nesse caso 
tambem, os esfor 90 S foram dificultados pela presen 9 a de genes com sequencias de nucleotidios semelhantes em outros 
microrganismos do grupo de B. cereus. m A principio, acreditou-se que certos genes cromossomicos e sequencias de nucleotidios de 
“assinatura”, como a sequencia BA-813, a sequencia BA-5449 e o gene rpoB, pudessem representar marcadores genotipicos 
especificos de B. anthracis, sendo portanto uteis para a detecgao e identificagao. 608 Todavia, estudos subsequentes detectaram genes 
equivalentes com sequencias de nucleotidios semelhantes em cepas de B. cereus. Foi tambem constatado que algumas cepas de B. 
thuringiensis compartilham polimorfismos rpoB com B. anthracis , 1244 Em 2008, Antwerpen et al , 42 identificaram um marcador 
genomico que ainda nao tinha sido encontrado em B. cereus ou outras especies de Bacillus nao anthracis. A sensibilidade e a 
especificidade dessa sequencia para a detecgao e identificagao de B. anthracis estao sendo atualmente avaliadas. 

Foram tambem utilizados metodos moleculares para a tipagem de cepas e a epidemiologia molecular de isolados do grupo de B. 
cereus associados a surtos de infecgao transmitida por alimentos e grupos de infecgoes aparentemente hospitalares. 680 ’ 729 ’ 920 ’ 1099 A 
PFGE, o AFLP e a MLST nao demonstraram ter poder discriminatory suficiente para identificar B. anthracis de varias 
origens. 3,575 Repetigoes em tandem de numero variavel (VNTR; do ingles, variable-number tandem repeat), encontradas em fases 
de leitura aberta de genes de B. anthracis e areas intergenicas no cromossomo de B. anthracis e nos plasmidios pXOl e pX02, 
foram usadas para projetar um metodo de tipagem de VNTR, denominado analise de VNTR de multiplos loci (MLVA; do ingles, 
multiple locus variable-number tandem repeat analysis). 516 '™ Podem ser utilizados entre 8 e 25 loci para discriminar isolados de B. 
anthracis por meio desse metodo. 678,1145 

Teste de sensibilidade de especies de Bacillus a agentes antimicrobianos 

A diretriz aprovada M45-A2 pelo CLSI para o teste de sensibilidade de bacterias raramente isoladas ou exigentes inclui um 
procedimento de teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos em microcaldo para especies de Bacillus nao B. anthracis. 214 O 
metodo utiliza caldo de Miieller-Hinton ajustado para cations e um inoculo preparado a partir de uma suspensao direta de colonias 
equivalente a um padrao de turvagao de McFarland de 0,5. Os testes sao incubados a 35°C no ar ambiente durante 16 a 24 horas. A 
clindamicina, as fluoroquinolonas e a vancomicina sao sugeridas para teste primario. Dispoe-se de pontos de corte para a penicilina, 
ampicilina, cefalosporinas de primeira e de segunda gera95es, imipenem, gentamicina, amicacina, eritromicina, tetraciclina, 
ciprofloxacino, levofloxacino, SXT, rifampicina e vancomicina." 14 As especies de Bacillus sao, em sua maioria, resistentes a 
penicilina e as cefalosporinas, devido a produgao de enzimas betalactamases de amplo espectro. 



Especies de Corynebacterium 
Introdugao e taxonomia 

O genero Corynebacterium contem muitas especies, incluindo o patogeno classico C. diphtheriae, o agente etiologico da difteria. 
Apesar de a difteria ser relativamente incomum nos paises desenvolvidos, em consequencia da vacinagao disseminada, trata-se de 
uma causa de morbidade e mortalidade significativas nos paises com recursos limitados, e, nos EUA, sao relatados surtos 
esporadicos ocasionais. Muitos dos microrganismos do genero Corynebacterium constituent parte da microbiota da pele e das vias 
respiratorias superiores. 1166 Essas mesmas especies, bem como outras especies de Coiynebacterium e bacterias corineformes 
relacionadas, passaram a ser reconhecidas como importantes agentes de doengas humanas, particularmente em hospedeiros 
imunocomprometidos e em pacientes com dispositivos medicos de longa permanencia. A aplicagao de metodos moleculares (i. e., 
sequenciamento de rRNA e rDNA 16S, hibridizagao de acidos nucleidos), quimiotaxonomicos (/'. e., analise de peptidoglicano, 
analise dos acidos graxos celulares, caracterizagao da menaquinona) e fenotipicos expandidos (i. e., sistemas de identificagao em 
kits, testes de assimilagao de compostos organicos, detecgao de enzimas glicosidase ou aminopeptidase pre-formadas) para a 
caracterizagao dos bacilos gram-positivos resultou na descrigao de muitas especies novas de Coiynebacterium isoladas de amostras 
clinicas humanas, de animais e do meio ambiente. A analise dos isolados corineformes inominados resultou na sua inclusao em 
generos previamente descritos (p. ex., os generos Coiynebacterium, Arcanobacterium e Actinomyces) e em novos generos (p. ex., 
Turicella, Cellulosimicrobium, Dermabacter). Alguns isolados do grupo corineforme dos CDC pertencem a generos nao 
anteriormente associados a infecgoes humanas (p. ex., Arthrobacter, Brevibacterium, Cellulomonas, Microbacterium). Os generos 
relacionados com especies de Corynebacterium incluem os microrganismos nocardioformes (Nocardia, Streptomvces, Oerskovia, 
Rhodococcus, Gordona, Dietzia, Tsukamurella), os actinomicetos facultativos e anaerobios ( Actinobaculum, Actinotignum, 
Actinomyces), os “difteroides” anaerobios ( Propionibacterium, Propioniferax), e os bacilos acidorresistentes ( Mycobacterium). As 
descrigSes quimiotaxonomicas e fenotipicas do genero Coiynebacterium e generos corineformes relacionados encontrados em 
amostras clinicas humanas sao apresentadas na Tabela 14.5. Alguns desses generos serao discutidos neste capitulo, enquanto outros 
(p. ex., especies de Propionibacterium) sao descritos em capitulos subsequentes. 

O genero Coiynebacterium e constituido por bacilos gram-positivos pleomorficos, em forma de clava, que sao catalase- 
positivos, imoveis, nao fonnadores de esporos e nao acidorresistentes. A maioria das especies de Coiynebacterium contem acidos 
micolicos, arabinose e galactose em suas paredes celulares. 1:20 O peptidoglicano das especies de Coiynebacterium contem o acido 
f/ievodiaminopimelico (ineso- DAP) como diaminoacido constituinte. Sao tambem encontrados acidos graxos celulares distintos e 
menaquinonas nas membranas celulares desses microrganismos (Tabela 14.5). As descrigoes classicas desse genero incluem a sua 
tendencia a formar arranjos em “paligada” e “caracteres Chineses” nos esfregagos corados pelo metodo de Gram (Prancha 14.3 A). 
As especies sao, em sua maioria, facultativas e fermentadoras no seu metabolismo de carboidratos, embora algumas especies sejam 
nao fermentadoras e/ou utilizem os carboidratos de modo oxidativo. Algumas especies tambem necessitam de lipidios para 
crescimento otimo (lipofilicas). Essa necessidade e sugerida pelo crescimento das especies em meios contendo lipidios (p. ex., SBA) 
e crescimento escasso ou ausente em agar-chocolate disponivel no comercio, que contem hemina em po, em lugar de eritrocitos 
lisados. O lipofilismo e mais bem demonstrado por um aumento no crescimento dessas especies em meio contendo Tween 80 de 0,1 
a 1%, em comparagao com o mesmo meio sem Tween 80 (Prancha 14.3 B). 

A aplicagao de tecnicas de “pesquisa” para a caracterizagao dos microrganismos corineformes tambem criou problemas para o 
laboratorio clinico, cujos recursos para os metodos de identificagao geneticos/quimiotaxonomicos sao limitados e a identificagao 
fenotipica e a norma. Dois isolados clinicos podem produzir resultados identicos no teste fenotipico (p. ex., API® Coryne); 
entretanto quando sao aplicados metodos geneticos e quimiotaxonomicos, esses isolados podem ser diferentes (p. ex., acidos graxos 
celulares diferentes, diaminoacidos diferentes no peptidoglicano etc.). Devido a caracterizagao fenotipica limitada de muitos generos 
do meio ambiente (p. ex., especies de Microbacterium), a inclusao de isolados clinicos nesses generos e mais dificil e, infelizmente, 
menos acurada. Em consequencia dos progressos cientificos, a interpretagao de relatos de casos clinicos relacionados com especies 
de Coiynebacterium ou especies corineformes tomou-se problematica, visto que os isolados descritos nesses relatos podem nao ter 
sido caracterizados rigorosamente. 

Identificagao de especies de Corynebacterium e bacterias corineformes 

A identificagao de especies de Corynebacterium e de outras bacterias corineformes foi originalmente realizada com testes 
fenotipicos, a semelhanga de outros microrganismos no laboratorio clinico. Com a aplicagao de metodos moleculares, o numero de 
especies no genero Coiynebacterium e generos relacionados sofreu uma expansao tao rapida que, por necessidade, o numero de 
testes fenotipicos necessarios para a identificagao dessas especies tambem aumentou. Os testes convencionais sao efetuados da 
mesma forma que para outros microrganismos (p. ex., bacilos gram-negativos entericos), com algumas modificagSes. As 
necessidades de lipidios sao determinadas pela semeadura do microrganismo em meio sem lipidios (p. ex., agar Mueller-Hinton, 
agar BHI, agar soja tripticase) e a colocagao de uma gota de Tween 80 a 0,1% sobre a semeadura. Apos incubagao, as cepas 
lipofilicas exibem maior crescimento na area de deposigao do Tween e crescimento escasso ou ausente nas areas distantes do lipidio 
(Prancha 14.3 B). As cepas nao lipofilicas crescem sobre toda a superficie do agar. Os meios de identificagao convencionais (/. e., 
testes de utilizagao de carboidratos) podem tambem necessitar de suplementagao com 3 a 4 gotas de Tween 80 a 0,1 a 1% (para cada 
5 m £ de meio em caldo) para a identificagao de cepas lipofilicas. A cromatografia liquido-gasosa para a detecgao de produtos 
volateis e nao volateis de fermentagao da glicose tambem e util. Todos os taxons produzem quantidades pequenas a moderadas de 


acidos acetico, lactico e succlnico a partir da glicose, enquanto outros podem produzir acido propionico. Essa caracteristica e 
frequentemente util para diferenciar as cepas que exibem perfis bioquimicos muito semelhantes (p. ex., diferenciagao de C. 
amycolatum [propionato-positivo] de C. striatum [propionato-negativo]). 7- ’ O Boxe 14.4 fornece uma lista das especies de 
Corynebacterium atualmente descritas e sua importancia cllnica, enquanto a Tabela 14.6 apresenta as caracterlsticas fenotlpicas para 
a identificagao das especies de Coiynebacterium. 

Os produtos comerciais para a identificagao de bacilos gram-positivos corineformes sao o API® Coryne (bioMerieux, Inc.), o 
RapID® CB-Plus (Remel Laboratories) e o Vitek® 2 Anaerob el Corynebacterium (bioMerieux, Inc.). 

API® Coryne. O API® Coryne e um kit de identificagao constituido de uma galeria de microcapsulas, que compreende 11 testes 
enzimaticos, 8 testes de fermentagao de carboidratos e uma capsula de controle da fermentagao. Prepara-se uma suspensao densa 
dos microrganismos (padrao de McFarland n. 6 ou mais) em agua, e essa suspensao e colocada nas capsulas dos testes enzimaticos 
(NIT ate GEL). Em seguida, coloca-se uma aliquota de 0,5 ml dessa suspensao no meio GP (meio enriquecido com indicador 
vermelho de fenol), que e usado para preencher as capsulas de controle de carboidratos e dos testes (O a GLYG). Cada uma dessas 
ultimas capsulas e recoberta com oleo mineral esteril. A tira e incubada por 24 a 48 horas em estufa sem C0 2 . Sao adicionados os 
reagentes A e B a cupula de nitrato (NIT), enquanto os reagentes ZYM A e ZYM B sao adicionados as cupulas de enzimas (PYZ ate 
(3-NAG); a leitura dessas reagSes e realizada depois de 10 minutos. Os testes de ESC, URE, GEL e de carboidratos sao lidos 
diretamente sem a adigao de reagentes. A partir do padrao de reagoes na tira, um biocodigo e gerado e interpretado ao consultar a 
base de dados online. A base de dados do API® Coryne tern sido atualizada para incluir alguns taxons recentemente descritos e 
refletir mudangas na taxonomia, porem a nomenclatura continua se modificando. Funke et a// 44 avaliaram a versao 2.0 com 390 
cepas, representando todos os 49 taxons incluidos na nova base de dados, mais 17 cepas pertencentes a taxons nao incluidos na base 
de dados. O kit identificou 90,5% das cepas pertencentes aos taxons incluidos, e foram necessarios testes adicionais para a 
identificagao correta de 55,1% de todas as cepas testadas. Apenas 5,6% dos isolados nao foram identificados, e 3,8% foram 
identificados de modo incorreto. A base de dados atual do API® Coryne e encontrada em apiweb.biomerieux.com, versao 3. O 
sistema API® Coryne exige um inoculo denso para evitar reagoes falso-negativas, e pode haver necessidade de um periodo mais 
longo de incubagao para detectar as reagSes de fermentagao dos carboidratos. ’ 4 Os relatos de novas especies de Corynebacterium 
frequentemente incluem testes do API® Coryne como parte da descrigao da especie. Os biocodigos API® de sete digitos so 
fomecem identificagSes para especies incluidas na base de dados, e as novas especies podem ser identificadas de modo incorreto, a 
nao ser que sejam realizados testes adicionais. Todavia, algumas especies novas geram biocodigos exclusivos. 


Tabela 14.5 Caracterlsticas do genera Corynebacterium e de outros bacilos gram-positivos corineformes. 


Genera 

Morfologia celular 

Catalase 

Moti- 

lidade 

Pigmento 

Cresci- 

mento 

Metabo- 
lismo de 
CH0 

Acidos 

niicolicos 

Diamino- 
acidos de 
peptidoglicano 

Menaqui- 

nonas 

Acidos gra- 
xos celulares 

Comentarios 

Actinoba- 

culum 

Bacilos delgados, re- 
tosa ligeiramente 
curvos; podem 
apresentar alguma 
ramificagao 



Nenhum 

Fac/Ana 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina, L-omitina 

MK-10(H 4 ) 

C1B:0, C1B:1 
(9C, cycl), 

Cl 8:0 

Quatro especies, incluindo a 
esp 6 cie anterior Actinomy¬ 
ces suis 

Actinomy¬ 

ces 

Bacilos, filamento- 
sos, ramificagao 

V 


Nenhum; ocasio- 
namente rosa/ 
vermelho 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina, L-omitina 

MK-10IHJ 

C16:0, 

C18:1(9C, 
cycl). Cl 8:0 

Cepas do grupo 1, grupo2, 
"semelhante ao grupo 1 " 
e grupo E dos CDC, mais 
outras especies de Acti¬ 
nomyces anteriormente 
descritas 

Arcanobac- 

terium 

Bacilos curtos e 
irregulares 

V 

- 

Nenhum 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9|H,} 

Cl 6:0, 

Cl 8:1 (9C. 
cycl). Cl 8:0 

Cinco especies, incluindo a 
esp 6 cie anterior Actinomy¬ 
ces bernandiae 

Arthrobac- 

ter 

Ciclode bacilo 
a coco 

+ 

V 

VariSvel 

Aer 

Oxid 

Ausentes 

i-lisina 

MK- 8 , MK-9, 
MK-9(H 2 ) 

C15:0ai, 

C17:0ai, 

C15:0i 

Algumas cepas dos grupos 

B-1 e B-3 dos CDC 

Brevibacte- 

rium 

Ciclo de bacilo a 
coco 

+ 

— 

Branco turvo, 
amarelo, la- 
ranja, roxo 

Aer 

Oxid 

(inerte) 

Ausentes 

meso-DAP 

MK- 8 IHJ. 

MK-70-y 

Cl 5:0ai, 

C17:0ai, 

CIB.Oi 

Algumas cepas dos grupos 

B-1 e B-3 dos CDC 

Cellulomo- 

nas 

Bacilos irregulares; 
formas cocoides 

+ 

V 

Amarelo 

Fac 

Ferm/ 

Oxid 

Ausentes 

L-ornitina 

MK-9(H 4 | 

C15:0ai, C16:0 

Grupo A-3 dos CDC(C. 
hominis) 

Cellulosi- 

micro- 

bium 

Bacilos irregulares, 
ciclo de bacilo 

a coco 

+ 


Branco-amarelado 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9(H 4 ) 

C15:0ai. 

C16:oi, Cl 6:0, 
C16:0i 

Inclui Cellulosimicrobium 
cellulans (anteriormente 
Oerskovia xanthineolytica) 
e Cellubsimicrobium funkei 
(anteriormente Oerskovia 
turbata) 

Corynebac¬ 

terium 

Bacilos, forma de 
clava 

+ 

- 

Nenhum, cinza/ 
branco 

Fac 

Ferm/ 

inerte 

V(C22-C38) 

meso-DAP 

MK-9|H 2 |, 

MK- 8 IH 2 I 

C18:1,c16:0, 

c18:0 

EspScies de Corynebacterium 

Dermabac- 

ter 

Bacilos curtos ou 
cocobacilos 

+ 

— 

Nenhum 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

meso- DAP 

MK-9. MK- 8 , 
MK-7 

C17:0ai, 

C15:0ai, 

C16:0i 

Grupos 3 e5dos CDC 

Exiguobac- 

terium 

Bacilos curtos e irre¬ 
gulares, com ciclo 
bacilo a coco 

+ 

+ 

Laranja pa lido, 
amarelo 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-7 

C17:0i, C15:0i, 
Cl 6:0 

Inclui £ acetylicumque se 
assemelha a algumas ce¬ 
pas do grupo A-4 dos CDC 


Leifsonia 

Bacilos pleom6rficos 
que sofrem frag- 
mentagao em ba¬ 
cilos mais curtos e 
cocos; mbveis por 
meio de flagelos 
peritrfquios 

+ 

+ 

Amarelado a ama- 
relo intenso com 
a idade 

Aer 

Oxid, 

ferm 

(CHO) 

Ausentes 

Acido Dt-diamino- 
butfrico 

MK-11, 

MK-10 

C15:0ai, 

C17:Oai, 

C16:Oi 

Inclui L. aquatica (anterior- 
mente "Corynebacterium 
aquaticum") e outras bact6- 
rias ambientais 

Microbac¬ 

terium 

Bacilos delgados ir- 
regulares; algumas 
formas cocoides 

+ 

V 

Nenhum a 
amarelo 

Aer 

Oxid/ 

fraca- 

mente 

ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-12, MK- 
11, MK-10 

C15:0ai, 

C17:0ai, 

C16:0i 

Algumas cepas dos grupos 
A-4 e A-5 dos CDC e algu¬ 
mas esp6cies antigas de 
Aureobacterium 

Oerskovia 

Cocoides a filamen- 
tos rudimentares; 
vegetativa, porbm 
sem "hifas" aereas 

+ 

V 

Amarelo 

Fac/Aer 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9IHJ 

C15:0, C1B:0, 
C15:0i, 

C17:0ai 

Inclui O. jenensis (de insetos) 
e O. paurometabola (do 
solo) 

Propioni- 

bacte- 

rium 

Bacilos irregulares 
com ramificagoes 
ou extremidades 
"bffidas"; algumas 
formas cocoides 

V 


Branco/branco- 

acinzentado 

Ana/Fac 

Ferm 

Ausentes 

p-DAP 

MK-9IH,) 

C15:0, C15:0ai, 
C17:Oai 

Habitualmente crescem me- 
Ihor em condigoes anaerb- 
bias, particularmente com 
isolamento primbrio; produ¬ 
zem grandes quantidades 
de bcido lactico a partir da 
glicose 

Propionife- 

rax 

Bacilos irregulares 

+ 


Nenhum 

Aer 

Ferm 

Ausentes 

p-A.pm 

MK-9|H 4 ) 

C15:0ai, C16:0i 

Inclui uma dnica especie 
Propioniferax innocua 
(anteriormente Propion ibac¬ 
terium innocuum) 

Rothia 

Bacilos irregulares 
com ramificagoes 
rudimentares 

+ 


Branco, branco- 
acinzentado 

Fac 

Ferm 

Ausentes 

L-lisina 

MK-7 

C15:0ai, 

C17:0ai, 

Cl 6:0 

Inclui variantes de coldnias 
brancas e pretas e o grupo 

4 corineforme fermentador 
dos CDC "semelhante 
a Rothia outro isolado 
humano do gfinero 6 R. 
mucilaginosa 

Turicella 

Bacilos irregulares 

+ 

- 

Nenhum 

Aer 

Inerte 

Ausentes 

meso-DAP 

MK-10IHA 

MK-IIIHz) 

C18:1,C16:0, 

Cl 8:0 

Uma unica esp6cie (7T oti¬ 
tidis): fenotipicamente 


semelhante a C. auriseC. 
afermentans 


Fac = facultativo; Ana = anaerobio; Aer = aerobio. 


Boxe14.4 


Membros do genero Corynebacterium isolado de amostras ch'nicas humanas 

Especies Importance ch'nica e identificacao 

Corynebacterium accolens C. accolens foi isolado de amostras dinicas humanas, incluindo drenagem de feridas, amostras endocervicais, 

escarro e swabs de garganta. Foram relatados casos de endocardite de valva mitral e valva da aorta 
nativas, abscesso de mama e osteomielite pelvica causados por C. occo/ens. 37 ' 209,1204 C. accolens e uma especie 
lipofilica, que forma pequenas colonias (/. e., menos de 0,5 mm, de diametro) cinzentas, lisas, transparentes 
e nao hemoliticas em SBA depois de 48 h de incubagao. Essa especie reduz o nitrato, mas nao hidrolisa a 
esculina nem produz urease. A semelhan^a da maioria das outras corinebacterias, as cepas de C. accolens sao, 
em sua maioria, pirizinamidase-positivas; entretanto, nao ha produ^ao de fosfatase alcalina. Ocorre 
fermentafao da glicose e da ribose, e algumas cepas tambem produzem acido a partir da sacarose e/ou 
manitol. Os isolados dessa especie sao sensfveis a penicilina, as cefalosporinas, a eritromicina, a 
clindamicina, a tetraciclina e aos aminoglicosidios, enquanto sao resistentes ao sulfametoxazol. 2 '” 7 " 3 

Corynebacterium afermentans subesp. afermentans, Os microrganismos que pertencem ao grupo ANF-1 dos CDC sao bacilos gram-positivos pleomorficos, que 
Corynebacterium afermentans subesp. lipophilum nao produzem acido a partir de qualquer carboidratos, explicando, assim, a sua designaqao de ANF, que 

significa "nao fermentador absoluto" ( absolute nonfermenter). Riegel etal m examinaram as caracteristicas 
geneticas e bioquimicas de 11 cepas ANF-1 e propuseram uma nova especie, Corynebacterium afermentans, 
contendo duas subespecies, C. afermentans subesp. afermentans e C. afermentans subesp. lipophilum . ! A 
primeira subespecie cresce igualmente bem tanto na ausencia quanto na present de Tween 80 a 1%, 
embora as colonias adquiram uma pigmenta^ao bege em meios contendo Tween. A segunda subespecie 
forma colonias muito pequenas em SBA depois de 24 h, porem produz grandes colonias de cor bege em SBA 
suplementado com Tween 80. Esses microrganismos sao bioquimicamente inertes, a exce^ao das reaves 
positivas para pirazinamidase (PYZ) e fosfatase alcalina (PAL; do ingles, alcalinephosphatase). Quanto as 
caracteristicas fenotipicas, C. afermentans subesp. afermentans assemelha-se a Corynebacterium auris e 
Turicellaotitidis, ambas estao associadas a otite media. Todas essas especies produzem o mesmo biocodigo 
no API Coryne (biocodigo 2100004). Esses tres microrganismos sao diferenciados com base na morfologia 
de suas colonias, no teste CAMP, e nas atividades da DNase e leucina arilamidase (LAP). C. afermentans 
subesp. lipophilum tambem produz o mesmo biocodigo API e constitui a unica especie lipofilica que e 




positiva no teste CAMP. 0 isolado foi sensivel a ampicilina, a vancomicina, a cefazolina, a ceftriaxona, a 
gentamicina, a eritromicina, ao ciprofloxacino e ao imipenem, porem demonstrou resistencia a clindamicina 
e ao SXT. C. afermentans subesp. lipophilum tambem foi descrito como causa de abscesso cerebral e hepatico 
em um homem de 39 anos de idade previamente sadio e de abscesso pulmonar com empiema em um 
paciente com AIDS. 299,762 C. afermentans subesp. afementans tambem foi documentado como causa de sepse 
apos neurocirurgia. 621 

Corynebacterium amycolatum Em 1988, Collins et al. m relataram uma nova especie de Corynebacterium isolada da pele humana. Apesar da 

present de meso- DAP, arabinose e galactose na pa rede celular, nao foi constatada a present dos acidos 
corinemicolicos encontrados na maioria das especies de Corynebacterium. Apesar desse desvio de uma 
importante caracteristica quimiotaxonomica de genero, o sequenciamento do rRNA 16S confirmou a 
inclusao desse microrganismo no genero Corynebacterium. 0 microrganismo foi denominado 
Corynebacterium amycolatum ("sent acidos micolicos") e foi aceito, em 1988, como uma especie valida de 
Corynebacterium. 

C. amycolatum e considerado como patogeno emergente em pacientes imunocomprometidos. Esse 
microrganismo foi documentado como agente da sepse em pacientes com neoplasias malignas 
hematologicas subjacentes e febre neutropenica. 8,264 Ocorreu endocardite de valva nativa envolvendo C. 
amycolatum em pacientes com doen^a valvar preexistente ou como complica^ao hospitalar de dispositivos 
de acesso periferico contaminados (p. ex., cateteres de hemodialise na subclavia esquerda, cateteres 
IV) k, 24 s, 254 , 264 , 607 ,1234 Q te0 ef fl / 829 (j escreveram tr es casos (j e bacteriemia causada por C. amycolatum em tres 
pacientes. Todos tinham doen$a de base (p. ex., carcinoma de laringe, bronquite cronica, diabetes melito, 
sindrome venosa profunda, adenocarcinoma do estomago), e houve desenvolvimento de bacteriemia como 
complica^ao de pneumonia, infecgao de fratura de quadril apos redu^ao aberta/fixa^ao interna, empiema e 
hemotorax. C. amycolatum foi envolvido em infec^oes relacionadas com o uso de cateter e de feridas 
cirurgicas, mastite, infeqao de eletrodos-deriva^ao de cardioversao e artrite septica apos sepse de enxerto 
vascular. 211,852 ' 1144 C. amycolatum foi relatado como causa de sepse fatal em um lactente prematura e de 
peritonite recorrente associada a dialise peritoneal ambulatorial continua. 97,200,1234 

Os isolados de C. amycolatum exibem uma faixa de CIM para os betalactamicos, macrolidios, clindamicina, 
aminoglicosi'dios, quinolonas e rifampicina. As cepas de C. amycolatum sao sensiveis a tigeciclina, 
vancomicina, tetracidina, linezolida quinupristina-dalfopristina, porem os macrolidios e a clindamicina 
habitualmente demonstram pouca atividade contra esse microrganismo. 338,418,967 Cerca de 40% de 101 cepas 
de C. amycolatum testadas em um estudo conduzido em 1996 mostraram-se resistentes a agentes 
antimicrobianos betalactamicos (CIM > 64 pg/m£). 380 Alem disso, as CIM de ciprofloxacino, doranfenicol, 
clindamicina e eritromicina, em que 50% dos isolados foram inibidos, foram todas acima dos pontos de corte 
de sensibilidade para estafilococos. Foi tambem observada uma resistencia a gentamicina em alguns 
isolados. As cepas de C. amycolatum que exibem alto nivel de resistencia as fluoroquinolonas apresentam 
mutates isoladas ou multiplas no gene gryA, resultando em CIM de > 32 pg/m£ para esses 
agentes. 418,1016,1234 A resistencia a macrolidios em C. amycolatum esta associada a enzimas metilases 
codificadas pelo gene erm(X). m 

Normalmente, C. amycolatum produz colonias planas, secas, cinza-esbranquigadas, foscas ou cereas em 5BA. 
Com incubagao prolongada, as areas confluentes de crescimento em meio agar podem adquirir uma 
"aparencia enrugada" (ver Prancha 14.3 C). Essa morfologia das colonias e facilmente diferenciada daquela 
de C. minutissimum ou C. striatum, que crescem como colonias branco-acinzentadas e umidas. C. amycolatum 
e nao lipofflico e e positivo para pirazinamidase e fosfatase alcalina, e a maioria das cepas tambem reduz o 
nitrato a nitrito. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose e da ribose, e a maioria das cepas tambem 
fermenta a maltose e a sacarose. Alguns isolados podem ser urease-positivos e PYR-positivos. As cepas de C. 
amycolatum produzem acido propionico como principal produto final do metabolismo da glicose. C. 
amycolatum provavelmente foi identifkado de modo incorreto por laboratories ch'nicos durante muitos anos 
como C. striatum, C. xerosis, C. minutissimum e grupo 1-1 dos CDC. 372,1185,1247 A Tabela 14.6 fornece os testes 
adicionais que podem ser utilizados para diferenciar C. amycolatum dessas outras 
corinebacterias. 912,1185,1188,1247 Os numeros de perfil comuns do API Coryne para C. amycolatum (/. e., 



Corynebacterium appendicis 


Corynebacterium argentoratense 


Corynebacterium atypicum 


Corynebacterium aurimucosum 


Corynebacterium auris 


3100325,3100125,7100125,3100365,4100325,3040121) proporcionam habitualmente uma ligagao 
cruzada de C. amycolatum/C. striatum, exigindo testes adicionais para uma identificajao definitiva (ver 
Prancha 14.3 D e E). Letek etal. descreveram um ensaio de PCR em tempo real baseado no uso de varios 
pares de iniciadores para a amplificagao do gene de divisao celular, divIVA, que foi capaz de diferenciar 
especificamente C. amycolatum de C. striatum, C. minutissimum e C. xerosis. 670 

C. appendicis e uma especie recem-descrita, que foi isolada de uma ferida pos-cirurgica de um paciente com 
apendicite. 1 " Em termos genotipicos, essa nova especie esta mais estreitamente relacionada com C. 
afermentans, C. coyieae e C. lipophiloflavum. C. appendicis e uma especie lipofilica, que e positiva para 
pirazinamidase, fosfatase alcalina e urease e que produz acido a partir da glicose e da maltose apenas dentro 
de 7 dias (reaves do API Coryne). 0 acido lactico e o principal produto de fermenta^ao da glicose. 

C. argentoratense e o nome dado a quatro isolados que foram obtidos de culturas de material de garganta de 
pacientes com tonsilite, porem o papel dessas bacterias na doenga nao e conhecida. C. argentoratense esta 
estreitamente relacionado com membros do "grupo de C. diphtheriae“ (i. e., C. diphtheriae, C. 
pseudotuberculosis e C. ulcerans) e com C. kutscheri. Em virtude da semelhan^a genetica com o "grupo C. 
diphtheriae", essas cepas foram examinadas quanto a present do gene fox do (3-corinefago, porem esse 
gene nao foi detectado. C. argentoratense nao e lipofilico, forma colonias branco-acinzentadas, cremosas e 
nao hemoh'ticas em SBA e produz rapidamente acido a partir da glicose, frutose e, em certas ocasioes, 
ribose.' Nao ocorre redugio do nitrato, e a ureia, a esculina e a gelatina nao sao hidrolisadas. Ocorre 
produto de pirazinamidase, porem a maioria das cepas e fosfatase alcalina-negativa. Esse microrganismo 
assemelha-se a C. coyieae, exceto que esse ultimo e fortemente positivo no teste CAMP e acidifica a ribose, 
enquanto C. argentoratense e negativo no teste CAMP e mostra-se variavel quanto a fermentapo de ribose. A 
semelhanga de C. amycolatum, C. argentoratense produz acido propionico a partir da fermenta^ao da glicose. 

A descrigio de C. atypicum corresponde a um unico isolado obtido de uma fonte humana nao revelada. 461 0 
isolado nao foi lipofilico nem hemolitico e nao hidrolisou a esculina, a gelatina ou o amido, porem foi LAP- 
positivo. Diferentemente da maioria das especies de Corynebacterium, ambos os testes de pirazinamidase e 
fosfatase alcalina sao negativos. Ocorre produto de acido a partir da glicose, maltose, sacarose e ribose. A 
semelhanga de C. amycolatum e C. kroppenstedtii, essa nova especie carece de acidos micolicos na pa rede 
celular. A semelhan^a de C. glucuronolyticum, essa especie produz (3-glicuronidase, enquanto outros testes 
enzimaticos no sistema API Coryne sao negativos. 0 codigo API para essa especie atipica e 0200365. 

C. aurimucosum foi isolado de amostras clmicas humanas, induindo hemoculturas de um paciente com 
bronquite, infec^oes osseas e articulares e feridas de pe diabetico. 414 ' 948,122 0 microrganismo cresce 
formando colonias viscosas, ligeiramente amarelas e nao lipofilicas em SBA. No sistema API Coryne, os 
testes de pirazinamidase e fosfatase alcalina sao positivos, e ocorre produto de acido a partir da glicose, 
maltose e sacarose, resultando em um biocodigo 2100125 no sistema API” Coryne. 0 acido lactico e o 
principal produto de fermentagao da glicose. Nas suas caracteristicas genotfpicas e fenotipicas, C. 
aurimucosum assemelha-se estreitamente a C. minutissimum. 0 perfil API* Coryne, 2100125, e identico para 
ambas as especies, exceto que C. aurimucosum produz colonias amarelas e e positivo para a hidrolise do 
hipurato, enquanto C. minutissimum forma colonias umidas e branco-acinzentadas e e hipurato-negativo. 

Em 2004, Daneshvar etal: relataram varios isolados com pigmento preto-carvao de amostras do trato 
genital feminino, que foram provisoriamente designados como grupo 4 corineforme fermentador dos CDC. 
Esses isolados foram relacionados, em nivel de especie, com C. aurimucosum e C. nigricans, que foi 
originalmente isolado de amostras do trato genital feminino. Variantes de pigmento escuro de C. 
aurimucosum parecem ser especificas do trato genital inferior feminino e estao associadas a complicates 
durante a gravidez (p. ex., aborto espontaneo). 1 ™ Devido a esses isolados e a sua estreita rela^ao com C. 
aurimucosum, a descrigao desse microrganismo foi corrigida para incluir nao apenas os tipos de colonias 
originais ("viscosas, ligeiramente amarelas") como tambem essas variantes de pigmento preto-carvao. C. 
nigicans e um sinonimo posterior de C. aurimucosum. 

Em 1995, Funke etal 77 7 relataram o isolamento de 10 cepas, que foram identificadas como "semelhantes a 
ANF-1" dos CDC, porem distintas das subespecies de C. afermentans e de 7 otitidis na sua morfologia celular e 



Corynebacterium bovis 

aparencia das colonias. As colonias desses isolados eram secas, fracamente aderentes ao agar e tornaram-se 

ligeiramente amarelas com o passar do tempo, enquanto as colonias tanto de C. afermentans quanto de T. 
otitidis eram cremosas, lisas e branco-acinzentadas. Essas cepas tambem foram fenotipicamente 
semelhantes a C. afermentans subesp. afermentans e a T. otitidis, porem foi possivel diferencia-las com base 

nos substratos no sistema de identificagao Biolog. A analise genetica confirmou que as 10 cepas constituiam 
uma nova especie de Corynebacterium, e foi proposto o nome Corynebacterium auris ("auris" para referir-se a 
orelha). C. auris cresce formando colonias amareladas, aderentes, secas, nao lipofilicas e nao hemoh'ticas em 

SBA e, conforme ja assinalado, produz reaves nos testes fenotipicos comuns, que sao identicas aquelas de C. 
afermentans subesp. afermentans e T. otitidis. Entretanto, tanto C. auris quanto T. otitidis sao fortemente 
positivos no teste CAMP, enquanto C. afermentans mostra-se variavel nesse teste. Alem disso, a subespecie de 

C. afermentans e C. auris sao DNase-negativas, enquanto T. otitidis e DNase-positivo. Pode-se detectar uma 
atividade de LAP em T. otitidis e C. auris, enquanto C. afermentans subesp. afermentans e LAP-negativo. 913 No 
sistema no API* Coryne, o biocodigo numerico para C. auris e 2100004. 

Essa especie lipofilica esta associada principalmente a bovinos, embora tenham sido documentados raros 
casos de infecjoes humanas. 4,95,247 C. bovis e uma especie lipofilica, que e pirazinamidase-negativa e positiva 
para fosfatase alcalina e urease; produz acido apenas a partir da glicose. Algumas cepas raras tambem sao 
fracamente positivas para maltose, embora essa rea^ao seja negativa no sistema API Coryne. 0 perfil do API" 
Coryne para C. bovis e 0101104. 

Corynebacterium canis 

A semelhan^a de C. freiburgense, esse microrganismo foi isolado de uma ferida de mordedura de cao, 
juntamente com especies de Bacteroides e de Prevotella, de modo que esse microrganismo provavelmente e 
encontrado na boca de caes. 363 Essa especie forma colonias secas, cor bege a brancas e aderentes, com 
bordas irregulares e contorcidas em SBA. 0 microrganismo produz uma variedade de enzimas, incluindo 
pirazinamidase, fosfatase alcalina e a- e (S-glicosidase. Nao ha produ^ao de urease, pirrolidonil arilamidase 

(PYR), a- e p-galactosidase, p-glicuronidase e W-acetil-|3-d-glicosaminidase. C. canis produz acido a partir de 
glicose, maltose, frutose, sacarose, trealose, amido e glicogenio, mas nao a partir de lactose, ribose, xilose, 

manitol, sorbitol ou amigdalina. 0 isolado mostrou-se sensivel a todos os agentes antimicrobianos. 

Corynebacterium confusum 

C. confusum foi isolado de urn abscesso plantar, de osteomielite do calcaneo e do sangue. 0 isolado de 
hemocultura foi de urn paciente nao imunocomprometido durante urn episodio febril apos cirurgia nas 
costas. Esse microrganismo nao e lipofilico e produz uma rea^ao acida tardia a partir da glicose (/. e., a cupula 
de GLU no API' Coryne tornou-se positiva apenas depois de 48 a 72 h de incuba^ao). A incapacidade de 
prolongar a incubaqao da tira de API Coryne depois de 24 h resultou na identificagao dessas cepas como C. 

propinquum (ver adiante); todavia, essas cepas nao hidrolisaram a tirosina (C. propinquum e positiva para a 

hidrolise da tirosina). C. confusum reduz o nitrato a nitrito, produz pirazinamidase e fosfatase alcalina, nao 

hidrolisa a esculina nem a ureia e e negativo para o teste CAMP. Todos os testes enzimaticos API sao 
negativos. No sistema API’ Coryne, os codigos gerados por esse microrganismo sao 3100304 ou 3100104, 
indicando que algumas cepas tambem sao ribose-positivas. No relato original, as cepas de C. confusum 
mostraram-se sensiveis a penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosidios, tetraciclinas, quinolonas e 
glicopeptidios e exibiram sensibilidade variavel a rifampicina e aos macrolfdios. 377 Todas as cepas foram 

resistentesaoaztreonam. 

Corynebacterium coyleae 

C. coyleae foi isolado do liquido pleural, de abscesso pancreatico, abscessos de mama, amostras do trato 
geniturinario e hemoculturas de pacientes com febre de origem indeterminada, secundaria a condi^oes 
subjacentes (/. e., AIDS, cirurgia, diabetes melito, linfoma nao Hodgkin). 336 ’ 382,1 ' As colonias de C. coyleae 
nao sao lipofilicas nem hemoh'ticas em SBA, possuem consistency cremosa a viscosa e medem cerca de 1 
mm de diametro depois de 24 h de incuba^ao. 0 microrganismo e positivo para pirazinamidase, fosfatase 
alcalina e teste CAMP e produz acido a partir da glicose, ribose, frutose e manose. A maioria das cepas produz 
os biocodigos 2100304 ou 6100304 no sistema API* Coryne. Este ultimo biocodigo e identico ao de C. 
jeikeium; entretanto, C. coyleae nao e lipofilico e nao exibe resistencia multipla a agentes antimicrobianos. As 
cepas de C. coyleae mostram-se sensiveis a betalactamicos, gentamicina, imipenem, rifampicina, tetracidina, 

vancomicina e linezolida. Muitas cepas exibem resistencia a dindamicina, a eritromicina e as 

fluoroquinolonas. 



Corynebacterium diphtheriae 

Ver o texto 

Corynebacterium durum 

C. durum foi isolado de culturas de material de garganta de indivi'duos sadios, bem como do escarro e 
amostras de lavado de hospedeiros imunocomprometidos (/. e., com neoplasias malignas, leucemia, 
insuficiencia renal). 932,1166 Na cultura, esse microrganismo nao lipofllico produz pequenas colonias de cor 
bege, que aderem ao agar, embora nem todos os isolados tenham esse aspecto. Na Colorado pelo metodo 

de Gram, as celulas sao longas, pleomorficas e, algumas vezes, filamentosas, assemelhando-se ligeiramente 
a morfologia celular de C. matruchotii, porem sem a aparencia caracterlstica de "cabo de chicote" desta 

ultima especie. As cepas de C. durum sao, em sua maioria, negativas para fosfatase alcalina e PYR. A esculina 
e hidrolisada fracamente, e a hidrolise da ureia, quando positiva, e lenta ou negativa. C. durum tambem e 
uma das poucas especies de Corynebacterium que fermenta intensamente tanto o manitol quanto a 

galactose, o que ajuda a diferenciar esse microrganismo de C. matruchotii, que nao fermenta esses 
carboidratos. Na tira API Coryne, C. durum produz perfis numericos singulares (/. e., 3000135,3001135, 

3040135,3400115,3400135,3400305,3400325,3400335,3040325,3040335,3440335,3441335), embora 
esse microrganismo nao esteja induido na base de dados desse sistema. 71 Nao se dispoe de dados sobre a 
sensibilidade dessa especie a agentes antimicrobianos. 

Corynebacterium falsenii 

C. falsenii foi descrito em 1998 por Sjoden etal., m na Goteborgs Universitat, Suecia. 1031 Foram obtidos 
isolados de hemoculturas e de culturas do LCR. Dois dos isolados de hemoculturas foram de pacientes com 

linfoma maligna e leucemia linfocftica, respectivamente. Esses isolados eram nao lipofilicos e desenvolveram 

uma pigmenta^ao amarela distinta depois de 72 h; a incuba^ao prolongada alem desse periodo resultou em 

pigmenta^ao mais intensa. Os isolados nao reduziram o nitrato nem hidrolisaram a esculina. Todas as quatro 

cepas fermentaram lentamente a glicose, enquanto uma unica cepa tambem produziu uma rea^ao acida 

lenta com maltose. Ocorre hidrolise da ureia conventional depois de uma noite de incuba^ao, e a cupula de 

urease do sistema API Coryne tornou-se positiva apenas depois de 48 h de incubagao. Essas cepas nao 

lipofilicas fermentadoras foram distintas nassuas caracteristicas geneticase quimiotaxonomicas, efoi 
proposto o nome C. falsenii. Desde a descrito de C. falsenii de amostras dinicas humanas, foram tambem 
isoladas cepas semelhantes da boca de aguias, juntamente com urn segundo isolado nao lipofllico (C. 
aquilae ). 331 No API Coryne, os biocodigos para C. falsenii induem 2101104 e 2101304. Alguns biocodigos de 

API* Coryne para esse microrganismo sao identicos aos de C.jeikeium (2100304,2100324), porem as cepas 
de C. falsenii sao amareladas e nao lipofilicas. Os isolados de C. falsenii mostram-se sensfveis a cefalotina, ao 
ciprofloxacino, a eritromicina, a gentamicina, ao imipenem, a rifampicina, a tetracidina, ao cefetamete e ao 
ceftibuteno, enquanto sao resistentes ao aztreonam. A CIM para a penicilina varia de 0,25 a 0,50 pg/m£. Em 
2010, C. falsensii foi isolado do sangue de urn lactente de 13 meses de idade. 1085 Esse isolado mostrou-se 
sensivel a penicilina, dindamicina, doxicidina, gentamicina, linezolida, meropenem, rifampicina e 

vancomicina e resistente a ceftriaxona, a eritromicina e ao SXT. 

Corynebacterium freiburgense 

Essa especie provavelmente e encontrada na cavidade oral de caes, visto que o unico isolado foi obtido de 

uma ferida causada por mordida de cao no antebra^o de uma mulher de 57 anos de idade. Esse 
microrganismo isolado juntamente com Pasteurella multocida, especies de Prevotella e estreptococos alfa- 
hemoliticos. 367 As colonias sao de cor bege-branca, secas, contorcidas com bordas irregulares e aderentes a 
superficie do agar. Depois de 5 dias, as colonias assumem morfologia em "roda raiada". Nao ha produ^ao de 
pirazinamidase, urease, PYR, gelatinase e a-glicosidase, enquanto ocorre produ^ao de |3-glicosidase e |3- 

galactosidase. Ha produ^ao de acido a partir da glicose, maltose, sacarose, lactose e ribose, mas nao a partir 

do manitol, sorbitol, xilose, rafinose, trealose ou amido. A produ^ao de acido a partir da lactose e a rea^ao 
positiva da (S-galactosidase sao incomuns entre especies de Corynebacterium. 0 isolado mostrou-se sensivel a 
penicilina, cefotaxima, ciprofloxacino, doxicidina, eritromicina, gentamicina, linezolida, meropenem, 

rifampicina e vancomicina. 

Corynebacterium freneyi 

C. freneyi foi isolado de amostras de sangue, feridas, abscessos e esperma." 1 ' ! Em 2008, Funke e Frodl 
revisaram 18 isolados adicionais de C. freneyi; 13 isolados de amostras de swab vaginal, sendo o restante de 
secrepo de orelha, pele humana, cultura nasal, cultura de ferida e ulcera varicosa. 365 C. freneyi esta 
genotipicamente relacionado com C.xerosis e C. amycolatum e pode ser diferenciado, com base nas suas 
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caracteristicas fenotipicas, dessas duas especies pela assimilagao de fontes de carbono e por determinadas 
caracteristicas bioqui'micas. As colonias desse microrganismo sao branco-acinzentadas ou amareladas, secas, 
enrugadas, de 0,5 a 1 mm de diametro depois de 24 h de crescimento, nao hemokticas e nao lipofflicas. A 
semelhan^a de C. xerosis, os isolados de C. freneyi sao a-glicosidase-positivos. Ocorre produ^ao de 
pirazinamidase e fosfatase alcalina, e a redu^ao do nitrato a nitrito e variavel. C. freneyi tem a capacidade de 
crescer a 20°C, fermenta a glicose a 42°C e nao acidifica o etilenoglicol, enquanto as cepas de C. xerosis nao 
crescem a 20°C e nao fermentam a glicose a 42°C; algumas cepas acidificam o etilenoglicol. A capacidade de 
C. freneyi de crescer a 20°C tambem ajuda a diferenciar essa especie de C. amycolatum, que nao e capaz de 
crescer nessa temperatura. C. striatum e C. minutissimum tambem se assemelham a C. freneyi, porem C. 
striatum cresce a 20°C, fermenta a glicose a 42°C e acidifica o etilenoglicol. C. minutissimum fermenta a 
glicose a 42°C, porem nao cresce a 20°C e nao acidifica o etilenoglicol. No sistema API Coryne, C. freneyi 
produz urn biocodigo de 3110325, que corresponde a uma liga^ao cruzada de C. striatum/C. amycolatum; 
essas especies podem ser diferenciadas pelos testes descritos anteriormente. C. freneyi mostra-se sensivel a 
doxicidina, linezolida, gentamicina, meropenem, rifampicina, vancomicina e penicilina. 

C. glucuronolyticum e uma bacteria corineforme nao lipofi'lica, quefoi isolada de pacientes do sexo masculino 
com infeqoes do trato geniturinario e de amostras de semen de pacientes com prostatite. 359 ' 393 Em 2001, 
esses microrganismo foi isolado como causa de uretrite em urn paciente de 18 anos de idade. 33 Esse 
microrganismo tambem tem sido encontrado em semen de javali e nas secretes uterinas e vaginais de 
porcas. 271 Essa especie produz colonias branco-acinzentadas a ligeiramente amarelas nao hemolfticas em 
SBA (ver Prancha 14.4 G e H). Enquanto os resultados de alguns testes fenotipicos sao variaveis (/. e., redu^ao 
do nitrato, hidrolise da esculina, urease), os isolados sao, em sua maioria, fortemente positivos no teste 
CAMP e p-glicuronidase (|3-GUR)-positivos (ver Pranchas 14.5 A e B). Na GLC de meios de cultura esgotados, 
essa especie tambem produz acidos propionico, lactico e succinico a partir da glicose. As cepas desse 
microrganismo sao habitualmetne sensiveis a betalactamicos, aminoglicosidios, rifampicina e vancomicina; 
algumas cepas mostram-se resistentes a tetraciclina, doxicidina, eritromicina, dindamicina e certas 
quinolonas (p. ex., ciprofloxacino, norfloxacino). Outro grupo de pesquisadores tambem descreveu esse 
microrganismo, dando-lhe o nome de "Corynebacterium seminale", porem o nome C. glucuronolyticum teve 
preference. 97,3 

A describe de C. hansenii baseia-se em uma unica cepa que foi isolada de cultura aerobia do pus de 
desbridamento cirurgico de urn lipossarcoma." 11 Em suas caracteristicas fenotipicas, essa especie assemelha- 
se estreitamente a C. freneyi e C. xerosis. Esse microrganismo e nao lipofilico e forma pequenas colonias secas, 
rugosas e de pigmento amarelo em meio agar. E pirazinamidase-positivo, fosfatase alcalino-negativo e nao 
hidrolisa a ureia, a gelatina ou a esculina. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose, maltose, sacarose e 
ribose. 0 perfil API Coryne dessa especie foi 2000325. Diferentemente de C. freneyi e C. xerosis, a rea^ao da 
a-glicosidase e negativa. Esse isolado mostrou-se sensivel a todos os agentes antimicrobianos, com exce^ao 
da tetraciclina. 

C. imitans foi isolado em culturas de material de faringe de pacientes com suspeita de difteria na Polonia. 361 
Alem do caso primario, urn menino de 5 meses de idade, foram relatados posteriormente mais sete casos 
primarios. Foi isolado urn microrganismo "semelhante a C. diphtheriae " do caso primario e de tres dos outros 
pacientes. Todas as cepas foram negativas para a toxina difterica por ambos os metodos de teste em animais 
e Elek. Dois metodos de PCR independentes tambem nao conseguiram demonstrar a present de qualquer 
por^ao do gene foxem nenhum dos isolados. Como esses isolados nao produziram toxina difterica, os 
autores foram da opiniao de que eles nao constituiram a causa da doen^a dos pacientes e que tinham 
estabelecido urn diagnostic incorreto, embora provavelmente tenha ocorrido transmissao interpessoal dos 
microrganismos. 361 C. imitans e uma especie nao lipofi'lica, que pode serfacilmente distinguida de C. 
diphtheriae. Diferentemente de C. diphtheriae, C. imitans e fracamente pirazinamidase-positivo, a- 
glicosidase-negativo e positivo no teste CAMP, enquanto as cepas de C. diphtheriae sao pirazinamidase- 
negativas, a-glicosidase-positivas e negativas no teste CAMP. Todos os quatro isolados, descritos no relato 
original, produziram identicos numeros de perfil no sistema API Coryne (2100324). Foi possivel diferenciar 
C. imitans e C. striatum, C. minutissimum/C. amycolatum pela fermenta^ao da maltose e pelo teste CAMP, 
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respectivamente. 0 lactato e o succinato sao os unicos produtos de fermenta^ao da glicose por C. imitans, 
enquanto tanto C. amycolatum quanto C. diphtheriae produzem principalmente acido propionico. Todos os 
quatro isolados descritos no relato original mostraram-se sensiveis aos agentes antimicrobianos, com 
exce^ao do aztreonam, da clindamicina, da eritromicina e azitromicina. i:,! 

C. jeikeium (anteriormente grupo JK) e uma das especies de Corynebacterium mais comumente isoladas de 
infecgoes humanas. 540 Essa especie lipofilica coloniza as axilas, a virilha, o reto e o perineo de pacientes 
hospitalizados e tambem pode ser isolada do ambiente hospitalar. 822,1048,1100 As infecgoes causadas por C. 
jeikeium sao observadas predominantemente em hospedeiros imunocomprometidos com neoplasias 
malignas hematologicas e de orgaos solidos, outras doen^as de base (incluindo AIDS), dispositivos medicos 
de longa permanencia, solugoes de continuidade da barreira tegumentar, neutropenia e terapia com agentes 
antimicrobianos de amplo espectro. 282-1046,1050,1142,1176 C jeikeium constitui uma causa bem documentada de 
bacteriemia e sepse hospitaiares e adquiridas na comunidade e de endocardite de valva nativa e protese 
valvar. 8S,771, M Outras apresenta^oes clinicas menos comuns descritas para C. jeikeium induem 
meningite/ventriculite, infecgoes relacionadas a dispositivos cardiovasculares, pneumonia, pielonefrite, 
osteomielite, peritonite, otite media e infecgoes cutaneas/de tecidos moles. 79,121,265,434,550,827,1191,1231 

Depois de 24 h de incubagio, as colonias de C. jeikeium em SBA sao pequenas (0,5 a 1 mm de diametro), nao 
hemoliticas e branco-acinzentadas (Prancha 14.4 D). 0 crescimento em agar-chocolate disponivel no 
comercio e habitualmente escasso, devido a ausencia de lipidios nas formulates atuais de agar-chocolate. 
Diferentemente de varias outras especies, esse microrganismo e estritamente aerobio. Na ausencia de 
suplementa^ao do meio de crescimento com Tween 80, a acidificagao da glicose e da ribose nas cupulas do 
sistema API Coryne efrequentemente fraca depois de 24 h. 0 microrganismo e positivo para pirazinamidase 
e fosfatase alcalina e acidifica a glicose, a ribose e galactose, algumas cepas tambem acidificam a maltose. 
Todos os testes enzimaticos no API Coryne sao negativos para C. jeikeium (ver Pranchas 14.4 E e F). C. 
jeikeium foi a primeira especie de Corynebacterium documentada como multidrogarresistente. Com 
frequencia, o isolados dessa especie demonstram resistencia aos betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, 
imipenem) e aos aminoglicosidios, enquanto exibem sensibilidade variavel aos macroli'dios, as tetraciclinas, 
a rifampicina e as fluoroquinolonas. 551,722,773,974 C. jeikeium mostra-se sensivel a vancomicina, tigeciclina, 
daptomicina, linezolida e quinupristina/dalfopristina. 282,338,418,635 Acredita-se que a resistencia de C. jeikeium 
a multiplos antibiotics seja mais cromossomica do que associada a plasmidios. Entretanto, foi demonstrada 
uma resistencia induzivel associada a transposons a macrolidios-lincosamida-estreptogramina (MLS) em C. 
jeikeiurn. m,m 

A descrigao de C. kroppenstedtii baseia-se em urn unico isolado de especime humano obtido do escarro de 
uma mulher de 82 anos de idade com doem;a pulmonar. 71 ' A analise da parede celular revelou a presenga de 
meso-DAP e de arabinoglactana, e a analise da sequencia do rRNA 16S confirmou a inclusao desse 
microrganismo no genera Corynebacterium. Estudos recentes sugerem que esses microrganismos 
desempenham um papel na patogenese da mastite granulomatosa em mulheres. 91,852,933,1097 C. 
kroppenstedtii e uma especie lipofilica que produz colonias cinzentas, nao pigmentadas, ligeiramente secas 
ou lisas em agar-sangue. Em geral, as colonias medem menos de 0,5 mm de diametro depois de 24 h de 
incubagao. Esse microrganismo e esculina-positivo e urease e nitrato redutase-negativo, sendo tambem 
negativo no teste CAMP. Ocorre produgio de acido a partir da glicose, sacarose e maltose (reagao fraca). Os 
biocodigos do API* Coryne para essa cepa sao 2040105 ou 2040125, dependendo da interpretagao da 
maltose. C. kroppenstedtii nao cresce a 42°C. 0 teste in vitro do unico isolado demonstrou sensibilidade a 
penicilina, a cefuroxima, a clindamicina, a eritromicina e a vancomicina. 

Durante uma pesquisa de microrganismos envolvidos na patogenese da VB, Funkeefo/. 37 ' isolaram um 
microrganismo corineforme previamente nao descrito da vagina de uma mulher de 32 anos de idade com 
esse diagnostic clinic. Esse isolado preencheu os criterios iniciais para ser induido como membra do 
genera Corynebacterium, apresentou intensa pigmentagio amarela e necessidade de lipidios para o seu 
crescimento. 0 metabolismo foi oxidativo, e o microrganismo nao produziu acido a partir de carboidratos, 
sendo urease-positivo depois de 24 h em caldo de urease. 0 sistema API Coryne produziu o mesmo numero 
de perfil de C. urealyticum (perfil 2101004). Entretanto, C. urealyticum e rapidamente urease-positivo (/. e., 
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os meios inclinados com ureia de Christianson tornam-se perceptivelmente positivos dentro de poucos 
minutos) e nao e pigmentado. Alem disso, esse novo isolado demonstrou ser amplamente sensivel a 
betalactamicos, a macrolidios, a clindamicina e aos aminoglicosidios, enquanto C. urealyticum e 
habitualmente resistente a muitos desses agentes. 

Essa especie foi proposta apos um exame genetico de 51 isolados corineformes lipofilicos (13 cepas de 
referenda e 38 isolados clmicos) que exibiram padroes bioqufmicos heterogeneos. 93 ' 3 Foram obtidos isolados 
de C. macginleyi predominantemente de amostras oculares de pacientes com conjuntivite, ulceras de cornea 
ou endoftalmite pos-operatoria.”' 341,405,555 ’ 1072,1158 C. macginleyi tambem foi isolado de um local de 
traqueostomia de um paciente com carcinoma de laringe, da urina de um paciente com cateter de demora e 
de hemoculturas obtidas de pacientes com sepse relacionada ao uso de cateter. 276 ' 285 - 781 - 11 59 c. macginleyi 
tambem constitui uma causa rara de endocardite. 884 Em SBA, o microrganismo forma colonias puntiformes 
depois de 48 h; em SBA suplementado com 0,1 % de Tween 80, sao produzidas colonias de cor bege- 
avermelhada. A present de concentrates mais altas de Tween 80 (/. e., 1% vs. 0,1%) pode ser ligeiramente 
inibitoria para o crescimento de algumas cepas. C. macginleyi e fosfatase alcalina-positivo, porem 
pirazinamidase-negativo. Ocorre produgio de acido a partir de glicose, sacarose e manitol, e nao ha 
produ<;ao de acido propionico a partir da fermenta^ao da glicose. Os isolados de C. macginleyi sao 
habitualmente sensiveis a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos, embora alguns isolados 
possam ser resistentes as fluoroquinolonas, a clindamicina, a eritromicina e/ou aos aminoglicosidios. 1158 
Alguns isolados de C. macginleyi demonstraram um alto nivel de resistencia as fluoroquinolonas, em virtude 
de mutates pontuais no gene gyrA . 08 

Essa nova especie de Corynebacterium foi isolada do llquido articular do quadril de um homem de 84 anos de 
idade anteriormente submetido a artroplastia. 745 Depois de 48 h de crescimento em SBA, as colonias sao 
acinzentadas, brilhantes e medem 0,5 a 1 mm de diametro (lipofilicas). A ureia, a esculina e a gelatina nao 
sao hidrolisadas, e nao ocorre reduto do nitrato a nitrito. Essa especie e fracamente positiva para 
pirazinamidase e nao forma acido a partir de glicose, maltose, sacarose, xilose ou ribose no API Coryne. Esse 
isolado demonstrou ser sensivel a amoxicilina, doxicidina, gentamicina, ofloxacino, clindamicina, SXT, 
eritromicina erifampicina. 

C. matruchotii constitui parte da microbiota oral de seres humanos e animais e foi isolado, em raras ocasioes, 
de casos de endoftalmite e ulceras de cornea em pacientes imunocomprometidos. Ha relatos mostrando que 
esse microrganismo tambem e um patogeno veterinario. Embora esses microrganismos possam aparecer 
na colorato de Gram como bacterias corineformes tlpicas, eles tambem podem exibir uma forma em "cabo 
e chicote" quando corados e tambem podem apresentar ramifica^ao rudimentar. As colonias de C. 
matruchotii tambem sao atipicas, em compara<;ao com aquelas de outras bacterias corineformes, sendo 
pequenas e planas. C. matruchotii nao e lipofilico, produz pirazinamidase, mas nao fosfatase alcalina, reduz o 
nitrato a nitrito e e habitualmente esculina-positivo. Ocorre produto de acido a partir da glicose, maltose, 
sacarose e ribose. Uma analise recente de varias cepas ATCC de C. matruchotii revelou que algumas eram, na 
realidade, membros da especie recentemente descrita C. durum. 7 ' Embora nao sejam induidas na base de 
dados do sistema API Coryne, as cepas genulnas de C. matruchotii produzem biocodigos 7000325,7010325, 
ou 7050325 no API Coryne. A cepa ATCC original de C. matruchotii (ATCC 43833) tambem demonstrou ser 
distinta das cepas verdadeiras de C. matruchotii pela analise de sequencia do rDNA 16S. Na atualidade, essa 
cepa e denominada "cepa semelhante a C. matruchotii e produz o biocodigo 2140325 no API Coryne.' 1 

C. minutissimum e uma especie nao lipofi'lica de importance ch'nica incerta, visto que a maioria dos relatos 
de casos nao fornece dados fenotipicos suficientes para excluir outras especies, particularmente C. 
amycolatum. Historicamente, C. minutissimum esta associada ao eritrasma, que consiste em uma infecgao 
cutanea superficial caracterizada por pequenas placas maculares vermelho-acastanhadas, geralmente nas 
areas intertriginosas. Os relatos de casos implicando "C. minutissimum" como agente etiologico induem 
endocardite, meningite, abscessos de mama recorrentes, abscesso costocondral, bacteriemia, infec^ao de 
ferida cirurgica pos-discectomia/pos-fusao vertebral, pielonefrite com bacteriemia, sepse relacionada com o 
uso de cateter e peritonite associada a CAPD. 15,43 ' 64,175,246 ' 333,955 VanBosterhaut etal." 39 relataram o 
isolamento de cepas de “C. minutissimum" multidrogarresistentes a partir de hemoculturas de um homem 



Corynebacterium mucifaciens 


"Corynebacterium nigricans" (C. aurimucosum) 


Corynebacterium piibarense 


de 60 anos de idade submetido a tratamento para leucemia linfocitica, de um paciente de 50 anos de idade 
submetido a hemodialise e de uma mulher de 77 anos de idade em dialise peritoneal devido a insuficiencia 
renal cronica. Esses isolados consistiram, provavelmente, em C. amycolatum, devido a produijao de acido 
propionico a partir da fermenta^ao da glicose, e visto que o microrganismo exibiu multidrogarresistencia. As 
cepas verdadeiras de C. minutissimum formam colonias lisas, umidas, branco-acinzentadas e nao hemoliticas 
em SBA, diferentemente das colonias cereas de C. amycoiatum. m 7 Quanto as caracteristicas fenotipicas, esse 
microrganismo assemelha-se estreitamente a C. aurimucosum. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose e 
da maltose, e a maioria das cepas tambem acidifica a sacarose. Nao ha produ^ao de acido a partir de 
glicogenio, inulina, lactose, manose, ribose, sorbitol, trealose ou xilose. As reaves para pirazinamidase, 
fosfatase alcalina e leucina arilamidase sao positivas. As cepas de C. minutissimum tambem produzem 
acetoina, sao PYR-negativas e raramente positivas no teste CAMP. As cepas de C. minutissimum sao DNase- 
positivas e produzem acido lactico e succinico a partir da glicose, enquanto as cepas de C. amycolatum sao 
DNase-negativas e produzem acidos lactico e propionico a partir da glicose. 1185,1247 Os isolados de C. 
minutissimum podem ser multidrogarresistentes a agentes microbianos, incluindo betalactamicos, 
macrolidios e fluroquinolonas. 1125 

C. mucifaciens foi isolado de amostras de sangue, ferida, liquido articular e amostras nasais de seres 
humanos, bem como de amostras de liquido articular. 57,375,775 Esse microrganismo tambem foi isolado de 
hemoculturas de um homem de 50 anos de idade com pneumonia cavitaria.“ 1 As colonias dessa especie sao 
incomuns, visto que nao sao lipofilicas, sao brilhantes, ligeiramente amareladas e muito mucoides, uma 
caracteristica pouco frequente entre as corinebacterias. No sistema API Coryne, esses microrganismos 
produzem numeros de perfis que correspondem a varias especies lipofilicas (/. e., C.jeikeium, C. bovis, grupo 
G dos CDC) ou a especie fermentadora nao lipofilica C. striatum (Tabela 14.10). C. mucifaciens produz 
pirazinamidase e fosfatase alcalina, mas nao hidrolisa a esculina, a ureia ou a gelatina. 0 metabolismo 
oxidativo apresentado por essa especie e provavelmente responsavel pela sua incapacidade de acidificar 
rapidamente os carboidratos presentes na galeria do API Coryne. C. mucifaciens produz acido oxicativamente 
a partir da glicose e, em certas ocasioes, a partir da sacarose; a produgio de acido a partir da frutose, da 
manose e do glicerol e util para diferenciar essa especie de R. equi. As oito cepas de C. mucifaciens descritas 
no relato original tambem foram examinadas quanto a sua sensibilidade a agentes antimicrobianos. Sete 
mostraram-se sensiveis a betalactamicos (cefazolina, penicilina) e todas foram sensiveis aos glicopeptfdios e 
aminoglicosfdios. A sensibilidade dessas cepas mostrou-se variavel as tetraciclinas, aos macrolidios 
(eritromicina, azitromicina, claritromicina), a clindamicina e as quinolonas. Todas as oito cepas foram 
resistentes ao aztreonam, cefetamete, ceftibuteno e fosfomicina. 

"C. nigricans" e uma especie de Corynebacterium de pigmento preto incomum, que tern sido isolada do trato 
genital feminino humano. Esses isolados tern sido associados a complicates durante a gravidez, incluindo 
aborto espontaneo e trabalho de parto prematura. 1014,1015 Morfologicamente, as colonias de C. nigricans sao 
pretas, aderentes e tendem a "perfurar" o agar. Esse microrganismo precisa ser diferenciado das cepas 
pigmentadas preto-acinzentadas do grupo 4 dos CDC, que se assemelham mais estreitamente a especies de 
Rothia do que as corinebacterias. As colonias de "C. nigricans" medem cerca de 2 a 3 mm de diametro depois 
de 48 h de incuba^ao e nao sao lipofilicas. Essa especie fermenta a glicose, a maltose e a sacarose; o 
glicogenio e/ou a ribose sao fermentados por algumas cepas. Enquanto as reaves da pirazinamidase e 
fosfatase alcalina sao variaveis, a redu^o do nitrato e a hidrolise da esculina, ureia e gelatina sao negativas. 
No API Coryne, “C. nigricans " produz os biocodigos 0000125,2000125 e 2100327. Esses codigos 
correspondem a uma identifica^ao de baixa confian^a para C. striatum, C. amycolatum, C. minutissimum e os 
grupos G e F-1 dos CDC; entretanto, a morfologia de C. nigricans e distinta o suficiente para que a sua 
identificato nao represente um problema. As cepas da bacteria do grupo 4 dos CDC reduzem o nitrato e 
hidrolisam tanto a esculina quanto a gelatina. 996 "C. nigricans " tambem esta relacionado, em nivel de 
especie, com variantes de C. aurimucosum de pigmento preto. 25 ’ 

Essa especie nao lipofilica baseia-se em um unico isolado obtido de um frasco BACTEC em condigoes 
anaerobias, que foi inoculado com um aspirado do tornozelo de um homem com gota em Pilbara, Oeste da 
Australia (explicando o nome do microrganismo). 44 Esse microrganismo e negativo para urease e redu^ao do 



Corynebacterium propinquum 


Corynebacterium pseudodiphtheriticum 


Corynebacterium pseudotuberculosis 


nitrato e nao hidrolisa a esculina, o hipurato ou a gelatina. Ha product) de acido a partir da glicose, da 
sacarose e da ribose, mas nao a partir de maltose, lactose, manitol, sorbitol, xilose, rafinose, trealose ou 
glicogenio. As reaves da pirazinamidase e fosfatase alcalina sao positivas. 

C. propinquum inclui cepas que anteriormente pertenciam ao grupo ANF-3 dos CDC." 30 Essa especie nao 
lipofilica foi isolada do trato respiratorio, de uma amostra deferida traumatica do cotovelo e de 
hemoculturas associadas a endocardite de valva da aorta nativa. 864 ' 963 As colonias em SBA medem 1 a 2 mm 
de diametro depois de 24 h de incuba^ao e sao esbranqui^adas e secas, com bordas continuas. Nao ocorre 
hidrolise da esculina e da ureia, e as cepas apresentam produ^ao variavel de pirazinamidase e fosfatase 
alcalina. A semelhan^a de C. pseudodiphtheriticum, C. propinquum e nao sacarolitico, porem ambas as 
especies podem ser diferenciadas pela produ^ao urease por C. pseudodiphtheriticum. C. propinquum pode ser 
diferenciado de C. afermentans subesp. afermentans pela capacidade do primeiro de reduzir o nitrato e de C. 
afermentans subesp. lipophilum pela redu^ao do nitrato e ausencia de necessidade de lipidios. 

0 numero crescente de relatos de casos sugere que C. pseudodiphtheriticum constitui urn importante 
patogeno emergente, particularmente entre hospedeiros imunocomprometidos. Embora esse 
microrganismo seja considerado membra da microbiota orofaringea humana, as infeqoes do trato 
respiratorio associadas a esse microrganismo induem faringite exsudativa, bronquite, bronquiolite, traqueite 
necrosante, traqueobronquite, pneumonia e abscesso pulmonar. 16 ' 148 ' 199,354 ' 454 ' 7 Em hospedeiros 
imunocomprometidos com essas infeqoes, as doen^as de base ou fatores predisponentes induem 
traqueostomia permanente secundaria a carcinoma de laringe, doem;a pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), 
diabetes melito, doen$a arterial coronariana, intubaijao e ventilagao mecanica em consequencia de acidente 
com veiculo motorizado, doen^a renal terminal, cirrose, tuberculose e infecgao pelo HIV. 19 Em alguns casos, 
a infeqao do trato respiratorio por C. pseudodiphtheriticum pode simular a difteria respiratoria. 539 Em 2010, 
foi documentado um surto de infecpo por C. pseudodiphtheriticum em 13 crian^as com fibrose cistica (FC) 
em dois centros de tratamento na Franca. As criangas apresentaram tosse, rinite e exacerbates de sua 
doenja cronica. As tecnicas moleculares usadas demonstraram que cerca de 20% dos pacientes com FC nos 
centros estavam colonizados com C. pseudodiphtheriticum. Foi tambem relatada a ocorrencia de endocardite 
de valva nativa e de protese valvar causada por C. pseudodiphtheriticum, e a maioria dos casos de infecgao de 
valva nativa foi observada no contexto de lesao valvar preexistente. 7 11 Foi tambem relatada a ocorrencia 
de linfadenite cervical supurativa, discite vertebral apos cirurgia das conchas nasais, artrite pos-artroscopia, 
infec^oescutaneas, deferidase ocularescausada por C.pseudodiphtheriticum. <M ' m,ai67l ' m 

C. pseudodiphtheriticum e um microrganismo nao lipofilico, que cresce formando colonias lisas e brancas em 
SBA (Prancha 14.5 C). As reaves da pirazinamidase e da nitrato redutase sao positivas, enquanto a rea^ao da 
fosfatase alcalina e variavel. Esse microrganismo e urease-positivo depois de 24 h, nao fermenta e nem oxida 
carboidratos (Prancha 14.5 D). A semelhan^a da subespecie de C. afermentans e C. auris, C. 
pseudodiphtheriticum nao produz acido a partir de carboidratos, porem e facilmente diferenciado dessas 
especies pelas suas reaves positivas da urease e nitrato redutase. Em geral, os isolados de C. 
pseudodiphtheriticum mostram-se sensiveis aos agentes betalactamicos, a vancomicina e aos 
aminoglicosfdios, porem foram tambem encontradas cepas resistentes a dindamicina, a eritromicina, a 
tetracidina e as quinolonas. Em um estudo de 58 cepas de C. pseudodiphtheriticum, 52 mostraram-se 
resistentes a eritromicina, e 6 foram sensiveis. Foi encontrado o fenotipo de resistencia constitutiva a 
macrolidio, lincosamida e estreptogramina B (MLSB) em 89,7% das cepas. A present do gene erm(X), que 
esta associado ao fenotipo de resistencia a MLSB, foi confirmada por PCR. 820 

C. pseudotuberculosis provoca linfadenite caseosa (CLA; do ingles, caseous lymphadenitis ) ou "glandula 
caseosa" em ovinos, bovinos e outros ruminantes de pequeno porte. 1198 As infecgoes humanas associadas a 
C. pseudotuberculosis foram relatadas, em sua maioria, entre pastores de ovelhas na Australia ou em 
agougueiros, e manifestaram-se como linfadenite aguda ou cronica. 136,855 Nas infeqoes humanas, houve 
necessidade de drenagem cirurgica e excisao do(s) linfonodo(s) afetado(s), e a maioria dos pacientes 
apresentou drenagem persistente ou recorrente do local de ferida durante periodos prolongados. C. 
pseudotuberculosis e membra do "grupo de C. diphtheriae". C. pseudotuberculosis pode ser 
experimentalmente transformado em uma especie produtora de toxina difterica por infecgao e lisogenizagao 



Corynebacterium resistens 

com o (3-corinefago; entretanto, nao foram isoladas cepas lisogenicas de ocorrencia natural. C. 

pseudotuberculosis e pirazinamidase-negativo e produz cistinase, conforme evidenciado pela produ^ao de 
halos marrons ao redor das colonias em meio de Tinsdale modificado. C. pseudotuberculosis e urease-positivo 
e mostra-se variavel nas reaves de nitrato redutase e fosfatase alcalina e difere de C. ulcerans pela sua 
incapacidade de produzir acido a partir do glicogenio e da trealose, alem de nao hidrolisar a gelatina. A 
semelhamja de C. ulcerans e A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis e positivo para o teste CAMP reverso. No 
relato de 10 pacientes com linfadenite causada por C. pseudotuberculosis, publicado por Peel etal., K ' J todos 
os isolados produziram o perfil 0111324 no API Coryne, indicando reaves positivas para fosfatase alcalina, 
a-glicosidase, urease, glicose, maltose e ribose. Em geral, C. pseudotuberculosis mostra-se sensivel a 
penicilinas, macrolidios, tetraciclinas, cefalosporinas, quinolonas e rifampicina; a maioria exibe resistencia 

aos aminoglicosidios, aos nitrofuranos e a polimixina. 

C. resistens foi descrita em 2005 com base em cinco isolados de amostras de sangue, abscesso e aspirado 
bronquico. 830 0 microrganismo deve o seu nome ao padrao de sensibilidade a antimicrobianos. Todos os 
isolados apresentam CIM alem dos nfveis dinicamente alcangados para a penicilina (CIM > 64 pg/m£), 
cefazolina (CIM > 64 pg/m£), cefepima (CIM > 64 pg/m£), imipenem (CIM > 32 pg/mt para todos os 
isolados, com exce^ao de urn, CIM < 0,13 pg/m£), amicacina (CIM > 32 pg/m£), dindamicina (CIM > 16 

pg/m£), ciprofloxacino (CIM > 16 pg/m£) e minocidina (dois isolados com CIM de 16 pg/m£; dois isolados 
com CIM de 8 pg/m£; urn isolado com CIM de 0,25 pg/m£).As CIM para a vancomicina e a teicoplanina 
foram, respectivamente, de 2 pg/m£ e < 0,5 pg/m£, para todos os cinco isolados. No API Coryne, apenas as 

reaves de pirrolidonil arilamidase (PVR) e fosfatase alcalina sao positivas, com reaves negativas para 

redugio do nitrato, pirazinamidase, esculina, urease, gelatina, glicose, ribose, xilose, manitol, maltose, 

lactose, sacarose e glicogenio (perfil numero 4100004 do API Coryne). 

Corynebacterium riegelii 

C. riegelii fo\ isolada de amostras de urina de mulheres com sintomas de infecgio do trato urinario (ITU) e de 
hemoculturas. 374 Os isolados da urina foram obtidos de mulheres de 21 a 62 anos de idade sem doen^a 
subjacente. Os microrganismos estavam presentes em numero significativo (/'. e., > 100.000 UFC/m£). Os 
isolados de C. riegelii nao sao lipofilicos e produzem colonias brancas, brilhantes e viscosas em SBA (Prancha 

14.5 E). Os isolados sao fortemente urease-positivos (a exemplo de C. urealyticum), e sao observadas reaves 

positivas em meio inclinado de ureia de Christensen dentro de 5 min apos a semeadura (Prancha 14.5 F). 

Uma caracteristica peculiar dessa especie e o fato de que as cepas produzem acido lentamente a partir da 

maltose, mas nao a partir da glicose. Ocorrem reaves atipicas com meios convencionais (p. ex., carboidratos 

a base de CTA) e com a tira API Coryne (Pranchas 14.5 G e H). Os numeros de perfil do API Coryne para C. 
riegelii sao 0101224,2001224 e 2101224. As cepas de C. riegelii sao sensiveis a penicilina, a cefalotina, ao 

doranfenicol, ao ciprofloxacino, a gentamicina, a rifampicina, a tetraciclina e a vancomicina e exibem 
resistencia a cefetamete, ceftibuteno e fosfomicina. 374 

Coynebacterium sanguinis 

Ate o momento, C. sanguinis tern sido isolado apenas de hemoculturas. 369 As colonias desses microrganismos 
em SBA medem 1 a 2 mm de diametro depois de 48 h de incubagao, sao lisas, secas e amareladas. Os testes 

para pirazinamidase, fosfatase alcalina e PYR sao positivos, enquanto o teste CAMP e negativo. Esse 
microrganismo fermenta lentamente a glicose e a ribose (no API Coryne), mas nao outros carboidratos. C. 

sanguinis e negativo para nitrato, urease, esculina e o teste CAMP. No API Coryne, todos os isolados 

produziram o biocodigo de numero 6100304. 

Corynebacterium simulans 

C. simulans foi isolado de urn abscesso de pe, de biopsia de linfonodo, de urn furunculo e de uma infecgio de 
protese articular. 176,1181 Esse microrganismo e uma especie fermentadora nao lipofilica que, nas suas 
caracterfsticas fenotipicas, assemelha-se a C. minutissimum e C. striatum, porem e filogeneticamente distinto 

com base na sequencia do rRNA 16S. As cepas de C. simulans crescem como colonias branco-acinzentadas, 

brilhantes, cremosas e nao lipofilicas, que medem 1 a 2 mm de diametro depois de 48 h. C. simulans e 

nitrato-positivo e maltose-negativo (C. minutissimum e nitrato-negativo e maltose-positivo) e nao fermenta 
o etilenoglicol, nem cresce a 20°C (C. striatum fermenta o etilenoglicol e cresce a 20°C). Trata-se da unica 

especie de Corynebacterium capaz de reduzir o nitrato a nitrito e, em seguida, reduzir ainda o nitrito a gas 

nitrogenio, de modo que urn teste negativo para nitrato deve sertratado com zinco para confirmaressa 



reagao. Alem disso, algumas cepas podem ser catalase-negativas. No API Coryne, C. simulans produz varios 
biocodigos. Nao se dispoe de dados sobre a sensibilidade de C. simulans a agentes antimicrobianos. 

Corynebacterium singulare A descri^ao de C. singulare baseia-se em dois isolados humanos (um do semen, outro do sangue). 939 Esses 

dois isolados apresentaram todas as caracteristicas quimiotaxonomicas essenciais do genero 
Corynebacterium e exibiram semelhan^a com C. minutissimum nas suas caracteristicas morfologicas e 
bioquimicas. As colonias sao convexas, continuas, cremosas e branco-acinzentadas. Entretanto, 
diferentemente de C. minutissimum, os dois isolados foram urease-positivos. 0 exame de outros taxons 
urease-positivos dentro do genero confirmou que os dois isolados eram, de fato, distintos com base em 
varias caracteristicas, incluindo maiorcapacidade defermenta^ao, incapacidade de reduzir nitrato e ausencia 
de P-glicuronidase. 0 microrganismo pode ser diferenciado de C. amycolatum pela sua incapacidade de 
produzir acido propionico a partir da glicose. No API Coryne, o microrganismo gera um codigo octal unico 
(biocodigo 6101125). 

Corynebacteriumsputi Essa especie inclui um unico isolado obtido doescarro de um paciente com pneumonia. 1 " 3 Esse 

microrganismo e lipofilico e, nas suas caracteristicas genotipicas, esta mais estreitamente relacionado com C. 
hansenii. C. sputi e urease-positivo, porem hipurato, esculina e gelatina nao sao hidrolisados, e nao ha 
redu^ao do nitrato. Ocorre produ^ao de acido a partir de glicose, mas nao de maltose, sacarose, lactose, 
manitol, sorbitol, ribose, trealose, xilose ou amido. 0 biocodigo do API Coryne para esse microrganismo e 
2011104. 

Corynebacterium striatum C. striatum tern sido encontrado no gado, na microbiota das narinas de seres humanos e na pele humana. Em 

1980, foi relatado o primeiro caso de infeqao pleuropulmonar humana por C. striatum em um homem de 79 
anos de idade com leucemia linfocitica cronica (LLC). 133 0 microrganismo foi isolado do escarro, de dois 
conjuntos de hemoculturas e de cultura de liquido pleural. Desde entao, C. striatum tern sido associado a 
varias infec^oes humanas e foi isolado de varios tipos de amostras dinicas. Em 1994, Wolde Rufael e Cohn 
descreveram o primeiro caso de endocardite de valva nativa causada por C. striatum.' 202 Desde entao, C. 
striatum tern sido documentado como importante agente de endocardite tanto de valva nativa quanto de 
protese valvar e endocardite associada a marca-passo . 103 ' 125 ' 259,725 ' 727 ' 821 ' 1001 ' 1106 ' 1115 C. striatum e um 
importante agente causador de sepse e bacteriemia em pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles 
com linfoma linfoblastico com transplante de medula ossea autologa, mielodisplasia com transplante de 
medula ossea alogenica, esderose lateral amiotrofica, insuficiencia renal cronica, cancer colorretal, diabetes 
melito e infecgio pelo HIV. 117,719,831,1123 c striatum tambem constitui uma causa significativa de infec^oes do 
trato respiratorio, incluindo pneumonia adquirida na comunidade e hospitalar, bronquite e empiema, 
particularmente em pacientes com DPOC. 916 ' 1094,1205 Foram isoladas cepas de C. striatum de pacientes com 
osteomielite vertebral, artrite e sinovite septicas, abscesso de mama, meningite, infecjoes de shunt do LCR, 
abscesso pancreatico, infec^ao do local de saida de cateter de dialise peritoneal e peritonite associada a 
CAPD. 75 - 102 ' 105 - 125 - 232 - 243 - 1060 - 1189 Evidences de estudos conduzidos em unidades de terapia intensiva indicam 
que C. striatum pode ser transmitido, em certas ocasioes, em hospitals. 534,663,831,916 

Os isolados de C. striatum nao sao lipofilicos e formam colonias branco-acinzentadas, umidas, lisas e nao 
hemoliticas, com bordas continuas em SBA (Prancha 14.6 A). As colonias medem cerca de 1 a 2 mm de 
diametro depois de 24 h de incubaqao. Ocorre produ^ao de pirazinamidase e fosfatase alcalina, e nao ha 
hidrolise de ureia, esculina e gelatina. 7 A maioria das cepas reduz o nitrato e produz acido apenas a partir 
de glicose, sacarose, frutose e galactose (Prancha 14.6 B). As cepas de C. striatum produzem acido lactico e 
succinico a partir da glicose, uma caracteristica util para diferenciar os isolados de C. amycolatum. Um exame 
de 311 isolados clinicos, realizado em 1995, constatou que todas as cepas sao sensiveis ao imipenem e a 
vancomicina; a maioria das cepas mostrou-se sensivel a ampicilina, as cefalosporinas e aos aminoglicosidios, 
e a maioria exibiu resistencia a clindamicina, a eritromicina e a tetracidina. Todavia, desde entao, esse 
microrganismo passou a demonstrar uma resistencia crescente aos agentes antimicrobianos. Varios relatos 
de casos descreveram isolados de C. striatum que foram multidrogarresistentes a betalactamicos (incluindo 
penicilina, ampicilina, ceftriaxona, cefotaxima e cefepima), macrolidios, tetracidinas e 
fluoroquinolonas. 105,197,534,725,821,916,1094,1106 A sensibilidade aos carbapenemicos (imipenem, meropenem) 
mostra-se variavel. 831 0 isolado de C. striatum do paciente com endocardite descrito por Mashavi etal. foi 
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apenas sensivel a vancomina. 7 Os isolados de C. striatum sao habitualmente sensiveis a vancomicina, 
rifampicina, linezolida, tigeciclina e daptomicina. 5 ' 967,1001 ' 1094 Um isolado de C. striatum de um homem de 
56 anos de idade com endocardite, quefoi complicada por diabetes melito e doenija renal terminal, 
demonstrou a present de uma popula^ao mista sensivel e resistente a daptomicina por EtestV 095 A 
subpopulagao sensivel apresentou uma CIM para daptomicina de < 0,094 pg/m£, enquanto a subpopula^ao 
resistente tern uma CIM para daptomicina de > 256 pg/mt pelo teste de microdiluigio em caldo. A 
subpopulagao resistente emergiu apos o paciente ter recebido daptomicina durante dois ciclos de 6 semanas 
detratamento. 

C. sundsvallense foi isolado de hemoculturas, de uma amostra vaginal e de cultura de ferida de virilha. 21 0 
aspecto desse microrganismo na Colorado pelo Gram e singular, devido a observagio de saliencias ou 
"protuberancias" nas extremidades de alguns dos bacilos. 0 microrganismo nao e lipofilico e produz colonias 
de cor camurja a amarelo, viscosas e aderentes em SBA. 0 microrganismo fermenta lentamente a glicose, a 
maltose e a sacarose, mas nao a lactose, o manitol, a ribose, a xilose ou a amigdalina. 0 nitrato nao e 
reduzido, e nao ocorre hidrolise da esculina, porem ha produ^ao de urease, e a rea^ao da a-glicosidase e 
positiva. Os acidos lactico e succmico constituem os principals produtos de fermenta^ao da glicose. Nao se 
dispoe de dados sobre a sensibilidade desse microrganismo a agentes antimicrobianos. 

A descri^ao dessa especie baseia-se em dois isolados semelhantes que foram obtidos de amostras de liquido 
pleural de um homem de 56 anos de idade com insuficiencia renal cronica, acidente vascular encefalico e 
pneumonia. 1246 C. thomssenii e um microrganismo nao lipofilico de crescimento lento, que forma colonias 
viscosas e aderentes, que medem menos de 0,5 mm de diametro, mesmo depois de 48 h de incubaqao. 0 
microrganismo e urease-positivo, DNase-positivo e negativo para nitrato e hidrolise da esculina. Ocorre 
produ^ao lenta de acido a partir da glicose, maltose e sacarose. Diferentemente de todas as outras especies 
de Corynebacterium, os isolados dessa especie sao fortemente N-acetil-p-glicosaminidase-positivos, 
produzindo o numero de perfil 2121125 no API Coryne. Os isolados de C. thomssenii mostram-se sensiveis a 
ampicilina, cefazolina, gentamicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, ciprofloxacino, rifampicina e 
vancomicina; os isolados demonstram resistencia a aztreonam, cefetamete, ceftibuteno e fosfomicina. 

Essa especie foi isolada de cinco de seis conjuntos de hemoculturas de um paciente com endocardite 
associada a marca-passo. 745 Essa especie nao e lipofilica e forma colonias amarelas e brilhantes que medem 1 
a 2 mm de diametro depois de 24 h de incubafao. A esculina e fracamente hidrolisada, porem nao ha 
hidrolise da gelatina nem da ureia. No API Coryne, pirazinamidase e fosfatase alcalina sao positivas, e ha 
produ^ao de acido a partir da glicose e da ribose, mas nao a partir de maltose, sacarose, lactose, manitol, 
xilose ou glicogenio. 0 isolado demonstrou ser sensivel a amoxicilina, doxiciclina, gentamicina, ofloxacino, 
clindamicina, SXT e rifampicina, porem resistente a eritromicina. 0 microrganismo foi denominado em 
homenagem ao Hopital de la Timone, o hospital em Marselha, na Franga, onde a cepa tipo foi isolada e 
caracterizada. 

C. tuberculostearicum e uma especie descrita e publicada ha varios anos, porem nunca validada. Esse 
microrganismo foi formalmente proposto como nova especie em 2004, com base em isolados de amostras 
clinicas (p. ex., medula ossea, linfonodos, sangue, amostra de uretra, pele, liquido peritoneal), de alimentos 
(atum em conserva) e do ambiente. 42 Essa especie lipofilica e negativa para urease, esculina e hidrolise da 
gelatina. Ha produ^ao de acido a partir da glicose e da ribose, mas nao a partir de manitol, sorbitol, lactose, 
xilose, glicogenio, amido ou inulina. A produ^ao de acido a partir da maltose, sacarose, trealose e N-acetil- 
glicosamina e variavel. Os biocodigos no API’ Coryne (6100324,6100325,7100325,6100305,2100325) 
correspondem ao Corynebacterium do grupo G dos CDC no indice de perfil do API. 

Essa especie baseia-se em um unico isolado obtido de seis conjuntos de hemocultura de uma mulher de 85 
anos de idade com carcinoma gastrico e endocardite. 21 Essa especie possui acido micolico em sua parede 
celular e e positiva para pirazinamidase e fosfatase alcalina. Nao ha produ^ao de urease, e a esculina, a 
gelatina e o hipurato nao sao hidrolisados. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose e da maltose, mas 
nao a partir de ribose, lactose, xilose, manitol, sacarose ou glicogenio. 0 numero de perfil do API Coryne 




para essa especie e 2100124.0 nome do microrganismo refere-se a Toscana, regiao da Italia onde a cepa foi 

isolada. 

Corynebacterium ulcerans 

C. ulcerans e um membra nao lipofilico do "grupo de C. diphtheriae", juntamente com C. diphtheriae e C. 
pseudotuberculosis. m A maioria dos isolados de C. ulcerans (e alguns isolados de C. pseudotuberculosis ) 
produzem toxina difterica. Em um estudo, 25 de 37 cepas de C. ulcerans e 1 de 14 cepas de C. 
pseudotuberculosis produziram testes Elek positivos para a toxina difterica. 441 Alem disso, todas as cepas com 
teste Elek positivo e duas cepas com teste Elek negativo produziram sinais positivos quando hibridizadas com 

uma sonda de DNA para o gene estrutural tox da toxina difterica. As analises de fragmento de endonuclease 

de restri^ao mostraram que as cepas de C. diphtheriae e C. ulcerans compartilham uma homologia 

consideravel em ensaios de Southern blots; esses fragmentos homologos induem o si'tio de integra^ao da 

familia (3 de corinefagos. Wong e Groman demonstraram que as toxinas diftericas produzidas por cepas de C. 

ulcerans e C. pseudotuberculosis eram semelhantes quanto ao peso molecular e a estrutura imunologica, 
quanto a sua atividade de ADP-ribosila^ao enzimatica e quanto a regula^ao de sua sintese pelo ferro. ; 1 Na 

Inglaterra, em uma pesquisa de 102 pacientes com infeqoes causadas por corinebacterias toxigenicas, 59 
casos foram devidos a C. ulcerans toxigenico. 1172 C. ulcerans provoca mastite no gado, em primatas nao 
humanos e outros animais e foi isolado do leite de vaca e outros produtos derivados do leite nao 
pasteurizados. 128 C. ulcerans tambem foi isolado de caes e gatos, e os ribotipos dos isolados felinos e caninos 
sugerem que esses animais podem atuar como reservatorios para infeqoes humanas. 93,239,275,639 Em geral, as 
infec^oes humanas ocorrem em areas rurais, em individuos com historia de exposi^ao a animais ou ingestao 

de laticfnios crus. C. ulcerans foi isolado de pacientes com doen^as indistinguiveis da difteria dassica, na 
present ou ausencia de sequelas cardiacas e neurologicas. 477,572 ' 889 ' 1109 Foi relatada a ocorrencia de infec^oes 
pulmonares graves causadas por C. ulcerans em hospedeiros imunocomprometidos e imunocompetentes. 10 ’ 0 

Em 1996, foi relatado um caso de difteria respiratoria causada por C. ulcerans toxigenico em uma mulher de 

54 anos de idade em Terre Haute, Indiana. 1 A paciente, que nunca havia sido imunizada contra difteria, foi 
tratada com ceftriaxona, eritromicina e 40.000 unidades internacionais (Ul) de antitoxina difterica equina e 

apresentou uma rapida resposta clinica. A cultura de amostras dinicas ( swabs de garganta e fragmentos de 
pseudomembrana difterica) confirmou a present de C. ulcerans, e a toxigenicidade desse isolado foi 
demonstrada por ensaio de imunoprecipitagao Elek e por um ensaio de PCR para toxina difterica. Os isolados 
de C. ulcerans produtores de toxina tambem foram responsaveis por casos de "difteria" cutanea. 1171,1 Em 

2002, Wellinghausen etal. 11,2 descreveram um caso fatal de sinusite necrosante em um homem idoso, 
devido a C. ulcerans toxigenico. C. ulcerans tambem foi documentado como causa de peritonite relacionada 
com dialise peritoneal ambulatorial continua. 59 ' As colonias de C. ulcerans sao branco-acinzentadas, secas e 
de aspecto cereo, com uma leve area difusamente beta-hemoh'tica sob as colonias individuals e ao seu redor. 

0 microrganismo nao e lipofilico, e as colonias medem 1 a 2 mm de diametro depois de 24 h de incuba^ao. C. 

ulcerans e pirazinamidase-negativa e positivo para a produ^ao de fosfatase alcalina e urease. Ocorre 
produ^ao de acido a partir de glicose, maltose, manose, arabinose, ribose e glicogenio. A semelhan^a de C. 
pseudotuberculosis, C. ulcerans e positivo para o teste CAMP reverso e produz acido propionico como produto 

de fermentaijao da glicose. Os isolados de C. ulcerans sao sensfveis a penicilina, ampicilina, cefalotina, 
eritromicina, dindamicina, tetracidina e gentamicina. 

Corynebacterium urealyticum 

C. urealyticum era anteriormente denominado grupo d-2 corineforme dos CDC; em 1992, o denomina^ao 
Corynebacterium urealyticum foi formalmente proposta e adotada. 2 Essa especie, que normalmente 
consiste em um microrganismo saprofitico encontrado na pele, tern sido associada a infec^oes agudas e 
cronicas do trato urinario, a urolitiase, cistos renais e estenose ureteral. 291,1021,1049 Esse microrganismo 
tambem provoca infec^oes semelhantes em caes e gatos. 59,138 C. urealyticum esta altamente associado a uma 
condi^ao clfnica denominada cistite de incrusta^ao alcalina. Trata-se de uma condi^ao cronica observada em 

hospedeiros imunocomprometidos com lesao preexistente da bexiga, cuja inflama^ao ulcerativa resulta do 
deposito de cristais de fosfato de amonio-magnesio (cristais de estruvita e apatite) na pa rede vesical. 261,554 

Essa afeqao e causada por microrganismos que tern a capacidade de clivar rapidamente a ureia, como 
especies de Proteus. As infeqoes complicadas do trato urinario e a pielonefrite por C. urealyticum sao 

observadas principalmente em pacientes imunocomprometidos, bem como em pacientes submetidos a 



Corynebacterium ureicelerivorans 


Corynebacterium xerosis 


transplante renal com complicates pos-cirurgicas. 14 ' 291 ' 349,690 ' 835 Alem de seu papel como patogeno do trato 
urinario, C. urealyticum tambem foi isolado, em certas ocasioes, de hemoculturas como causa de bacteriemia 
e de endocardite de valva nativa e de protese valvar. 308,1049 Outras infecfoes associadas a C. urealyticum 
induem pericardite, osteomielite, infecgoes de feridas/tecidos moles e infec^oes 

hospitalares. 201 ' 318 ' 335,814 ' 958 ' 1046 ' 1047 

C. urealyticum e urn microrganismo corineforme lipofflico, que cresce lentamente em 5BA, produzindo 
pequenas colonias (< 0,5 mm de diametro depois de 24 h de incuba^ao) cinzentas e nao hemoliticas em 
SBA. Essa especie e positiva para pirazinamidase e fosfatase alcalina, nao e sacaroh'tica e e rapidamente 
urease-positiva. Os meios inclinados de agar ureia come^am a tornar-se positivos imediatamente apos a 
semeadura. Foram tambem descritas abordagens moleculares para deteqao e a identifica^ao de C. 
urealyticum. Em geral, as cepas de C. urealyticum sao multidrogarresistentes a agentes betalactamicos, 
aminoglicosfdios e macroli'dios; algumas cepas podem ser sensi'veis aos betalactamicos. 337 ' 418,974 ' 1243 As 
fluoroquinolonas exibem atividade irregular contra C. urealyticum. Isolados resistentes as quinolonas e a 
rifampicina podem ser selecionados durante o tratamento com esses farmacos. Em geral, as cepas de C. 
urealyticum mostram-se sensi'veis a tigeciclina, linezolida, rifampicina, quinupristina/dalfopristina e 
vancomicina. 337 Sabe-se que C. urealyticum produz biofilmes, e estudos realizados sobre a sensibilidade de C. 
urealyticum a agentes antimicrobianos mostraram que os microrganismos que crescem em biofilmes 
apresentam valores mais altos de CIM e CBM (concentra^ao bactericida minima) para as fluoroquinolonas e 
vancomicina, em compara<;ao com os microrganismos planctonicos (que flutuam livremente). 1011 As CIM de 
microrganismos aderentes a biofilmes para a eritromicina foram mais de 8.000 vezes maiores que as dos 
microrganismos planctonicos. Essa capacidade pode contribuir para a dificuldade encontrada na erradicagjo 
dos microrganismos de pacientes com comprometimento cronico do trato urinario por C. urealyticum. 

A descri^ao dessa especie baseia-se em urn unico isolado obtido de uma hemocultura. 1 
Subsequentemente, esse microrganismo foi isolado de hemoculturas de cinco pacientes com doen<;as de 
base (p. ex., cancer de colon, diabetes melito, abdome agudo, leucemia, diverticulite) e do liquido ascitico de 
urn paciente com cirrose. 137 C. ureicelerivorans e uma especie lipofilica com rea^ao positiva rapida e forte da 
urease (reagao positiva em 60 s) e hipurato-positiva. A esculina e a gelatina nao sao hidrolisadas, e nao ha 
redugio do nitrato. Ocorre formagio de acido a partir da glicose no API Coryne depois de 72 h, e observam- 
se reaves acidas fracas para ribose e xilose. Para a maioria dos microrganismos isolados, o numero de 
biocodigo API e 6101104 depois de 72 h, que esta de acordo com o perfil de C. bovis. C. ureicelerivorans 
mostra-se sensivel aos agentes betalactamicos, gentamicina, rifampicina, tetracidina, linezolida e 
vancomicina e, com frequencia, mostra-se resistente as fluoroquinolonas, eritromicina, daritromicina, 
azitromicinaedindamicina. 

Atualmente, dados substanciais indicam que os isolados dinicos de "C. xerosis" sao, em sua maioria, C. 
amycolatum (ver discussao desse microrganismo anteriormente). 372 As cepas verdadeiras de C. xerosis 
produzem colonias granulares e amareladas, content acido micolico em suas paredes celulares, sao positivas 
para LAP e a-glicosidase e produzem acido lactico a partir da fermenta^ao da glicose, enquanto as cepas de 
C. amycolatum produzem colonias secas, cereas e cinza-esbranqui^adas, carecem de acidos micolicos, sao 
negativas ou fracamente positivas para LAP, sao a-glicosidase-negativas e produzem acido propionico a 
partir da fermenta^ao da glicose. 1185 Diferentemente de C. striatum, os isolados verdadeiros de C. xerosis 
nao hidrolisam a tirosina e fermentam lentamente agucares (72 a 96 h). A literatura content varios relatos de 
casos de C. xerosis como agente etiologico em uma variedade de tipos de infec^oes em seres humanos. 

Nesses relatos, os isolados mostram-se frequentemente multidrogarresistentes a agentes antimicrobianos. 
Essas cepas multidrogarresistentes sao, na realidade, C. amycolatum, nao C. xerosis, visto que as cepas 
genuinas desta ultima especie sao muito raras e sao conhecidas pela sua ampla sensibilidade a agentes 
antimicrobianos. Em virtude de seu isolamento infrequente no laboratorio clinico, C. xerosis foi eliminado da 
versao n. 2 da base de dados do API Coryne. Entretanto, certos biocodigos - 2110325 e 3110325 - 
correspondem a isolados verdadeiros de C. xerosis. 838 As infecgoes humanas verdadeiras por C. xerosis sao 
raras, e o microrganismo tern sido isolado de amostras dinicas obtidas de animais. 838,1152 As cepas de C. 
xerosis mostram-se sensiveis a maioria dos agentes antimicrobianos. 



Grupo FI de Corynebacterium 0 grupo FI de microrganismos corineformes dos CDC consiste em bacterias corineformes fermentadoras e 

lipofilicas, que podem ser divididas em dois grupos de homologia de DNA indistingui'veis nas duas 
caracterfsticas fenotfpicas. Como microrganismo corineforme urease-positivo e lipofflico, o grupo FI dos CDC 
assemelha-se estreitamente a especie lipofilica recentemente denominada C. macginleyi , 93( ’ Entretanto, as 
cepas do grupo FI dos CDC sao pirazinamidase-positivas, fosfatase alcalina-negativas e fermentam a glicose, 
a maltose e a sacarose, enquanto as cepas de C. macginleyi sao pirazinamidase-negativas, fosfatase alcalina- 
positivas e fermentam a glicose e a sacarose, mas nao a maltose. 0 grupo FI corineforme dos CDC tern sido 
isolado mais frequentemente do trato urogenital. Em 1992, foi notificado urn isolado do grupo FI dos CDC de 
urn homem de 40 anos de idade com forma^ao de calculos de estruvita. 281 0 microrganismo foi encontrado 
na urina em numeros significativos (> 10 8 UFC/m£) e mostrou-se sensivel a tetracidina. 0 tratamento do 
paciente com doxicidina levou a resolu^ao da infeqao e a interrupgao da formagio de calculos. 

Grupo G de Corynebacterium 0 grupo G corineforme dos CDC foi isolado de amostras de humor vitreo, sangue, liquido cefalorraquidiano e 

trato geniturinario. 936 Os isolados pertencentes ao grupo G sao lipofi'licos, e o seu crescimento e estimulado 
em Tween 80 (Prancha 14.6 C e D). Em 1983, Austin e Hill relataram urn homem de 40 anos de idade com 
endocardite de protese valvar, infelizmente fatal, causada por urn microrganismo do grupo G dos CDC. 1 0 
isolado demonstrou ser sensivel a ampicilina, cefalotina, cefamandol, cefoxitina, gentamicina e vancomicina. 
Foram tambem isolados microrganismos corineformes do grupo G de hemoculturas de urn homem de 74 
anos de idade submetido a hemodialise de manutengio devido a insuficiencia renal cronica. 583 Esse isolado 
tambem foi uniformemente sensivel a agentes antimicrobianos. 

Grupos F2 e I de Corynebacterium Foi constatado que os grupos F2 e I dos CDC correspondem a cepas de C. amycolatum. 323 '™'™ 5 


Tabela 14.6 Caracterfsticas fenotipicas para a identificagao de especies de Corynebacterium isoladas de seres 
humanos. 


Especie 

C. accolens 

C. afermentans subesp. 
afermentans 

C. afermentans subsp. 
lipophilum 

C. amycolatum 

C. appendicis 

C. argentoratense 

C. atypicum 

C. aurimucosum 

C. auris 

C. canis 

C. confusum 

C. coyleae 

C. diphtheriae gravis 

C. diphtheriae intermedius 

C. diphtheriae mitis 

C. diphtheriae belfanti 

C. durum 

C. falsenii 

C. freiburgense 

C. freneyi 

C. glucuronolyticum 
C. hansemii 
C. imitans 
C.jeikeium 
C. kroppenstedtii 
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+1 
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- 
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- 

- 
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- 
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C. argentoratense 

+ 

- 
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- 

Dl 
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V 
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Dl 

C. atypicum 

+ 

+ 
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- 
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- 

Dl 
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+ 
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Dl 

C. aurimucosum 

+ 

+ 
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- 
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- 

- 
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- 
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- 

C. auris 

- 

- 
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- 
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- 

Dl 
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- 
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Dl 

C. canis 

+ 

+ 
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- 
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+ 


- 

- 
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- 
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Dl 

C. confusum 

+ 

- 
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- 

- 
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- 

- 
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+ 

- 


- 

C. coyleae 

+ 

- 
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- 
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- 

- 
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+ 

- 


- 

C. diphtheriae gravis 

+ 

+ 
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- 
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- 

Dl 
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+ 

+ 


Dl 

C. diphtheriae intermedius 

+ 

+ 
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- 
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- 

Dl 

Dl 


+ 

- 


Dl 

C. diphtheriae mitis 

+ 

+ 
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- 
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Dl 


- 

Dl 

Dl 


+ 

- 


Dl 

C. diphtheriae belfanti 

+ 

+ 
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- 
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Dl 


- 

Dl 

Dl 


+ 

- 


Dl 

C. durum 

+ 

+ 

+ 


- 

V+ 


Dl 


- 

Dl 

Dl 


+ 

- 


- 

C. falsenii 

+1 

V+l 
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V 

- 


Dl 


- 

- 
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+ 

- 


- 

C. freibugense 

+ 

+ 

+ 


+ 
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- 
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+ 
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C. freneyi 

+ 

+ 
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- 
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- 

Dl 
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C. glucuronolyticum 

+ 

V 
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Dl 
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V 

Dl 

Dl 


+ 
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- 

C. hansenii 

+ 

+ 
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Dl 
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Dl 


Dl 

Dl 

Dl 


+ 
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Dl 

C. imitans 

+ 

+ 
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- 
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- 

+ 
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+ 
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- 

C. jeikeium 

+ 

V 
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- 
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- 

Dl 
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v+ 
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- 

C. kroppenstedtii 

+ 

+f 

+ 
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- 

Dl 
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- 
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C. lipophiloflavum 

- 

- 
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- 
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- 

Dl 
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- 
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Dl 

C. macginleyi 

+ 

- 
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- 
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- 

Dl 
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+ 
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Dl 

C. massiliense 
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- 
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- 
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- 

Dl 
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- 
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Dl 

C. matruchotii 
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+ 
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- 
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- 

Dl 
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+ 
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Especies 

GLI 

MAL 

SAC 

LAC 

MNTL 

MAN 

XIL 

ARAB 

SBTL 

RIB 

GLIG 

AMIG 

C. minutissimum 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

C. mucifaciens 

+ 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

C. nigricans 

+ 

+ 

+f 

- 

Dl 

+ 

- 

Dl 

Dl 

V 

V 

Dl 

C. pilbarense 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

C. propinquum 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. pseudodiphtheriticum 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. pseudotuberculosis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

C. resistens 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. riegelii 

- 

+1 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

C. sanguinis 

4l 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

C. simulans 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

C. singulare 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. sputi 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

C. striatum 

+ 

- 

v+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. sundvallanse 
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+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

C. thomssenii 

+1 

+1 

+1 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

C. timonense 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

C. tuberculostearicum 

+ 

V 

V 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

Dl 

C. tuscaniae 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. ulcerans 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

C. urealyticum 

- 

- 

- 

- 

- 

01 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

C. ureicelerivorans 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+f 

- 

- 

+f 

- 

Dl 

C. xerosis 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

Grupo FI dos CDC 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

V- 

- 

Dl 

Grupo G dos CDC 

+ 

V 

V 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 


+= reagao positiva; — = reagao negativa; V = reagao variavel; +1 = reagao positivalenta;V+ = reagao variavel, com a maioria das cepas positivas; V-= reagao variavel, com a maioria dascepasnegativas; V+f=reagaovariavel.com amaioria 
dascepas fracamente positivas; Rev+ = teste CAMPreverso positivo; Dl = dados indisponfveis; LIP = necessidade de lipi'dios; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = redugao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = 
hidrclise da esculina; URE = urease; GEL = hidrclise da gelatina; LAP = leucina ami nopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL=a-galactosidase; 3-GAL = 3-gal actosidase; a-GLU =a-glicosidase; 3-GLU = 3-glicosidase; 3-GUR 
= 3-glicuronidase; NAG A = A/-acetil-3-D-glicosaminidase. 

GLI = glicose; MAL= maltose;SAC = sacarose; LAC = lactose; MNTL= manitol; MAN = manose;XIL = xilose; ARAB =arabinose; SBTL = sorbitol; RIB = ribose; GUG = glicogenio; AMIG = amigdalina. 


RapID® CB-Plus. O sistema RapID® CB-Plus emprega o formato de cubeta semelhante a outros kits de identificagao Remel que 
inclui 18 cavidades com teste unico. Para a semeadura do sistema, prepara-se uma suspensao do microrganismo crescido em SBA a 
5% (agar soja tripticase, Columbia ou BHI), equivalente a um padrao de turvagao de McFarland n. 4, em 2 m£ de liquido de 
inoculagao RapID®. A suspensao e transferida para a cubeta, e todas as 18 cavidades sao simultaneamente semeadas por meio de 
manipulagao manual da cubeta. O sistema e incubado durante 4 a 6 horas a 35° a 37°C em incubadora sem C0 2 . Sao adicionados 
reagentes de nitrato A e B a cavidade NIT, e acrescenta-se um segundo reagente (RapID® CB-Plus Reagent) as cavidades do teste 
de arilamidase. Trinta segundos a 1 minuto apos a adigao dos reagentes, efetua-se a leitura das reagdes colorimetricas nas cavidades, 
e um microcodigo numerico e gerado. Consulte o RapID® CB-Plus Code Compendium para a identificagao. As avaliagbes do 
RapID® CB-Plus relataram que o kit identifica corretamente 88,5 a 95% das especies de Coiynebacterium, particularmente as 
especies encontradas com frequencia no laboratorio clinico (i. e., C. amycolatum, C. jeikeium, C. striatum, C. urealvticum, C. 
minutissimum, C. pseudodiphtheriticum e grupo G dos CDC). 379,528 Os isolados de alguns taxons recentemente descritos (p. ex., 
Dermabacter hominis, especies de Microbacterium, Turicella otitidis, especies de Cellulomonas, Brevibacterium casei e 
Arthrobacter cumminsii) tambem foram identificados de modo correto. As dificuldades encontradas com esse sistema foram 
relacionadas com a interpretagao de algumas das reagoes de acidificagao de carboidratos e aminopeptidase. 

Vitek® 2 Anaerobe/Corynebacterium Card. O ANC e um cartao de testes bioquimicos com 64 cavidades, que e usado no 
Vitek® 2. O cartao e inoculado pelo instrumento Vitek® 2, e a incubagao ocorre dentro da maquina. As identificagoes sao 
habitualmente disponiveis apos 6 horas da inoculagao do cartao. A base de dados do cartao ANC inclui corinebacterias (C. 
amycolatum, C. diphtheriae, C. jeikeium, C. pseudodiphtheriticum, C. striatum, C. ulcerans e C. urealvticum), algumas especies de 
Actinomyces (A. israelii, A. meveri) e especies de Arcanobacterium (A. haemolvticum, A. pyogenes), alem de bacterias gram- 
positivas e gram-negativas anaerobias de importancia clinica. As avaliagoes realizadas indicam que o cartao ANC do Vitek® 2 tern 
a capacidade de identificar adequadamente as corinebacterias incluidas na base de dados. 915 

MALDI-TOF-MS. Espectrometria de massa pela tecnica MALDI-TOF (MALDI-TOF-MS) tambem tern sido usada para identificar 
especies de Coiynebacterium, incluindo C. diphtheriae. Alatoom et al?" avaliaram o MALDI-TOF-MS do Bruker Biotyper® para a 
identificagao de 92 especies clinicas isoladas de Coiynebacterium, em comparagao com o sequenciamento dos genes rRNA 16S e 
rpoB. Desses 92 isolados, 80 (87%) foram corretamente identificados em nivel de especie, com excegao das cepas de C. 
aurimucosum, que foram identificados de modo incorreto como a especie estreitamente relacionada, C. minutissimum. Em outro 
estudo, a MALDI-TOF-MS foi capaz de identificar rapidamente todas as 90 cepas de C. diphtheriae testadas; esses pesquisadores 
propuseram um algoritmo de teste utilizando MALDI-TOF-MS para a rapida identificagao, seguida de PCR em tempo real para a 
detecgao do gene tox, bem como do teste Elek para detectar a produgao de toxina difterica/’"’ O ensaio de MALDI-TOF-MS 
tambem tern sido usado em relatos de casos individuals para confirmar a identidade de microrganismos isolados obtida por teste 
bioquimico convencional ou pelo kit de identificagao do API® Coryne. 12111 



Teste de sensibilidade de especies de Corynebacterium e de bacterias corineformes a agentes 
antimicrobianos 

O CLSI considerou pela primeira vez o teste de sensibilidade das bacterias corineformes a agentes antimicrobianos em seu padrao 
de 2005 para teste de bacterias raramente isoladas ou fastidiosas, que foi publicado em sua segunda edigao, em 2010. 214 O padrao 
aprovado e um procedimento de microdiluigao em caldo, que utiliza caldo de Miieller-Hinton ajustado para cations com sangue de 
cavalo lisado (2,5 a 5% v/v). Para testar a daptomicina, o meio precisa ser suplementado com calcio (50 pg/mf). O inoculo e 
preparado a partir de uma suspensao direta de colonias, que e equivalente a um padrao de turvagao de McFarland de 0,5. Os paineis 
de microdiluigao em caldo sao incubados a 35°C no ar ambiente por 24 a 48 horas. Os resultados para os agentes antimicrobianos 
que demonstram resistencia podem ser relatados depois de 24 horas, enquanto os microrganismos isolados que exibem resultados de 
sensibilidade aos betalactamicos devem ser incubados por um periodo adicional de 24 horas antes de relatar os resultados. Os 
agentes recomendados para teste primario incluem penicilina, eritromicina, gentamicina e vancomicina, porem dispoe-se de pontos 
de corte que definem categorias de sensibilidade, intermediaria e resistentes para determinadas cefalosporinas, carbapenemicos, 
gentamicina, eritromicina, ciprofloxacino, tetraciclina, doxiciclina, clindamicina, SXT, rifampicina, quinupristina-dalfopristina e 
linezolida. Os microrganismos isolados que devem ser testados incluem os isolados de locais corporais estereis, amostras de tecidos 
profundos e infecgao associada a proteses. 

Membros do genero Corynebacterium isolados de seres humanos 

O genero Corynebacterium content especies que foram isoladas de amostras clinicas humanas, de animais e do meio ambiente. C. 
diphtheriae, um patogeno classico, e a causa da difteria. Outras especies, como C. jeikeium, C. striatum, C. pseudodiphtheriticum e 
C. urealyticum, sao isoladas com mais frequencia do que as outras especies de Corynebacterium e comportam-se principalmente 
como agentes oportunistas em pacientes imunocomprometidos e/ou debilitados/ 18 C. amycolatum constitui a especie mais 
comumente isolada no laboratorio clinico e pode representar um contaminante da pele ou um importante agente de infecgao 
(Prancha 14.3 C). 263,284,5 9 O Boxe 14.4 descreve a importancia clinica das especies de Corynebacterium que foram isoladas de 
amostras clinicas humanas e inclui informagoes adicionais sobre as caracteristicas de cultura desses microrganismos. A Tabela 14.6 
apresenta as caracteristicas bioquimicas fenotipicas das especies de Corynebacterium isoladas de amostras clinicas humanas. 

Corynebacterium diphtheriae 

Epidemiologia. C. diphtheriae constitui a causa da doenga classica conhecida como difteria. Essa infecgao e relativamente 
incomum nos EUA, embora ainda seja observada nos paises em desenvolvimento. Nos EUA, a frequencia da infecgao diminuiu 
acentuadamente desde a introdugao e o uso disseminado das vacinas efetivas com toxoide difterico e a introdugao da imunizagao 
infantil universal no final da decada de 1940. No final da decada de 1960 e na decada de 1970, a difteria ainda era endemica do 
Noroeste do Pacifico e no sudoeste dos EUA, e o ultimo grande surto de difteria nos EUA ocorreu em Seattle, na area de 
Washington, na decada de 1970. 198 Do inicio da decada 1980 ate 2010, foram notificados apenas 55 casos de difteria aos CDC. 11 ’ A 
importagao de C. diphtheriae toxigenico de certas regibes dos paises em desenvolvimento onde a difteria continua endemica 
representa uma ameaga constante e tern sido responsavel pela maioria dos casos de difteria nos paises industrializados nesses 
ultimos anos. Nos paises em desenvolvimento, a implementagao Programa Expandido de Imunizagao da Organizagao Mundial da 
Saude (OMS) para criangas durante a decada de 1970 teve sucesso, alcangando altos niveis de vacinagao. Entretanto, com o passar 
do tempo, grandes porgoes das populagbes incluidas nos esforgos iniciais de vacinagao tornaram-se sensiveis a infecgao em 
consequencia do declinio da imunidade. Durante as decadas de 1980 e 1990, foram relatados surtos esporadicos de difteria em 
Alemanha, Suecia, China, Tailandia, Sudao, Jordania e Equador. A difteria epidemica reapareceu na Comunidade dos Estados 
Independentes (CEI) da Antiga Uniao Sovietica, comegando em 1990 na Federagao Russa. 1162 Esse evento ocorreu, em parte, devido 
a contraindicagoes desnecessarias para vacinagao em regioes da CEI, resultando em uma cobertura inadequada das criangas. Os 
grandes movimentos populacionais durante a dissolugao da Antiga Uniao Sovietica levaram a uma desorganizagao dos servigos de 
saude e a recursos inadequados para manter suprimentos de vacinas e antitoxina para emergencia e disseminagao da difteria. 180 Em 
1994, todas as regioes da CEI foram envolvidas na epidemia emergente, e mais de 90% de todos os casos notificados de difteria de 
1990 a 1995 foram dessa parte do mundo. 181 Em 1998, a comunidade dos Estados Independentes da Antiga Uniao Sovietica 
notificou mais de 150.000 casos de difteria a OMS em Genebra. 283,410,592,805 Medidas intensivas de controle, incluindo campanhas de 
vacinagao em massa para pessoas a partir de 23 anos de idade, juntamente com esforgos para administrar uma serie de quatro doses 
de DTaP aos 2 anos de idade a mais de 95% da populagao elegivel, conseguiram controlar a epidemia na maioria das regioes. 173,1240 
Mais recentemente, ocorreram surtos de difteria no Haiti e na Republica Dominicana, e casos recentes diagnosticados nos EUA 
ocorreram em viajantes que retomavam do Haiti. 185 Apesar do sucesso da imunizagao disseminada, a difteria continua sendo uma 
infecgao ressurgente letal em muitas partes do mundo, incluindo Africa (Algeria, Angola, Egito, Etiopia, Guine, Niger, Nigeria, 
Sudao, Zambia, outros paises subsaarianos), Americas Central e do Sul (Bolivia, Brasil, Columbia, Republica Dominicana, Equador, 
Haiti, Paraguai), Europa (Albania, Armenia, Azerbaijao, Republica da Bielorussia, Estonia, Georgia, Cazaquistao, Quirguistao, 
Latvia, Lituania, Moldavia, Russia, Tajiquistao, Turquemenistao, Ucrania, Uzbequistao), Asia/Sul do Pacifico (Bangladesh, Butao, 
Birmania, Camboja, China, Indonesia, Laos, Malasia, Mongolia, Nepal, Paquistao, Papua-Nova Guine, Filipinas, Tailandia, Vietna) 
e Oriente Medio (Afeganistao, Ira, Iraque, Arabia Saudita, Siria, Turquia e Iemen). 1 


Embora as evidencias historicas sugiram que os seres humanos constituem o unico reservatorio de C. diphtheriae, pesquisas 
recentes identificaram C. diphtheriae nao toxigenica como causa de infecgoes em animais. C. diphtheriae foi isolado de ambas as 
orelhas de um gato com otite bilateral, ataxia e anorexia. 41 Uma investigagao da casa onde residia o gato e da equipe de veterinarios 
que cuidou do animal levou a outro microrganismo isolado da orelha de um segundo gato. Todas as cepas produziram colonias 
pretas com halos marrons em agar Tinsdale, produziram o mesmo codigo de identificagao no API® Coryne, pertencem ao biotipo 
belfanti, sao negativas para fermentagao da sacarose e nao produziram toxina difterica. O teste com PCR demonstrou a presenga do 
gene para a subunidade A da toxina. Os microrganismos isolados mostraram-se sensiveis a todos os agentes, incluindo ampicilina, 
cefalosporinas, fluoroquinolonas, carbapenemicos, eritromicina, clindamicina, gentamicina, daptomicina, linezolida e vancomicina. 
O sequenciamento do gene rpoB sugeriu que essas cepas felinas podem representar uma nova subespecie de C. diphtheriae , 457 C. 
diphtheriae biotipo belfanti foi isolado de uma lesao cutanea de bovino, enquanto o biotipo gravis foi isolado de uma ferida de 
equino. 238 - 485 


Imunizagoes para difteria. Na atualidade, o Immunization Practices Advisory Committee do Public Health Service recomenda a 
imunizagao com DTaP (toxoide difterico, toxoide tetanico e vacina pertussis acelular) para todas as pessoas com pelo menos 6 
semanas de idade, porem com menos de 7 anos. A serie de vacinagao consiste em tres doses administradas com 2, 4 e 6 meses de 
idade, com intervalo minimo de 4 semanas entre as doses. A primeira dose de reforgo e administrada com 15 a 18 meses de idade, e 
deve ser administrada pelo menos 6 meses apos a terceira dose de DTaP. Recomenda-se uma segunda dose de reforgo para criangas 
de 4 a 6 anos, e os adolescentes de 11 a 18 anos devem receber uma unica dose de reforgo de TdaP se tiveram completado a serie 
primaria de imunizagao. Depois disso, devem-se administrar reforgos de vacina Td a intervalos de 10 anos. 188 As pessoas que viajam 
para areas endemicas com difteria devem estar atualizadas com todas as imunizagSes, e informagSes sobre vacinas para viagens 
podem ser encontradas em http://www.cdc.gov/travel. Alem disso, os individuos em convalescenga da difteria clinica tambem 
devem receber imunizagao com toxoide, visto que a infecgao clinica nao induz necessariamente niveis protetores de antitoxina. 
Devido a incapacidade de administrar injegoes de reforgo a maioria dos adultos, existe atualmente uma populagao de adultos 
suscetiveis; 10 a 60% dos individuos com mais de 30 anos de idade apresentam niveis inadequados de anticorpos circulantes contra 
a toxina difterica. Em consequencia, surtos de difteria continuam sendo relatados. 


Difteria | Patogenese e apresentagao clinica. C. diphtheriae e o prototipo classico do microrganismo toxigenico. A 
virulencia do microrganismo esta relacionada quase inteiramente com a produgao da toxina difterica. A toxina difterica e um 
polipeptidio de 58.342 Da contendo 535 residuos de aminoacidos. A toxina e constituida por dois fragmentos, o fragmento A 
(21.500 Da) e o fragmento B (37.200 Da). O fragmento B, que contem os dominios de ligagao do receptor/translocagao, possibilita a 
passagem da molecula de toxina atraves da membrana celular das celulas-alvo. O fragmento A, que constitui a parte biologicamente 
ativa da molecula, catalisa a transferencia da adenosina difosfato ribose (ADPR) da nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD) para 
o fator de alongamento 2 (EF-2), uma proteina soluvel que e necessaria para a translocagao peptidil-RNA de transferencia do 
aceptor para o sitio doador no ribossomo eucarioto. Essa adenorribosilagao inativa o EF-2, e ocorre inibigao da sintese de proteinas 
na celula afetada. O gene estrutural (gene fox), que codifica a toxina difterica, reside no DNA de um corinefago (bacteriofago), 
denominado P-corinefago. 1l: Por ocasiao da infecgao de uma cepa de C. diphtheriae pelo corinefago tox+, o acido nucleico que 
contem o gene tox toma-se integrado ao cromossomo bacteriano (lisogenia) e replica-se juntamente com o cromossomo. Os isolados 
nao toxigenicos de C. diphtheriae e os corinefagos tox nao contem, em sua maioria, nenhuma sequencia detectavel de DNA 
relacionada com tox. Apenas as cepas de C. diphtheriae que sao lisogenicas por um a (3-fago contendo o gene tox sao capazes de 
produzir a toxina difterica. C. ulcerans e C. pseudotuberculosis (os microrganismos do “grupo de C. diphtheriae ”) tambem sao 
capazes de transportar o p-corinefago e produzir toxina difterica. 

A difteria do trato respiratorio e principalmente transmitida entre seres humanos por contato direto ou por espirro ou tosse. O 
estado de portador do microrganismo na pele e o estado de portador assintomatico dos microrganismos nas vias respiratorias 
superiores constituem as fontes comuns de transmissao para outros individuos suscetiveis. O inicio da doenga e insidioso, e, durante 
um periodo de incubagao de 2 a 7 dias, o microrganismo multiplica-se localmente na parte posterior da nasofaringe e orofaringe. Os 
sintomas iniciais consistent em faringite, dificuldade de deglutigao, mal-estar e febre baixa que pode estar presente nesse periodo. 
Com a progressao da infecgao, ha acumulo de microrganismos, fibrina e celulas inflamatorias, produzindo a pseudomembrana 
difterica, branco-acinzentada caracteristica, que finalmente pode recobrir as tonsilas, a faringe, a laringe e a parte posterior das vias 
nasais (Prancha 14.3 F). 455 A extensao da pseudomembrana na parte anterior pode levar ao comprometimento do palato mole e da 
uvula. Nos casos graves, a pseudomembrana pode estender-se na traqueia e nos bronquios, com consequente obstrugao das vias 
respiratorias. A pseudomembrana e fortemente aderente a mucosa orofaringea, e as tentativas de remover partes da 
pseudomembrana habitualmente resultam em sangramento. Em geral, verifica-se tambem a presenga de linfadenopatia cervical e 
submandibular. A extensao subsequente da pseudomembrana na parte posterior da nasofaringe e passagens nasais esta associada a 
uma secregao sorossanguinolenta ou purulenta do nariz, que e altamente infecciosa. O comprometimento da orelha media pode 
resultar da extensao contigua do processo infeccioso. Em certas ocasioes, pode ocorrer tambem extensao das infecgoes das vias 
respiratorias para a pele da face (i. e., nariz, orelhas, bochechas) e pescogo. A inoculagao dos microrganismos nos olhos pode levar a 
conjuntivite, com ou sem comprometimento da cornea. Alem disso, podem-se observar lesoes satelites no esofago, no estomago e 
nas vias respiratorias inferiores. 


As bacterias que se multiplicam localmente sintetizam e liberam a toxina difterica, que sofre absorgao sistemica. A toxina exerce 
efeitos toxicos diretos sobre o coragao, o sistema nervoso central e periferico, o figado e os rins. Em 20 a 70% dos pacientes, pode 
ocorrer miocardiopatia difusa. Esses sintomas podem aparecer de modo insidioso ou catacllsmico, resultando em colapso 
circulatario e insuficiencia cardlaca congestiva aguda. Podem surgir complicagdes neurologicas e neuropatias em 20 a 75% dos 
pacientes, que se correlacionam habitualmente com a gravidade da doenga. A princlpio, essas complicagSes podem incluir paralisia 
do palato mole e da parede posterior da faringe, seguida de paralisia oculomotora e ciliar. Esta ultima contribui para o risco de 
aspiragao orofaringea e pneumonia. As infecgoes graves tambem podem ser complicadas por alteragoes degenerativas gordurosas e 
necrose focal dos rins, figado e glandulas suprarrenais. Em geral, a miocardiopatia e a neuropatia ocorrem tardiamente e sao menos 
graves apos infecgSes diftericas cutaneas do que apos infecgao do trato respiratorio. A morte pode sobrevir em consequencia de 
insuficiencia cardiaca ou paralisia do diafragma. 

C. diphtheriae tambem pode causar uma infecgao cutanea primaria, quando a toxina tambem sofre absorgao sistemica. As lesSes 
cutaneas podem assemelha-se a varias outras afecgSes da pele, incluindo foliculite, impetigo, piodermite, abscesso ou dermatite 
seborreica. Outros microrganismos piogenicos, como Streptococcus pyogenes, podem ser coisolados com C. diphtheriae. A difteria 
cutanea tambem foi relatada apos picadas de insetos, como aranhas, infecgao de feridas preexistentes (p. ex., feridas cirurgicas, 
pioderma, eczema, impetigo, dermatite) e apos tatuagem. 455,760,995 A lesao inicial consiste em uma lesao ulcerativa, denominada 
ectima difterico. Essa lesao surge na forma de vesicula ou pustula contendo um liquido amarelo-palha ou sorossanguinolento. Apos 
drenagem desse material, a lesao transforma-se em ulcera com depressao central, cujo tamanho varia de alguns milimetros a poucos 
centimetres de tamanho. As bordas da lesao sao elevadas e solapadas. Em geral, as lesSes cutaneas diftericas sao dolorosas e, 
posterionnente, sao recobertas por uma escara ou crosta escura pseudomembranosa e aderente. Essa pseudomembrana acaba se 
desprendendo, deixando uma base hemorragica vermelho-viva, que exsuda um liquido sorossanguinolento. Com o desenvolvimento 
da lesao inicial, a pele circundante torna-se vermelha e edematosa, com formagao de bolhas satelites em tomo da lesao do ectima 
difterico. As lesSes cutaneas aparecem, em sua maioria, nos bragos, nas maos, nos pes ou nas pernas. Embora tenham muito menos 
tendencia a causar toxicidade sistemica grave, as lesSes cutaneas representam um risco significativo em virtude de sua disseminagao 
para o ambiente e outros individuos. Com frequencia, as lesoes sao coinfectadas por outros patogenos (p. ex., S. aureus, 
estreptococos beta-hemoliticos). 

Desde o final da decada de 1980 e ate o momenta atual, foi constatado um aumento substancial no numero de relatos de 
infecgSes graves causadas por C. diphtheriae nao toxigenico. Esse aumento tem sido observado no Canada, em toda a Europa 
(incluindo Inglaterra, Pais de Gales, Polonia, Franga, Italia, Alemanha, Suiga) e Australia. 357,448,693,848,901,945 Os microrganismos 
isolados envolvidos nessas infecgSes sao, com frequencia, clonais (/. e., apresentam o mesmo tipo de MLST). As infecgSes incluem 
infecgSes cutaneas e de feridas, bacteriemia e endocardite. A infecgao cutanea por C. diphtheriae nao toxigenica tem sido 
encontrada particularmente entre pessoas desabrigadas em areas urbanas e esta associada a falta de moradia, ao uso de substancias 
intravenosas e ao alcoolismo. 448,693,848 As lesSes cutaneas caracterizam-se por ulceras cronicas, exsudativas, que nao cicatrizam e que 
sao frequentemente coinfectadas por outros patogenos da pele e dos tecidos moles. Em um estudo de infecgSes cutaneas conduzido 
na Australia, culturas de mais de 50% do pacientes produziram tanto S. aureus quanto estreptococos beta-hemoliticos, juntamente 
com C. diphtheriae. 421 Os isolados nao toxigenicos da corrente sanguinea sao habitualmente dos biotipos gravis ou mitis, e, em 
regiSes onde ocorreram surtos, a ribotipagem e o MLST demonstraram a existencia de diferentes clones invasores que residem em 
cada regiao de surto (p. ex., ST130 na Franga, ST82 na Nova Caledonia, MLST8 na Polonia). 322,1243 Foi relatada a ocorrencia de 
infecgao da corrente sanguinea por C. diphtheriae nao toxigenico em um homem de 23 anos de idade do Ohio com leucemia 
mieloide aguda (LMA). 1201 A fonte nao foi documentada, porem o paciente apresentou faringite e tambem tinha um cateter de 
Hickman com lumen triplo em posigao para quimioterapia. Embora a endocardite por C. diphtheriae seja rara, relatos de casos 
documentando a ocorrencia de endocardite causada por isolados nao toxigenicos aumentaram de modo substancial desde 1980. A 
endocardite por C. diphtheriae e observada em pacientes com doenga cardiaca subjacente ou preexistente (p. ex., cardiopatia 
congenita, insuficiencia mitral, febre reumatica) ou com proteses valvares ou outre dispositivo implantado (p. ex., homoenxerto de 
aorta). 742,787,986 Em 2011, Muttaiyah et al. descreveram 10 casos de endocardite causada por cepas nao toxigenicas que ocorreram 
em Auckland, na Nova Zelandia, no curso de um periodo de 14 anos. A idade desses pacientes variou de 4 a 62 anos, e 8 dos 10 
tinham anormalidades cardiacas preexistentes; apenas 3 dos 10 pacientes necessitaram de intervengao cirurgica para manipulagao de 
valva. Foi descrita a ocorrencia de endocardite destrutiva de valva do tronco pulmonar nativo com derrame pericardico em uma 
crianga de 2 anos de idade da Guiana Francesa, em que o microrganismo foi detectado por sequenciamento do rRNA 16S da valva 
ressecada; a sequencia do gene tox estava ausente. 986 O paciente inicialmente apresentou uma doenga prodromica febril e pode ter 
tido faringite exsudativa. Em geral, a ecocardiografia demonstra grandes vegetagoes valvares, que tem a propensao a embolizar para 
vasos sanguineos de pequeno calibre no cerebro, no bago e nos rins. Pode haver desenvolvimento de aneurismas micoticos e artrite 
septica durante a infecgao de valvas cardiacas e da corrente sanguinea. A intervengao cirurgica e a colocagao ou substituigao de 
valva podem ser necessarias para obter a cura em alguns casos. Foi tambem constatada uma associagao entre o uso de substancias 
IV e a endocardite por C. diphtheriae , 448 Nesses casos, a colonizagao ou infecgao cutanea por C. diphtheriae nao toxigenica podem 
servir de nicho para a introdugao do microrganismo na corrente sanguinea. A patogenese das infecgdes graves causadas por C. 
diphtheriae nao toxigenico ainda nao foi elucidada no momenta atual. O microrganismo tem a capacidade de invadir ativamente os 
tecidos e causar uma doenga fulminante, acometendo os tecidos cardiaco, endotelial e sinovial. 

A capacidade de C. diphtheriae de infectar uma ampla variedade de tipos celulares pode ser responsavel por algumas das 
manifestagoes incomuns da difteria. Havaldar e Shanthala descreveram um caso de uma menina de 11 anos de idade que apresentou 



dor abdominal de 2 semanas de duragao. 479 Subsequentemente, apareceram pseudomembranas conjuntivais bilaterais, cuja cultura 
foi positiva para C. diphtheiiae. O comprometimento intestinal tomou-se evidente com a evacuagao de fezes sanguinolentas e 
cilindros de tecido intestinal descamado. Infecgdes raras causadas por C. diphtheriae nao toxigenico incluem pericardite purulenta e 
infecgao do local de insergao de cateter de nefrostomia percutanea em um paciente idoso com cancer de bexiga. 415,617 Neste ultimo 
caso, foi demonstrado que o microrganismo isolado forma biofdmes aderentes em superficies de poliestireno, poliuretano e vidro. 
Outras infecgoes associadas a C. diphtheriae (p. ex., artrite septica, osteomielite) foram relatadas, apesar de sua raridade. 69,877 

Tratamento da difteria. O tratamento da difteria envolve a administragao de antitoxina equina para neutralizar a toxina que ainda 
nao esta ligada as celulas-alvo. A antitoxina deve ser administrada tao logo se estabelega um diagnostico presuntivo de difteria, visto 
que a antitoxina so inativa a toxina extracelular. A quantidade de antitoxina intravenosa administrada depende da duragao e da 
extensao da doenga. A hipersensibilidade do individuo a proteina equina precisa ser avaliada por meio de teste cutaneo, e, se houver 
desenvolvimento de hipersensibilidade de tipo imediato, deve-se proceder a uma dessensibilizagao com a administragao de doses 
progressivamente mais altas de antitoxina. Como a antitoxina difterica nao e mais licenciada para produgao nos EUA, os CDC 
precisam ser notificados para adquirir o produto no exterior. Nao existe nenhuma terapia efetiva para a reversao do 
comprometimento cardiaco ou neurologico passivel de ter ocorrido antes do estabelecimento do diagnostico especifico. O 
tratamento de suporte ( i. e., traqueostomia ou intubagao, limpeza das vias respiratorias, monitoramento da fungao cardiaca) e 
necessario e de suma importancia. Alem disso, podem-se administrar penicilina ou eritromicina para acelerar a erradicagao dos 
microrganismos do trato respiratorio do paciente, para diminuir a carga de toxina no paciente e para prevenir a disseminagao do 
microrganismo para outras pessoas. 606 A penicilina G procaina (< 9 kg, 300.000 unidades; > 9 kg, 600.000 unidades) e administrada 
por via intramuscular a cada 12 horas, ate que o paciente seja capaz de deglutir. Em seguida, e substituida pela penicilina ou 
eritromicina VO para completar um ciclo de 14 dias. Tanto a rifampicina quanto a eritromicina tern sido usadas para erradicar o 
estado de portador de C. diphtheriae em individuos expostos. 

Isolamento e identificacao de Corynebacterium diphtheriae. Para o isolamento de C. diphtheriae , sao obtidas amostras de 
swabs das lesdes de orofaringe, nasofaringe ou cutaneas. Os swabs devem ser de dacron e devem ser utilizados para a obtengao de 
amostras de multiplas areas inflamadas da nasofaringe. Na presenga de pseudomembrana, devem-se obter amostras de swabs abaixo 
da membrana. As amostras de swab podem ser enviadas ao laboratorio em um meio de transporte semissolido de rotina, como o 
meio de Amies. As amostras sao inoculadas em placa de SBA e/ou Columbia CNA, bem como em um meio agar contendo cistina e 
telurito de potassio. Para o meio de cistina-telurito, os laboratories devem usar agar-sangue cistina-telurito ou agar Tinsdale 
modificado para o isolamento de C. diphtheriae (Prancha 14.3 G). 1041 Apesar de nao ser uma pratica de rotina, alguns laboratories 
tambem semeiam um meio inclinado de Loeffler, que contem soro bovino coagulado e ovo. A coloragao pelo azul de metileno dos 
esfregagos preparados com amostra de crescimento em meio de Loeffler dentro de 8 a 18 horas pode fornecer um diagnostico 
preliminar de difteria, visto que esses microrganismos crescem rapidamente nesse meio e produzem celulas difteroides em forma de 
clava caracteristicas, contendo granulos metacromaticos (Prancha 14.3 H) (Figuras 14.1 e 14.2). Entretanto, como outras bacterias 
corineformes tambem podem exibir essa aparencia em meio de Loeffler, os resultados so devem ser relatados como presuntivos e 
precisam ser correlacionados com o quadro clinico do paciente. O SBA e o CNA sao utilizados para rastreamento de estreptococos 
beta-hemoliticos, Staphylococcus aureus e Arcanobacterium haemolyticum. S. aureus pode ser coisolado com C. diphtheriae e 
tambem ira crescer formando colonias negras em meio de Tinsdale, de modo que a placa de agar-sangue ou a placa CNA irao ajudar 
a avaliar a extensao do crescimento dos estafilococos no meio contendo telurito (Quadro 14.3 online). Como alguns laboratories 
podem nao estocar o meio contendo telurito, devido a solicitagoes pouco frequentes, a semeadura do agar SBA e/ou CNA ira 
possibilitar o isolamento de C. diphtheriae e de outros microrganismos patogenicos, de modo que os isolados corineformes 
suspeitos sejam subcultivados e examinados de modo mais detalhado se o quadro clinico e a anamnese do paciente (p. ex., presenga 
de lesao orofaringea pseudomembranosa caracteristica, ausencia de imunizagao, condigoes do surto) sugerirem fortemente uma 
infecgao por C. diphtheriae. 

C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis produzem colonias negras, que sao circundadas por halos marrons em meio 
de Tinsdale modificado (Prancha 14.3 G). A coloragao negra das colonias resulta da atividade de redutase do telurito, produzindo a 
redugao deste ultimo, enquanto os halos marrons indicam atividade de cistinase. Outros difteroides, estafdococos e alguns 
estreptococos tambem podem reduzir o telurito, embora os halos ao redor das colonias geralmente nao estejam presentes, de modo 
que e necessario efetuar coloragdes pelo metodo de Gram e testes de catalase em todas as colonias suspeitas. C. diphtheriae nao 
produz urease; por conseguinte, esse teste pode ser utilizado para diferenciar esse microrganismo de C. ulcerans e C. 
pseudotuberculosis (ambos urease-positivos). Esses dois ultimos microrganismos podem ser diferenciados um do outro pela 
produgao de acido a partir do amido ou do glicogenio. A desamidagao da pirazinamida a acido pirazinoico pela pirazinamidase, um 
teste utilizado em micobacteriologia, tambem constitui um teste util para diferenciar os microrganismos “C. diphtheriae ” 
(pirazinamidase-negativos) de outras especies de Corynebacterium (cuja maioria e pirazinamidase-positiva). A Figura 14.1 e a 
Figura 14.2 fomecem um fluxograma para a deteegao e a identificagao presuntiva de isolados obtidos em meio de Tinsdale. 

C. diphtheriae pode produzir quatro tipos distintos de colonias (biotipos), designados como gravis, mitis, intermedius e belfanti. 
Esses biotipos tambem diferem ligeiramente na sua morfologia em coloragdes pelo metodo de Gram, em certas reagoes bioquimicas 
e, na anamnese, na gravidade dos processos morbidos produzidos. As cepas de C. diphtheriae biotipo gravis e biotipo mitis 
produzem colonias convexas bastante grandes (1 a 2 mm de diametro em 24 horas), com bordas continuas, enquanto as cepas do 


biotipo intermedius produzem colonias pequenas (menos de 1 mm de diametro em 24 horas), mais negras e densas em agar 
contendo telurito. A maioria das cepas mitis e algumas cepas gravis sao fracamente beta-hemoliticas em SBA. Todos os quatro 
biotipos formam colonias negras circundadas por halos marrons em meio de Tinsdale modificados, todos formam colonias branco- 
acinzentadas, lisas e nao hemoliticas em SBA e todos sao catalase-positivos (Prancha 14.4 A). Todos os biotipos carecem de 
atividade de pirazinamidase, nao produzem fosfatase alcalina e nao hidrolisam a esculina nem a ureia. Ocorre produgao de acido a 
partir de glicose, maltose, frutose, galactose, manose e ribose, mas nao a partir de sacarose, lactose, manitol, xilose, rafmose, 
trealose, glicerol ou glicogenio; foram relatadas cepas fermentadoras de sacarose (Tabela 14.6). 262 C. diphtheriae esta incluido na 
base de dados de muitos kits de identificagao manuais e automaticos, incluindo o API® Coryne, o RapID® CB-Plus e o Vitek® 2 
Anaerobe/Corynebacterium mKl> 15 O painel de identificagao API® Coryne tem sido usado como principal sistema de identificagao 
fenotipica para C. diphtheriae em muitas publicagoes (ver Prancha 14.4 B e C). A espectrometria de massa por ionizagao e 
dessorgao a laser assistida por matriz tempo de voo (MALDI-TOF-MS) tambem foi capaz de identificar rapidamente todas as 90 
cepas testadas de C. diphtheriae, e esses pesquisadores propuseram um algoritmo para testes utilizando MALDI-TOF-MS para 
rapida identificagao, seguida de PCR em tempo real para a identificagao do gene tox e teste Elek para a detecgao da produgao de 
toxina difterica. 616 

Como o isolamento de C. diphtheriae representa um evento raro nos paises desenvolvidos, particularmente nos EUA, muitos 
laboratories nao dispSem dos ingredientes necessarios para o meio de Tinsdale modificado ou outros meios contendo cistina- 
telurito. Por conseguinte, e util ter um metodo para o rastreamento de colonias difteroides isoladas em agar-sangue e chocolate para 
a possivel presenga de C. diphtheriae, particularmente em pacientes com quadro clinico compativel (p. ex., faringite ou lesdes 
cutaneas graves), quando nao se dispoe de historia de imunizagao. Pimenta et al. S69 avaliaram o teste de DNase como abordagem 
para rastreamento. Dos 91 isolados de C. diphtheriae (37 cepas toxigenicas e 54 cepas nao toxigenicas), a atividade de DNase foi 
detectada em 100% de isolados de C. diphtheriae, independentemente do biotipo (mitis, interemdius, belfanti ou gravis) e da 
capacidade ou nao de fermentar a sacarose. O teste de DNase foi negativo em 93,9% de 565 especies nao diftericas de 
Corynebacterium. 


Swab de orofaringe, nasofaringe ou lesao cutanea 



■ FIGURA 14.1 Fluxograma para a identificagao de Corynebacterium diphtheriae. 






















































■ FIGURA 14.2 Fluxograma para o isolamento de C. diphtheriae. 

Uma vez identificado bioquimicamente o microrganismo como possivel C. diphtheriae, e preciso testar o isolado quanto a sua 
capacidade de produzir toxina difterica. O “padrao-ouro” para a deteegao da produgao de toxina difterica e um ensaio de 
citotoxicidade de cehtlas Vero.’" 1 Muitos laboratories que efetuam testes de toxigenicidade empregam o procedimento de 
imunoprecipitagao de Elek modificado, que e um metodo de imunodifusao semelhante ao teste classico de Ochterlony. O teste 
utiliza agar KL Virulence (Difco), um agar a base de proteose peptona, suplementado com soro de coelho esterilizado ou com 
enriquecimento KL Virulence (enriquecimento nao seroso destinado para uso com agar KL Virulence pela Difco) e com telurito de 
potassio a 0,03% (fomecido na forma de solugao de telurito Bacto-Chapman, 1%; Difco) como meio de base. Esse meio e 
transferido para uma placa de Petri esterilizada de 150 mm. Antes da solidificagao do meio, uma tira de papel de filtro de 1 x 8 cm 
saturada com antitoxina difterica (tiras antitoxina Bacto-KL, Difco) e mergulhada no meio e orientada atraves do diametro da placa. 
Apos resfriamento, o isolado a ser testado quanto a produgao de toxina e semeado em estria perpendicular a tira de antitoxina 
submersa. Equidistantes em ambos os lados dessa estria, efetua-se tambem a semeadura em estria de uma cepa de C. diphtheriae 
toxigenica conhecida e de uma cepa de C. diphtheriae nao toxigenica conhecida para controle do teste. Em seguida, a placa e 
incubada a 35°C e examinada a cada 24 horas, durante 3 dias. Se a cepa desconhecida for toxigenica, havera formagao de linhas de 
precipitina em angulos de 45° entre o inoculo e a tira de antitoxina. Essas linhas irao mostrar a identidade com a cepa de C. 
diphtheriae toxigenica de controle. Um procedimento de imunodifusao de Elek modificado utiliza um disco colocado no centro 
contendo antitoxina, enquanto os microrganismos do teste sao semeados a uma distancia de 7 a 9 mm do disco central de 
antitoxina. ’ 11 Essas modificagoes permitem uma avaliagao simultanea de multiplos isolados e sao adaptaveis a situagoes de surto. 
Pode-se obter antitoxina de alta qualidade de varias fontes (Pasteur-Merieux, Lyon, Franga; CNG, Peyrm, Russia; Wyeth 
Laboratories, Marietta, PA; Connaught Laboratories, Swiftwater, PA). 

Foram tambem desenvolvidos varios outros metodos, incluindo IEE e testes de aglutinagao com latex passiva reversa para a 
deteegao da produgao de toxina por C. diphtheriae. O IEE rapido desenvolvido por Engler e Efstratiou utiliza uma 
antitoxina policlonal equina como anticorpo de captura e um anticorpo monoclonal marcado com fosfatase alcalina, dirigido contra 
o fragmento A da toxina difterica como anticorpo de deteegao. Esse metodo detectou 87 cepas toxigenicas entre 245 isolados de C. 
diphtheriae e apresentou uma concordancia completa com os resultados do metodo de Elek modificado. 309 Em 2002, foi 
desenvolvido em ensaio com tira imunocromatografica (ICS; do ingles, immunochromatograph strip), que foi comercializado pela 
Organizagao Mundial da Saude e pelo Program for Appropriate Technology in Flealth (Seattle, WA). 310 Para esse teste, prepara-se 
uma suspensao do microrganismo em caldo de enriquecimento, com incubapao durante 3 horas. Coloca-se uma tira ICS no tubo. 
Depois de 10 minutos, a tira e examinada a procura de uma banda paralela a um controle positivo intemo presente na tira. Esse 
ensaio tern a capacidade de detectar uma quantidade tao pequena quanto 0,5 ng/mf de toxina difterica e e 10 vezes mais sensivel do 
que o metodo de IEE e 20 vezes mais sensivel do que os ensaios de aglutinagao. 310 

Foram tambem desenvolvidos metodos moleculares para a identificagao de C. diphtheriae e a deteegao do gene tox. Para fins de 
identificagao, o alvo mais consistente e o gene dtxR, que esta presente em todas as cepas de C. diphtheriae toxigenicas e nao 
toxigenicas. 273 ' 796,1117 O gene dtxR codifica um regulador global do metabolismo de C. diphtheriae e atua na regulagao da expressao 




































do gene fox. 273,300 ' 868 Pimenta et al. descreveram um ensaio de PCR para a detecgao do gene dtxR em 91 isolados de C. diphtheriae 
(54 cepas nao toxigenicas e 37 cepas toxigenicas) e 111 isolados de outras especies de Corynebacterium. Esse ensaio foi positivo 
para todas as cepas de C. diphtheriae e nenhum dos 111 isolados de corinebacterias, incluindo um isolado de C. ulcerans e 2 
isolados de C. pseudotuberculosis, que foram dtxR- positivos. 86 Os ensaios de PCR para a detecgao das sequencias do gene tox em 
C. diphtheriae utilizam, em sua maioria, iniciadores que flanqueiam sequencias que correspondem ao fragmento A da toxina 
biologicamente ativa. 754,795 Esses ensaios tern sido usados para a detecgao da toxina em culturas puras de C. diphtheriae diretamente 
em amostras clinicas. Alguns estudos observaram uma correlagao de 100% entre as tecnicas moleculares e os metodos fenotipicos 
para a detecgao da produgao de toxina (p. ex., teste de Elek). 754 Entretanto, os metodos de PCR tambem podem detectar sequencias 
dos genes da toxina em isolados que nao produzem toxina biologicamente ativa. Em um estudo, 6 de 55 isolados de C. diphtheriae 
nao produziram toxina, porem apresentaram o gene tox, inteiro ou em parte. 300 Por conseguinte, os testes de PCR negativos com 
isolados suspeitos mostram-se uteis para descartar a possibilidade do diagnostico de difteria, porem sao incapazes de prever a 
expressao fenotipica da produgao de toxina. Pimenta et al , 86 desenvolveram um ensaio de PCR-multiplex que usa tres pares de 
iniciadores para a detecgao do gene dtxR, do fragmento A da toxina e do fragmento B da toxina, respectivamente. Essa abordagem 
identificou todos os 33 isolados de C. diphtheriae toxigenicos e 51 isolados de C. diphtheriae nao toxigenicos, e nenhum dos outros 
isolados de Corynebacterium testados foi positivo para dtxR ou tox A/tox B. 867 Foi tambem observada uma correlagao completa para 
os resultados de PCR positivos para toxA e o ensaio de citotoxicidade de celulas Vero, que e considerado o ensaio in vitro “padrao- 
ouro” para a detecgao da toxina difterica. Em 2011, Sing et a/. 1023 descreveram um ensaio de PCR em tempo real que detecta o gene 
tox de C. diphtheriae toxigenico, e o gene tox encontrado em algumas cepas de C. ulcerans. Esse ensaio amplificou os genes tox 
presentes em ambas as especies, e a identificagao dos isolados foi obtida por analise das curvas misturadas. 1023 Os CDC realizam 
ambos os ensaios de PCR para os genes dtxR e tox por meio de consulta com laboratories de saude publica estaduais. 

Foram usadas muitas abordagens para desenvolver um esquema de tipagem para C. diphtheriae. Qualquer esquema de tipagem 
precisa ser discriminatorio, reproduzivel e estavel. A ribotipagem tem sido considerada o “padrao-ouro” para a caracterizagao 
molecular de C. diphtheriae. 272,440 A ribotipagem para C. diphtheriae foi padronizada em 1997, e, em 2004, foi efetuada uma 
revisao da nomenclature da ribotipagem para elaborar uma base de dados com designagdes de ribotipos intemacionalmente 
reconhecidos. 440,905 Em 2008, foi conduzido um estudo para comparer a ribotipagem com tres outros metodos para tipagem de C. 
diphtheriae, de modo a incluir a epidemiologia global desse patogeno importante. 274 O estudo comparou a ribotipagem com PFGE, 
amplificagao aleatoria de DNA polimorfico (RAPD) e AFLP quanto a sua capacidade de discriminar as cepas. Esse estudo 
constatou que a ribotipagem era ainda altamente discriminatoria e reproduzivel, seguida de RAPD. O AFLP e a PFGE foram menos 
discriminatorios do que a ribotipagem e RAPD, embora os primeiros testes fossem mais rapidos e de execugao menos dificil. 
Entretanto, um estudo conduzido em 2009 examinou 20 isolados de C. diphtheriae na Bielorussia e constatou que todos os isolados 
pertenciam a um unico ribotipo. 768,769 A aplicagao de um microensaio de hibridizagao reversa que detectou polimorfismos em duas 
sequencias “espagadoras” de genes, desenvolvido como DRA e DRB, foi capaz de subdividir esses vinte isolados em tres grupos 
distintos, o que possibilitou a resolugao de ligagdes na transmissao dos microrganismos que nao eram explicadas pelos dados de 
ribotipagem. 769 Em estudo de 19 isolados nao toxigenicos na Polonia, conduzido em 2010, a ribotipagem nao conseguiu demonstrar 
qualquer diferenga entre os isolados, enquanto a ERIC-PCR e a PFGE foram capazes de discriminar cepas dentro de diferentes 
ribotipos. 1243 A medida que mais informagdes se tomam disponiveis sobre a evolugao molecular desse agente bacteriano, outros 
metodos de tipagem ou modificagdes de metodos mais antigos provavelmente serao desenvolvidos para fins epidemiologicos 
globais. 

C. ulcerans pode causar infeegdes das vias respiratorias ou cutaneas semelhantes a difteria e, conforme assinalado 
anteriormente, tambem pode produzir toxina difterica." 72 Dependendo do teste molecular utilizado, C. ulcerans toxigenico pode ser 
detectado em ensaios de PCR do gene tox para C. diphtheriae. Os genes tox dos dois microrganismos diferem nas suas sequencais 
de nucleotidios e, portanto, nas sequencias de aminoacidos das subunidades A e B da toxina. 1024,1025 Em um estudo, um ensaio de 
PCR em tempo real previamente descrito para as subunidades A e B do gene tox foi comparado com o ensaio de PCR tox 
convencional para o mesmo gene. 169 Esses testes diferem nos conjuntos de iniciadores e sondas usados no ensaio de tox em tempo 
real versus convencional. 784,796 Foram tambem realizados testes de Elek com cada isolado, e foi realizado o sequenciamento dos 
produtos de amplificagao para ambos os ensaios de PCR. Das 20 cepas de C. ulcerans examinadas, quatro foram positivas para 
ambas as subunidades da toxina por ambos os ensaios de PCR, e todas as quatro foram positivas para o teste de Elek. Outras oito 
cepas foram negativas em todos os ensaios de PCR, bem como no teste de Elek. Sete isolados foram positivos para ambas as 
subunidades do gene tox pelo ensaio de PCR convencional, porem as sequencias de tox para a subunidade B nao foram detectados, e 
os resultados para a detecgao da sequencia do fragmento da toxina A foram atipicos no ensaio de PCR em tempo real. O 
sequenciamento do gene tox dos sete isolados revelou varias diferengas nucleotidicas nas regides onde os iniciadores e as sondas 
integram-se no ensaio de PCR em tempo real. No ensaio de PCR em tempo real para subunidade A, foram observadas tres a quatro 
combinagdes improprias, enquanto foram encontradas oito combinagdes improprias para a subunidade B. Os valores 
correspondentes de combinagdes improprias para o ensaio de PCR convencional foram de tres a quatro para a subunidade A e 
nenhuma para a subunidade B. 169 Foram descritos outros ensaios de PCR em tempo real para o gene tox, que se baseiam nas 
sequencias publicadas do gene tox de C. diphtheriae e C. ulcerans e que sao sensiveis e especificos o suficiente para diferenciar os 
dois microrganismos. 991 Devido aos resultados gerados pelas cepas toxigenicas de C. ulcerans em testes moleculares para o gene tox 
de C. diphtheriae, os resultados negativos ou atipicos da PCR em tempo real devem ser confirmados por ensaios moleculares 
convencionais para C. diphtheriae e devem-se efetuar testes de toxina (i. e., ensaio de citotoxicidade de celulas Vero, teste de Elek). 



Sensibilidade de Corynebacterium diphtheriae a agentes antimicrobianos. Os isolados de C. diphtheriae, o principal 
patogeno do genero, continuam sendo sensiveis, em sua maioria, a penicilina, ampicilina e eritromicina, os farmacos usados no 
tratamento da difteria. Esses mesmos agentes tambem sao utilizados para o tratamento das infecgoes causadas por cepas de C. 
diphtheriae nao toxigenicas. Os isolados tambem sao, em sua maioria, sensiveis a ceftriaxona, clindamicina, gentamicina, 
vancomicina, daptomicina e linezolida. 606,715 Foram descritos isolados resistentes aos agentes betalactamicos e a eritromicina, bem 
como C. diphtheriae multidrogarresistente. 606,847,861 Cepas multidrogarresistentes foram isoladas de individuos que voltaram de 
regioes de endemicidade. Por exemplo, um isolado de ferida de um paciente nao vacinado mostrou-se resistente a clindamicina, 
eritromicina, tetraciclina e SXT e exibiu sensibilidade intermediary a ceftriaxona e cefotaxima. 760 O isolado permaneceu sensivel a 
gentamicina, ao ciprofloxacino, a daptomicina, a linezolida, ao meropenem, a quinupristina-dalfopristina e a vancomicina. Em 2012, 
esse microrganismo foi a causa de infecgao na corrente sanguinea em um paciente com LMA e febre neutropenica; o microrganismo 
foi sensivel a penicilina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, ciprofloxacino, SXT, imipenem, meropenem, daptomicina e 
vancomicina, porem foi resistente a ceftriaxona (CIM de 4 pg/mf). 1201 Em um estudo de 19 isolados nao toxigenicos de infecgoes de 
nasofaringe, da corrente sanguinea e de feridas na Polonia, todos os isolados foram sensiveis a todos os agentes testados, com 
excegao de uma unica cepa que apresentou sensibilidade intermediary ao ciprofloxacino, enquanto 47% demonstraram 
sensibilidade intermediary a cefotaxima. 1243 Um estudo realizado na Italia tambem constatou valores elevados da CIM para a 
cefotaxima em todos os isolados testados de C. diphtheriae}"' 1 

Notificacao de Corynebacterium diphtheriae. As investigates epidemiologicas de possiveis casos de difteria exigem uma 
cooperagao entre saude publica e laboratories. Um caso confirmado de difteria precisa ter a doenga compativel das vias respiratorias 
superiores e (a) o isolamento de C. diphtheriae do nariz, da garganta ou de uma amostra da pseudomembrana, (b) evidencias 
histopatologicas de difteria ou (c) ligagao epidemiologica a um caso confirmado por laboratorio. Os ensaios de PCR positivos sao 
considerados como evidencia de suporte, e os casos que apresentam resultados positivos de PCR para os genes dtxR e tox sem 
isolamento do microrganismo, evidencias histopatologicas ou ligagao a um caso confirmado sao considerados como casos 
provaveis. E necessario procurar isolar o microrganismo de amostras de nariz e orofaringe adequadamente coletadas de casos 
suspeitos e dos contatos intimos tao logo haja suspeita de difteria, e o laboratorio precisa ser informado, de modo que os meios de 
cultura apropriados possam ser obtidos ou preparados. Uma vez isolado e identiflcado o patogeno, e necessario realizar testes para 
determinar o biotipo, e deve-se efetuar o teste de Elek para detectar a produgao de toxina. Os isolados de C. diphtheriae devem ser 
enviados ao Diphtheria Laboratory dos CDC para testes de referencia por meio de acordo com o laboratorio de saude publica do 
estado. No caso em que forem obtidos outros possiveis isolados produtores de toxina (p. ex., C. ulcerans, C. pseudotuberculosis), 
eles tambem devem ser encaminhados aos CDC. Os profissionais de saude precisam notiflcar tanto o departamento de saude 
estadual quanto os CDC sobre casos provaveis ou confirmados de difteria o mais rapido possivel, de modo que sejam iniciadas 
investigagSes imediatamente. 11 

Especies de Corynebacterium associadas a animais e ao meio ambiente 

Especies de Coiynebactei-ium tambem tern sido isoladas de uma variedade de especies animais, e algumas delas sao consideradas 
patogenos em seus respectivos hospedeiros. Alguns isolados de animais (p. ex., C. falseni) tambem foram isolados de seres 
humanos. O Boxe 14.5 fomece uma lista dessas especies de Coiynebacterium e dos animais associados a elas. Varias especies de 
Corynebacterium tambem foram isoladas de varias fontes alimentares e ambientais, porem nenhuma delas foi implicada em 
infecgoes humanas. 

Outras bacterias corineformes 

Foram isoladas outras bacterias corineformes de amostras clinicas humanas, incluindo bacilos gram-positivos pleomorficos que 
formam letras chinesas caracteristicas, formas em V e formas cocoides ocasionais na coloragao pelo metodo de Gram. Essas 
especies diferem das especies reconhecidas de Corynebacterium em varios aspectos. A maioria carece de meso-DAP como 
diaminoacido nas ligagSes cruzadas da estrutura do peptidoglicano, apresentando, em seu lugar, outros aminoacidos (p. ex., L-lisina, 
L-ornitina) (Tabela 14.5). Outros componentes normalmente encontrados na parede celular das corinebacterias, como arabinose, 
galactose e acidos micolicos de cadeia curta, tambem podem estar ausentes. As menaquinonas encontradas como parte do sistema de 
transporte de eletrons tambem variam de um grupo para outro. Alem disso, alguns dos microrganismos corineformes sao mais 
oxidativos do que fermentadores em relagao ao metabolismo dos carboidratos. Essas bacterias foram isoladas de varios tipos de 
amostras clinicas humanas, incluindo sangue, liquido cefalorraquidiano, urina e outros locais corporais e liquidos normalmente 
estereis. 


Boxe 14.5 


Especies de Corynebacterium isoladas de animais 

Especie Fonte de isolamento - infecgao 

C. aquilae m Aguias imperials espanholas (Aquila adalberti) - isolados da boca/traqueia 



C. auriscanis m 

Canldeos — otite externa 

C. bovis 

Bovinos, outros (seres humanos) 

C. camporealensis 310 

Ovinos - mastite 

C. canis 363 

Cao - isolado de ferida de mordedura 

C. capitovis 22 ' 

Ovinos - isolado de feridas da cabe^a 

C. caspium 210 

Focas do mar Caspio - isolado de ferida peniana 

C. ciconiae 332 

Cegonha-negra - isolados de cultura da tragueia 

C. cystiditis' 222 

Vacas - isolado do trato geniturinario 

C. epidermidicanis 355 

Caes - isolado da pele de cao com prurido 

C. falsenii 331 

Aguias - isolados da boca/traqueia 

C. felinum 122 

Gato silvestre - isolado das vias respiratorias 

C. kutscheri 144 

Ratos, camundongos 

C. mastiditis 329 

Ovinos- mastite subdinica 

C. mustelae m 

Furao - pulmao, flgado, tecido renal, sepse letal 

C. phocae 845 

Foca-comum 

C. pilosum 1222 

Vaca - isolado do trato geniturinario 

C. pseudotuberculosis 

Ovinos (seres humanos) 

C. sphenisci 426 

Pinguins silvestres - isolados de cloaca de animais sadios 

C. spheniscorum 427 

Pinguins silvestres - isolados de cloaca de animais sadios 

C. suicordis" 51 

Sulnos - isolados das vias respiratorias, isolados do pericardio 

C. testudinoris 222 

Tartaruga - isolado de lesao oral necrotica 

C. ulceribovis 1225 

Vaca - ulceragao de ubere 

C. vitarumen 

Isolado do rumen devaca 


Embora alguns dos grupos corineformes anteriores dos CDC tenham sido formalmente reclassificados no genero 
Corynebacterium, foi constatado que outros pertencem a generos nao previamente associados a patologia humana. Varios grupos de 
pesquisadores, particularmente na Europa, estao empenhados para identificar as complexas relagoes taxonomicas existentes entre 
esses microrganismos distintos, utilizando abordagens tanto geneticas (p. ex., hibridizagao de DNA-DNA, sequenciamento do RNA 
ribossomico [rRNA] 16S e 5S) quanto quimiotaxonomicas (p. ex., parede celular, acidos graxos celulares, analise das menaquinonas 
celulares). Esses metodos estabeleceram que o uso exclusivo das caracteristicas fenotipicas pode nao ser suficiente para a 
identificagao desses microrganismos, podendo ser necessario efetuar analises moleculares e quimiotaxonomicas de componentes 
subcelulares para diferenciar esses microrganismos que possuem caracteristicas fenotipicas identicas ou semelhantes. Embora esses 
microrganismos sejam isolados relativamente incomuns no laboratorio clinico, eles estao sendo cada vez mais isolados como 
colonizadores hospitalares e patogenos ocasionais, particularmente em pacientes imunocomprometidos. 

Especies de Actinotignum e Actinobaculum 

A analise genotipica intensiva de outras cepas “semelhantes a Actinomyces” de amostras clinicas humanas levou a descrigoes de 
generos totalmente novos e a uma reclassificagao de especies ja existentes de Actinomyces. Lawson et al. M 2 examinaram cinco cepas 
de um microrganismo desconhecido semelhante a Actinomyces que foram isoladas de amostras humanas (incluindo amostras de 
sangue) e constataram que eram distintas das especies de Actinomyces anteriormente descritas. O microrganismo mais estreitamente 
relacionado com essas cepas desconhecidas foi a especie anaerobia obrigatoria Actinomyces suis, e ate mesmo esse microrganismo 
mostrou ser filogeneticamente divergente de outras especies de Actinomyces examinadas. Com base em dados geneticos, 
quimiotaxonomicos e bioquimicos, um novo genero Actinobaculum, e uma especie, Actinobaculum schaalii, foram propostos para 
os cinco isolados humanos anteriormente nao descritos, obtidos de amostras de sangue e do trato urinario, e Actinomyces suis 
tambem foi reclassificado como Actinobaculum suis. 642 Desde a descrigao de A. schaalii e a reclassificagao de A. suis, foram 



isoladas duas especies adicionais de Actinobaculum - A. massiliae e A. urinale - de amostras de urina de pacientes com infecqdes 
recorrentes/cronica do trato urinario. 437,459 A. massiliae tambem foi isolado de infecqdes cutaneas superficiais. 1170 A Figura 14.3 
fomece um fluxograma para a identificaqao das especies mais comuns de Actinomyces (Figura 14.3 A), Actinotignum, 
Actinobaculum e Arcanobacterium (Figura 14.3 B). A analise taxonomica recente das especies de Actinobaculum, utilizando 
abordagens quimiotaxonomicas e moleculares, levaram a reclassificaqao de A. schaalii e A. urinale no novo genero Actinotignum, 
com as designa95es de Actinotignum schaalii e Actinotignum urinale, respectivamente. Esses pesquisadores tambem constataram 
que a cepa tipo de A. massiliense era, na verdade, uma cepa de A. schallii . 12283 

Desde a sua descriqao inicial, A schaalii emergiu como patogeno significativo no trato urinario, causando urossepse, cistite 
aguda e cronica, bacteriuria assintomatica e sepse. 172,490,801 Reinhard et al. 909 descreveram 10 pacientes na Dinamarca com urossepse 
causada por A. schaalii. Nove desses pacientes eram idosos e tinham condiqSes predisponentes, incluindo hiperplasia prostatica, 
diabetes melito, artrite reumatoide, demencia, carcinoma de colon, calculos renais, paraplegia e pielonefrite, e, em todos eles, foi 
isolado A. schaalii de amostras de urina, sangue ou ambos. Em um estudo retrospectivo conduzido em 2010 de todos os casos 
identificados na Suiqa desde 2004, foram observados 21 isolados de A. schaalii de 19 pacientes. 84 Dez dos isolados foram obtidos de 
culturas de urina, seis de hemoculturas, tres de cultura de pus e um de hemocultura e cultura de urina. Treze (76%) dos 17 pacientes 
com hemoculturas ou culturas de urina positivas apresentaram doenqa de base do trato urinario, e, nos casos de cultura de urina 
positiva, todos os pacientes apresentaram piuria e testes de nitrito negativos. Foi tambem relatada a ocorrencia de urossepse por A. 
schaalii, juntamente com outros uropatogenos, incluindo Aerococcus urinae e Actinobaculum urinale , 328,1064 A infecqao pediatrica 
por A. schaalii foi documentada em 2003, com ocorrencia de um caso de pielonefrite em um menino de 5 anos de idade com 
hemiplegia em consequencia de lesao tecidual do hemisferio e obstruqao pieloureteral. 836 Bank et al , 67 desenvolveram um ensaio de 
PCR quantitative em tempo real para A. schaalii e testaram amostras de urina de 111 pacientes hospitalizados e 75 pacientes 
ambulatoriais na Dinamarca. A PCR detectou a presenqa de A. schaalii em 22% das amostras de individuos com mais de 60 anos de 
idade. Em 9 de 10 amostras positivas na PCR, foi tambem constatada a presenqa de outros patogenos comuns do trato urinario, 
sugerindo que A. schaalii pode estar presente como copatogeno urinario nao detectado em muitas infecqdes do trato urinario (ITU). 
Um estudo subsequente realizado pelo mesmo grupo utilizou PCR quantitativa para rastreamento de amostras de urina de 76 
pacientes com calculos renais, 29 crianqas e 37 pacientes com cateteres de demora. Amostras de urina de 7 (29%) pacientes com 
calculos renais, 5 (14%) de 14 crianqas com menos de 3 anos de idade, de nenhuma de 15 crianqas de 3 a 15 anos de idade e 8 
(22%) dos pacientes cateterizados foram positivas para A. schaalii. 66 Andersen et al. 34 documentaram a presenqa de A. schaalii em 
quantidades de > 10 4 a 10 5 UFC/mC por PCR em tempo real em 5 de 29 amostras de urina de crianqas com menos de 4 anos de 
idade. Outras duas crianqas tiveram amostras de urina com contagens de colonias > 10 6 UFC/mf, que foram positivas por PCR e 
cultura. 

Outras infecqdes associadas a A. schaalii e a outros membros do genero sao raras. Gomez et al. 4 ' 1 descreveram 12 pacientes com 
bacteriemia por Actinobaculum. As hemoculturas tomaram-se positivas entre 1 e 3 dias, e apenas o frasco anaerobio foi positivo. A. 
schaalii foi isolado de 10 pacientes, com isolamento de A. urinale e A. massiliense de dois pacientes, respectivamente. Todos os 
pacientes tinham mais de 65 anos de idade, 66% dos quais eram homens, e 10 dos 12 apresentavam patologia urogenital 
concomitante (p. ex., hipertrofia prostatica benigna, cancer de prostata, retenqao urinaria, estenose uretral, instrumentaqao urologica 
previa). E interessante assinalar que apenas 40% das hemoculturas positivas foram consideradas significativas pelos medicos. Foi 
relatada a ocorrencia de osteomielite vertebral da coluna lombar em um homem suiqo de 71 anos de idade com historia pregressa 
significativa de hepatite B e tuberculose exigindo resseeqao de pulmao e costela. 466 Em 2010, foi relatado o primeiro caso 
endocardite de protese de valva da aorta causada por A. schaalii em um homem de 52 anos de idade na Austria. 505 Esse paciente nao 
apresentou nenhum sintoma atribuivel ao trato urinario, e as culturas de urina incubadas em condiqdes tanto aerobias quanto 
anaerobias foram negativas depois de 5 dias de incubaqao. A. schaalii tambem foi isolado em cultura pura de tecidos necroticos de 
um homem obeso de 33 anos de idade com diagnostico de gangrena de Fournier, um tipo de fasciite necrosante que acomete as 
regides genital, perineal e perianal. 1141 Na America do Norte, a infeeqao por A. schaalii foi descrita pela primeira vez em 2010 em 
um relato de caso de ITU cronica em uma mulher canadense de 76 anos de idade. 036 
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m FIGURA 14.3 Fluxograma para a identificagao de especies de Actinomyces, Actinobaculum e Arcanobacterium de amostras clinicas 
humanas. 

As especies de Actinobaculum sao bacilos gram-positivos anaerobios ou anaerobios facultativos, catalase-negativos e imoveis. 
As especies de Actinobaculum podem crescer adequadamente ou de modo precario a 37°C em atmosfera enriquecida com C0 2 e 
crescem inadequadamente a 37°C no ar ambiente. As celulas podem ser ligeiramente curvas ou podem exibir ramificagoes. Os 
principals produtos da fermentagao da glicose ou da maltose sao acidos lactico e acetico. A. schaalii tambem produz succinato, 
enquanto A suis produz acidos acetico e formico, alem de etanol, a partir da fermentagao da maltose (a glicose nao e fermentada). 
Todos os membros do genero hidrolisam o hipurato, porem nao reduzem o nitrato a nitrito e nao hidrolisam a esculina e a gelatina. 
As cepas de A. suis podem fermentar a maltose, mas nao fermentam a sacarose. No sistema API® Coryne, A. schaalii e 
pirazinamidase-negativo, pirrolidonil arilamidase (PYR)-positivo, variavel quanto a fosfatase alcalina e a-glicosidase-positivo, 
enquanto A. massiliae e pirazinamidase-positivo, PYR-negativo, fosfatase alcalina-negativo e a-glicosidase-positivo. A. urinate e 
negativo para pirazinamidase, PYR e a-glicosidase, porem P-glicuronidase-positivo. 909 Outras caracteristicas fenotipicas para a 
identificagao de especies de Actinobaculum estao incluidas na Tabela 14.7. Os isolados de A. schaalii mostram-se sensiveis a 
amoxicilina, mecilinam, ceftriaxona, gentamicina, vancomicina, linezolida e nitrofurantoina e resistentes a ciprofloxacino, 
metronidazol e SXT. 35,173 Os isolados de pacientes com bacteriemia relatados por Gomez et al , 417 foram todos sensiveis a penicilina 










































































































(CIM < 0,5 (xg/mC), resistentes ao metronidazol (CIM > 256 pg/mf), enquanto 10 foram sensiveis a clindamicina (CIM < 0,5 
|xg/m t) e dois foram resistentes a clindamicina (CIM > 256 pg/m l ). Mais de 90% das cepas podem ser sensiveis a outras 
fluoroquinolonas, como levofloxacino e moxifloxacino, e, nos isolados que demonstraram resistencia ao ciprofloxacino ou ao 
levofloxacino, foi observada mutagao no gene gyrA, mas nao no gene parC, que sao as regioes de determinagao de resistencia as 
quinolonas. 17 ' 

Especies de Actinomyces 

O genero Actinomyces e constituido por um grupo heterogeno de bacilos gram-positivos, anaerobios facultativos ou microaerofilos, 
nao formadores de esporos, imoveis e nao acidorresistentes. Alguns dos isolados exibem ramificagao rudimentar. Muitas especies de 
Actinomyces fazem parte da microbiota oral de seres humanos e de varios animais. A. israelii, A gerencseriae, A. georgiae, A. 
odontolyticus e A. naeslundii sao prevalentes em amostras de placas tanto supragengivais quanto subgengivais de pacientes com 
periodontite e gengivite do adulto. As especies d e Actinomyces podem causar actinomicose classica, infecgoes de feridas, abscessos, 
infecgoes do trato genital e ITU. 362,890,104- ’ Raramente, foi relatada a ocorrencia de sepse causada por uma especie de Actinomyces. 997 
O genero Actinomyces e classificado no filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, familia 
Actinomycetaceae. Outros generos da familia sao Actinobaculum, Arcanobacterium, Trueperella e Mobiluncus (Boxe 14.1). 

O genero Actinomyces sofreu uma rapida expansao nesses ultimos anos, com a descrigao de muitas especies novas tanto de seres 
humanos quanto de animais. O grande numero de novos agentes criou problemas para os laboratories clinicos no que conceme a 
identificagao acurada desses microrganismos. Ha varios anos, os laboratories de microbiologia dependiam de metodos 
convencionais de bacteriologia anaerobia para identificagao fenotipica. Identificagoes de referencia foram determinadas com 
tecnicas de bacteriologia anaerobia promulgadas no Virginia Polytechnic Institute (VPI) Anaerobe Manual e no Wadsworth 
Anaerobic Bacteriology Manual. 510,560 ’ 976 Infelizmente, o VPI Anaerobe Manual nao esta mais disponivel e o Wadsworth Anaerobic 
Bacteriology Manual nao foi atualizado desde 2002. Na abordagem do VPI para a identificagao dos anaerobios, a cromatografia 
gas-liquido (CGL) para a deteegao de produtos volateis e nao volateis da fermentagao da glicose foi de grande utilidade para 
identificagao, visto que os bacilos gram-positivos nao formadores de esporos que produzem grandes quantidades de acido succinico 
puderam ser incluidos no genero Actinomyces sem qualquer outro teste adicional. Como as novas especies sao atualmente validadas 
por abordagens genotipicas moleculares, os dados da CGL e os dados fenotipicos de novas especies frequentemente sao limitados 
ou indisponiveis. Varios fabricantes comercializaram kits enzimaticos rapidos para a identificagao de bacterias anaerobias, porem 
esses sistemas nao tern um bom desempenho para a identificagao das especies de Actinomyces. 15 * Santala et al 915 avaliaram o 
RapID® ANA II (Remel), o RapID® CB-Plus (Remel), o BBL Crystal® ANR ID (BD Microbiology Systems) e o RapID® 32A 
(bioMerieux, Inc.) quanto a sua capacidade de identificar especies de Actinomyces “classicas” e recentemente descritas. Esses kits 
identificaram corretamente apenas 26 a 65% das cepas de Actinomyces “classicas” ate o nivel de especie e apenas 13 a 49% das 
especies recentemente descritas ate o nivel de genero. Um estudo conduzido em 2005 avaliou os sistemas RapID® ANA II, 
RapID32®, RapID® CB-Plus e BBL Crystal® ANR ID para a identificagao de especies de Actinomyces. 5 * 6 Dos 54 isolados 
testados, 46% foram identificados ate o nivel de genero/grupo pelo sistema BBL Crystal®, 30% foram identificados pelo 
RapID32A®, 20% pelo RapID® CB-Plus e 13% pelo RapID® ANA II. Um dos sistemas mais recentes para a identificagao de 
bacterias anaerobias e o cartao Vitek® 2 Anaerob e/Corynebacterium (ANC). Na avaliagao multicentrica do cartao ANC, todas as 
duas cepas de A meveri e uma de duas cepas de A israelii foram identificadas de modo correto, e, em outro estudo do cartao ANC, 
juntamente com o RapID® ANA II e o BBL Crystal® ANR, apenas dois isolados de Actinomyces foram incluidos, de modo que foi 
dificil avaliar o desempenho desses kits para a identificagao Actinomyces . 119,915 Em outra avaliagao do cartao Vitek® 2 ANC, foram 
testados cinco isolados de Actinomyces, dos quais tres foram identificados ate o nivel de especie, enquanto um dos isolados foi 
identificado de modo incorreto ou nao obteve nenhuma identificagao. 651 Em outra avaliagao do cartao ANC por Mory et al. 7 * 0 todas 
as seis especies de Actinomyces foram corretamente identificadas ate o nivel de especie, sugerindo que esse kit pode ter grande 
potencial na identificagao fenotipica de especies de Actinomyces. As caracteristicas fenotipicas das novas especies de Actinomyces, 
conforme determinadas por esses kits, frequentemente sao incluidas como parte das descrigoes originais das especies. Devido as 
dificuldades encontradas na identificagao fenotipica, foram desenvolvidas sondas de DNA especificas de genero e de especie para 
investigar o papel de especies de Actinomyces na doenga periodontal e no inicio do processo de carie dentaria. 116,1091,1217 As especies 
de Actinomyces tambem podem ser identificadas por metodos moleculares, como sequenciamento do rDNA 16S e analise de 
polimorfismo de comprimento de fragmento de restrigao. 465,978 Entretanto, nenhuma dessas tecnicas esta disponivel para o 
laboratorio clinico de rotina. O Boxe 14.6 inclui descrigoes de especies de Actinomyces de seres humanos e animais. Os dados 
fenotipicos apresentados na Tabela 14.8, que comega a seguir, incluem isolados tanto humanos quanto animais e representam uma 
sintese das caracteristicas fenotipicas e descrigoes de varias fontes. 510,560 


Tabela 14.7 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Actinotignum e Actinobaculum. 


Teste/caracteristica 

A. schaalii 

A.suis 

A. massiliae 

A. urinate 

Anerobio estrito 


+ 

- 

- 

CAT 

- 

- 

- 

- 



Morfologia das 

colonias/pigmentagao 

Pequenas, branco-acinzentadas 

Brancas, granulares, bordas 

continuas/irregulares 

Pequenas, cinzentas, contfnuas 

Pequenas, branco-acinzentadas, 

convexas, contfnuas, lisas 

HEMSBA 

- 

- 

- 

P 

no 3 

- 

- 

- 

- 

PYZ 

V 

- 

- 

- 

PAL 

V 

+ 

- 

- 

ESC 

- 

-** 

- 

•-> 

URE 

- 

+ 

- 

V+ 

ADH 

•«* 

Dl 

- 

- 

MOT 

- 

- 



HHIP 

+ 

Dl 

+ 

+ 

VP 



Dl 

- 

GEL 

- 

- 

- 


LAP 

Dl 

Dl 


- 

CAMP 

+f 

Dl 

Dl 

Dl 

PYR 

+ 

V 

- 

- 

a-GAL 

- 

Dl 


pi 

(3-GAL 

- 

- 

- 

- 

a-GLU 

+ 

+ 

+ 

- 

(3-GLU 

- 

Dl 

Dl 

- 

(3-GUR 

- 

- 

- 

+ 

NAGA 

Produ^ao de acido a partir de: 

— 

Dl 

“ 


GLI 

V+ 

- 

+ 

■ 

MAL 

+ 

V 

+ 

+ 

SAC 

V 

- 

- 

+ 

MNTL 

- 

- 

- 

- 

XIL 

V 

- 

+ 

- 

LAC 

- 

» 

- 

- 

MAN 

V 

- 

- 

- 

ARAB 

V 

- 

Dl 

- 

SBTL 

- 

- 

- 

- 

RAF 

- 

- 

+f 

- 

RIB 

+ 

- 

+ 

+ 

TRE 

V 

- 

+ 

- 

GUG 

_ 

+ 

+ 

_ 


Dl L,a 


Produtos de fermenta^ao da 


A, S 


A, f, EtOH (a partirda maltose) 


glicose 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; V+ = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; V- = reagao variavel, 
com a maioria das cepas negativas; V+f = reagao variavel, com a maioria das cepas fracamente positivas; Dl = dados indisponiveis; CAT = 
catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = redugao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da 
esculina; URE = urease; ADH = arginina di-hidrolase; MOT = motilidade; HHIP = hidrolise do hipurato; VP = produgao de acetoina (Voges- 
Proskauer); GEL = hidrolise da gelatina; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; 3-GAL = 3- 
galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; 3-GLU = 3-glicosidase; p-GUR = 3-glicuronidase; NAGA = /V-acetil-P-D-glicosaminidase; GLI = glicose; 
MAL = maltose; SAC = sacarose; MNTL = manitol; XIL = xilose; LAC = lactose; MAN = manose; ARAB = arabinose; SBTL = sorbitol; RAF = 
rafinose; RIB = ribose; TRE = trealose; GLIG = glicogenio; A = grandes quantidades de acido acetico produzidas a partir da glicose; S = 
grandes quantidades de acido succinico produzidas a partir da glicose; L = grandes quantidades de acido lactico produzidas a partir da glicose; 
f = pequenas quantidades de acido formico produzidas a partir da glicose; EtOh = etanol. 


Boxe14.6 


Membros do genero Actinomyces 

Especie 

Actinomyces bovis 


Actinomyces bowdenii 


Actinomyces canis 


Actinomyces cardiffensis 


Actinomyces catulii 
Actinomyces coleocanis 
Actinomyces dentaiis 


Actinomyces denticolens 
Actinomyces europaeus 


Actinomcyes funkei 


Importancia clinica e identificagao 

A. bovis provoca actinomicose no gado e em outros animais. 714 Esse microrganismo foi confirmado com 
abordagens fenotipicas, quimiotaxonomicas e genotipicas. Mo sistema API Coryne, esse isolado produziu o 
biocodigo de numero 0101104, indicando reaves positivas para fosfatase alcalina, urease, glicose e catalase. 

Essa especie foi originalmente isolada de amostras ch'nicas obtidas de caes e gatos, porem ainda nao foi 
isolada de amostras clinicas obtidas de fontes humanas. 846 

Essa especie, descrita em 2000, e catalase-positiva e foi isolada de caes. 519 A. canis esta estreitamente 
relacionado com A. hyovaginalis, A. georgiae, A. meyeri, A. odontolyticus, A. radingae e A. turicensis. 

A. cardiffensis foi isolado de liquido pleural humano, de abscesso paracolonico, abscesso de mandibula, 
abscesso de orelha pos-mastoidectomia, lavado sinusal e dispositivos intrauterinos. 458 Na Colorado pelo 
metodo de Gram, os microrganismos aparecem como bacilos finos e ligeiramente curvos, com filamentos 
ramificados em esferas. Depois de 48 h de incuba^ao, as colonias sao pequenas, convexas e continuas, 
podendo ser cremosas a rosadas. A. cardiffensis e urn anaerobio facultativo, catalase-negativo que produz 
grandes quantidades de acidos succinico e lactico e pequenas quantidades de acido acetico a partir da 
fermenta^ao da glicose. Nao ocorre hidrolise de esculina, ureia e gelatina. 

A. catulifo\ isolado de caes. 522 

A. coleocanis foi isolado da vagina de uma cadela. 318 

A. dentaiis foi descrito em 2005, quando foi isolado do pus aspirado de abscesso dentario. 464 Esse 
microrganismo e urn anaerobio obrigatorio, que forma bacilos gram-positivos filamentosos, ramificados em 
esferas. E catalase-negativo, e o principal produto final do metabolismo da glicose e o acido lactico, com 
quantidades menores de acido acetico; nao forma acido succinico a partir da glicose. 

Essa especie foi originalmente isolada de amostras de placa dentaria de bovinos. 268 

Essa especie foi descrita em 1997, quando foi isolada como microrganismo solitario ou como unico 
microrganismo aerobio obtido de material de abscesso humano. 158 Esse microrganismo tambem foi isolado 
de infecgoes de pele (p. ex., infecgao de seio pilonidal, abscessos perianais, ulceras de decubito) e de ITU. 15 
A. europaeus foi coisolado com A. turicensis de fistula subcutanea associada a hipoplasia congenita grave da 
perna direita de urn homem de 23 anos de idade e de abscesso de mama. 1018,124 ' Nos esfregapts corados pelo 
metodo de Gram, esse microrganismo aparece como bacilos gram-positivos curtos, dispostos em pequenos 
grupos, sem ramificagao detectavel. As colonias em SBA sao pequenas (menos de 0,5 mm depois de 48 h de 
incuba^ao em C0 2 ), cinzentas e translucidas. Esse microrganismo e catalase-negativo, imovel e fermenta a 
glicose e a maltose, mas nao o manitol nem a xilose. Algumas cepas tambem hidrolisam a esculina e a 
gelatina, porem essas reaves sao tardias. Nao ocorre redugao do nitrato a nitrito, e nao ha produgao de 
urease. A semelhanp de outras especies de Actinomyces, o acido succinico e produzido como principal 
produto de fermenta^ao da glicose. 

Essa especie recentemente descrita foi isolada originalmente de hemoculturas, de cultura de amostra de 




Actinomyces georgiae 

ferida do esterno e de incisao abdominal; foi tambem relatada como causa de endocardite de valva 
tricuspide nativa. 644,11 ' : A prinripio, esses isolados foram identificados como cepas de A. turicensis; 
entretanto, certas caracteristicas fenotipicas e o sequenciamento do rRNA 16S mostraram que o 
microrganismo estava estreitamente relacionado com A. turicensis, porem nao identico. As celulas de A. 

funkei sao gram-positivas, delgadas e ligeiramente curvas e exibem alguma ramifica^ao. Ocorre crescimento 

em condi^oes tanto aerobias quanto anaerobias. Em SBA, as colonias sao pequenas, nao hemoliticas e 

cinzentas depois de 24 h de incubagao. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose, da sacarose e da xilose, 

mas nao a partir da arabinose, do manitol, do glicogenio, da rafinose, do sorbitol ou da trealose. 0 hipurato e 

hidrolisado, mas nao a esculina e a gelatina. No sistema API Coryne, o isolado original produziu os numeros 

de biocodigo 0130761 ou 3530761, indicando a variabilidade das reaves de pirazinamidase, nitrato 

redutase e p-galactosidase na tira. 

A. georgiae foi descrito em 1990 e e encontrado como parte da microbiota normal das fissuras gengivais de 
adultos e crian^as. Em 2008, esse microrganismo foi isolado de hemoculturas de urn paciente com 
endocardite na Tailandia. 4 ' As cepas sao anaerobias facultativas. Na Colorado pelo metodo de Gram, essa 
especie aparece como bacilos que ocorrem em pares ou em cadeias curtas; as celulas tambem podem exibir 
tumefa^oes ao longo de sua extensao, e raramente sao observadas ramifica^oes. 553 Nas culturas em caldo 
mais velhas, as celulas podem exibir urn aspecto cocoide. Depois de 48 h de incubagao em condi^oes 

anaerobias, as colonias medem 1 mm de diametro, sao circulares, continuas, brilhantes e lisas, com bordas 

continuas. As colonias podem ser brancas, castanhas ou cor bege. 0 microrganismo e catalase-negativo, e 

ocorre produ^ao de acido succinico, acido acetico, acido formico e pequenas quantidades de acido lactico a 
partir da fermenta^ao da glicose. Ha produjao de acido a partir de uma variedade de carboidratos, incluindo 

glicose, maltose, sacarose, xilose, trealose e glicogenio. A maioria das cepas hidrolisa a esculina, mas nao 

reduz o nitrato a nitrito. 

Actinomyces gerencseriae 

Essa especie foi descrita em 1990 e era anteriormente denominada A. /srae///sorotipo II. Entretanto, nao 

esta relacionada geneticamente com as cepas tipo de A. israelii. A. gerencseriae e encontrado na cavidade 

oral humana e nas fissuras gengivais. Cerca de 12% dos isolados sao anaerobios obrigatorios, enquanto o 

restante apresenta crescimento escasso a moderado em agar-sangue incubado em 5% a 7% de C0 2 . Na 

Colorado pelo metodo de Gram, os microrganismos aparecem nas celulas filamentosas, com tumefaipes e 
ramifica^ao ocasionais. Depois de 48 h de incubagao em condi^oes anaerobias, as colonias medem cerca de 

0,2 mm de diametro, sao brancas, opacas, nao hemoliticas e podem exibir uma topografia rugosa. Essa 

especie e catalase-negativa, positiva para hidrolise da esculina, negativa para a hidrolise da gelatina e 

produz acido a partir de uma variedade de carboidratos, incluindo glicose, maltose, manose, sacarose e 

trealose. Ha produ^ao dos acidos lactico, succinico, formico e acetico com a fermentaijao da glicose. Em 2010, 

A. gerencseriae foi isolado de urn caso de actinomicose toracica que se manifestou como empiema 
necessitatis, que e uma extensao de liquido pleural purulento atraves dos tecidos, formando urn acesso na 
parede toracica. 681 

Actinomcyes graevenitzii 

0 relato original dessa nova especie descreveu quatro isolados humanos, tres dos quais obtidos de amostras 
das vias respiratorias, e o quarto isolado da mandfbula de urn paciente com osteite. 895 Esses isolados sao 
bacilos gram-positivos, imoveis e ligeiramente curvos, com alguma ramifica^ao e extremidades tumefeitas 

ocasionais. As colonias em SBA sao muito pequenas (0,2 mm de diametro depois de 24 h de incubado) e sao 

aderentes ao agar, particularmente no isolamento primario. Essa especie e catalase-negativa, nao hidrolisa a 

esculina, a ureia nem o hipurato e nao reduz o nitrato a nitrito. Alem disso, e fortemente positivo para N- 
acetil-p-d-glicosaminidase na tira do API Coryne, o que ajuda a diferencia-la das outras especies 
estreitamente relacionadas de Actinomyces. Os acidos succinico e lactico constituem os produtos finais da 

fermenta^ao da glicose. Desde a sua descrigao inicial, A. graevenitzii foi isolado de urn paciente com 
coinfec^ao disseminada poresse microrganismo e porAf. tuberculosis, bem como de urn paciente com 
bacteriemia e cirrose hepatica alcoolica. 533,1108 

Actinomyces hominis 

A. hominis foi descrito em 2010, quando urn swab de ferida coletado de uma mulher alema de 89 anos de 

idade produziu uma cultura pura de uma bacteria corineforme catalase-positiva depois de 72 h de incubagao 
em condi^oes aerobias. 363 0 isolado foi confirmado como uma especie de Actinomyces por sequenciamento 



Actinomyces hongkongensis 

do gene rRNA 16S e foi estreitamente relacionado com A. europaeus. A. hominis e catalase-positivo (uma das 

10 especies tie Actinomyces que e catalase-positiva), positivo no teste CAMP, produz acido a partir da rafinose 
e e positivo para A/-acetil-p-d-glicosaminidase. 

Essa nova especie, descrita em 2003, foi isolada de material purulento de um paciente com actinomicose 
pelvica. 1208 Essa especie e anaerobia estrita, cresce em 5BA formando colonias puntiformes, e nao 
hemoliticas, e e catalase-negativa. No sequenciamento do rRNA 16S, essa especie esta mais estreitamente 

relacionada com A. maramammalium, que foi isolado de focas e botos. 

Actinomyces hordeovulneris 

A. hordeovulneris, juntamente com A. viscosus e A. bovis, sao as tres especies que provocam actinomicose em 
caes.' 1 A. hordeovulneris foi isolado de paciente com pleurite, artrite septica, peritonite e abscessos. 

Actinomyces houstonensis 

Essa especie humana foi identificada a partir de tres isolados de abscessos subcutaneos graves que exigiram 
drenagem. 717 A. houstonensis e um anaerobio facultativo, que forma colonias alfa-hemoliticas cinzentas, com 
cerca de 0,2 mm de diametro depois de 48 h de incubaqao a 35 a 37°C. As celulas consistem em bacilos 

gram-positivos pleomorficos, que tendem a formar meios circulos. 0 microrganismo e catalase-negativo e 
nao hidrolisa a esculina, a ureia nem a gelatina. 0 nitrato e reduzido a nitrito, e ocorre produ^ao de acido a 

partir da glicose e da sacarose, mas nao a partir da xilose. 

Actinomyces howellii 

A. howellii e encontrado na placa dentaria do gado leiteiro. 1 Esse microrganismo esta antigenicamente 
relacionado com A. naeslundii e A. viscosus. m 

Actinomyces hyovaginalis 

A. hyovaginalis descrito em 1993, foi originalmente isolado de lesoes vaginais purulentas de suinos. 228 

Estudos genotipicos subsequentes de isolados de amostras de necropsia de suinos identificaram um novo 

biotipo de A hyovaginalis do rim, pulmao, cerebro, bexiga e tecido articular, que foi denominado biotipo 
"geral" para diferencia-lo do biotipo "vaginal" descrito anteriormente. 1061 Os biotipos vaginais estao 
associados a aborto em suinos. 509 /!. hyovaginalis tambem constitui uma causa de linfadenite em caprinos. 974 
Estudos mais recentes de sequenciamento e estudos fenotipicos expandidos documentaram que 

determinadas cepas de A. hyovaginalis causam doen^a em ovinos, a semelhan^a de C. pseudotuberculosis, A. 
pluranimalium e T. pyogenes , 351 

Actinomyces israelii 

A. israelii e o agente maisfrequentemente associado as varias apresenta^oes da actinomicose, incluindo 
actinomicose cervicofacial, toracica, pulmonar e pelvica (frequentemente associada a present de 
dispositivos intrauterinos) (ver o texto). 515,882 A. israelii foi isolado de casos de actinomicose de cabe^a e 
pescogr com comprometimento do SNC, da medula, vertebral, ocular e periocular, incluindo endoftalmite e 
osteomielite. 5 ■ i9,807, 739 A israelii tambem foi isolado de raros casos de abscesso de mama indolente, 
actinomicose esternal primaria e endocardite. 6,653,870 ' 882,971 Pode ocorrer actinomicose pulmonar por A 
israelii, que pode se manifestar na forma de abscessos pleurais, da parede toracica e esplenicos com 
empiema. ‘ 1 A actinomicose abdominal causada por A. israelii inclui massas da parede abdominal e 
abscessos intra-abdominais, hepaticos e pancreaticos, actinomicose intestinal com obstru^ao intestinal e 
comprometimento retroperitoneal com uropatia obstrutiva. 5-401 ' 653 ' 1129 ' 1135,1219 Foram tambem relatadas 
infecgoes de proteses articulares apos bacteriemia por A. israelii.' 24 ' Esse microrganismo e primariamente 
anaerobio, com crescimento facultativo em atmosfera enriquecida com C0 2 somente apos subculturas 

repetidas. As colonias de A. israelii podem assemelhar-se a um dente molar, nao sao hemoliticas em SBA e 

nao sao pigmentadas. Essa especie e catalase-negativa e positiva para hidrolise da esculina, e a maioria das 
cepas reduz o nitrato a nitrito. Ocorre produgio de acido a partir de glicose, maltose, sacarose, rafinose, 

xilose, lactose e trealose. 

Actinomyces johnsonii 

Durante um exame de 115 cepas tipo/referencia, isolados dinicos e isolados orais de A naeslundii, foram 
determinadas as sequences genicas parciais de varios genes de manuten^ao. Essas sequences identificaram 
tres genoespecies distintas. A naeslundii genoespecie 1 e genoespecie 2 formaram dois grupos distintos, que 

foram bem separados do terceiro grupo, designado como genoespecie WVA 963. A genoespecie 1 agrupou- 

se com as cepas tipo de A. naeslundii, de modo que as cepas dessa genoespecie 1 permaneceram como A. 

naeslundii. 0 nome Actinomyces oris foi proposto para os isolados de A. naeslundii genoespecie 2, enquanto 
foi proposto o nome Actinomyces johnsonii para A. naeslundii genoespecie WVA 963. 1 



Actinomyces marimammalium 


Actinomyces massiliensis 


Actinomyces meyeri 


Actinomyces naeslundii 


Actinomyces nasicola 


Actinomyces neuii subesp. neuii e Actinomyces neuii 
subesp. anitratus 


A. marimammalium foi originalmente isolado de multiplos orgaos internos de uma foca-de-capuz morta, 
dos tecidos pulmonares de um boto morto e tecido do intestino delgado de uma foca cinza morta." 

Essa especie foi isolada em 2009 de uma hemocultura de um homem de 38 anos de idade com 
pleuropneumonia. 918 Esse microrganismo anaerobio obrigatorio e negativo para catalase e oxidase e produz 
acido a partir da glicose, frutose e lactose, mas nao a partir de manitol, xilose, rafinose ou amigdalina. Essa 
especie esta mais estreitamente relacionada com A. gerencseriae, A. israelii, A. oricola, A. ruminicola e A. 
dentalis. 

A. meyeri e uma especie anaerobia obrigatoria que tern sido associada a uma variedade de infeqoes 
humanas, incluindo actinomicose cervicofacial, toracica e pulmonar. 240,325,674,11 Foi relatada a ocorrencia de 
actinomicose cutanea primaria por A. meyeri em individuos com traumatismo cutaneo menor; em geral, 
manifesta-se na forma de lesoes ulceradas indolentes que drenam material purulento. 416,4 Em um caso, 
essa infeqao foi a primeira manifesta^ao de infeqao pelo HIV em um homem de 23 anos de idade. 416 Esse 
microrganismo constitui uma causa incomum de endoftalmite pos-operatoria, abscesso cerebral, abscessos 
cutaneos e intra-abdominais, endocardite e osteomielite. 526,688,859,1148 As infec^oes intra-abdominais por A. 
meyeri induiram abscessos esplenicos. 3 A. meyeri tem tendencia a sofrer dissemina^ao a partir de infec^ao 
localizada, e, em um paciente, a infeqao foi confundida com cancer de pulmao, com metastases para o 
cerebro. 230,1148 A. meyeri tambem foi isolado do liquido sinovial de um paciente com carcinoma de celulas 
escamosas metastatico. 1,1 As colonias em agar-sangue sao brancas e nao pigmentadas. As cepas de A. 
meyeri sao catalase-negativas, nao hidrolisam a esculina e nao reduzem o nitrato. 0 teste CAMP e positivo, e 
algumas cepas tambem produzem urease. Ocorre produ^ao de acido a partir de glicose, maltose, sacarose e 
xilose, e algumas cepas tambem fermentam o glicerol e o glicogenio. 0 manitol, a trealose, a rafinose e a 
manose nao sao fermentados. 

A. naeslundii, que e encontrado na orofaringe humana, constitui uma causa rara de actinomicose 
cervicofacial, actinomicose endocervical associada a DIU, artrite septica e doen^a periodontal. 5 ' 667 ' 1216 A 
naeslundii pode causar bacteriemia apos procedimentos dentarios em pacientes com doen^a periodontal. 

As cepas de/I. naeslundii foram divididas em genoespecies 1 e 2; a genoespecie 1 e atualmente reconhecida 
como A. naeslundiisensu stricto, enquanto a genoespecie 2 foi reclassificada como Actinomyces oris. 

Essa especie foi originalmente isolada do pus aspirado do antro de um paciente submetido a polipectomia 
nasal de retina.' 463 Na Colorado pelo metodo Gram, esse microrganismo aparece como bacilos gram- 
positivos corineformes, com alguma ramificagao e present de formas cocoides. 0 microrganismo e 
anaerobio facultativo e catalase-negativo; ocorre produ^ao dos acidos acetico, lactico e succinico como 
produtos de fermenta^ao da glicose. Nao ha hidrolise da esculina, gelatina e amido, e tampouco ocorre 
produ^ao de urease. Ha produ^ao de acido a partir da frutose e da celobiose, mas nao a partir de glicose, 
maltose, sacarose, ribose, xilose, lactose, manitol ou amigdalina. 

Essas subespecies de Actinomyces foram descritas em 1994 e abrangem membros anteriores do grupo 1 
corineforme e de cepas "semelhantes ao grupo 1" dos CDC, que foram isoladas de uma variedade de 
amostras dinicas, incluindo liquidos 6eshunt cefalorraquidiano, culturas de material de orelha, humor 
vitreo, abscessos de glandula mamaria, furunculos e sangue. 376 As cepas do grupo 1 sao alfa-hemoliticas em 
agar-sangue humano, reduzem o nitrato a nitrito, sao incapazes de fermentar o adonitol e sao fosfatase 
alcalina-negativas, enquanto as cepas "semelhantes ao grupo 1" nao sao hemoliticas, nao conseguem 
reduzir o nitrato a nitrito, fermentam o adonitol e sao positivas para fosfatase alcalina. Ambos os grupos de 
microrganismos crescem em condpes tanto aerobias quanto estritamente anaerobias. 

A analise da parede celular mostrou que esses isolados carecem de meso-DAP e de acidos micolicos em suas 
paredes celulares. A analise dos acidos graxos volateis e nao volateis revelou a present de acido succinico 
como principal produto final da fermenta^ao da glicose em ambos os grupos de microrganismos, e o exame 
de esteres de metila de acidos graxos revelou que as paredes celulares content esteres de metil de acidos 
graxos Cl6:0, Cl8:1 c/s-9 e Cl8:0 como principals componentes da parede celular. Esses dados sugeriram uma 
relagao filogenetica entre o grupo 1 e cepas "semelhantes ao grupo 1" dos CDC e especies de Actinomyces. 176 
Subsequentemente, foram determinadas as sequences do gene rRNA 16S desses microrganismos, que 



Actinomyces odontolyticus 

confirmaram a inclusao dos isolados do grupo 1 e "semelhantes ao grupo 1" dos CDC no genero Actinomyces. 

Em 1994, as cepas do grupo 1 e "semelhantes ao grupo 1" dos CDC foram formalmente propostas como 
Actinomycesneuii subesp. neuii e Actinomycesneuii subesp. anitratus, respectivamente. 388 Desde a inclusao 
dessa bacteria corineforme no genero Actinomyces, essa especie tem sido associada a abscessos, lesoes 

cutaneas infectadas, bacteriemia e endocardite tanto de valva nativa quanto de protese 
valvar. 215 ’ 387 ' 419,444 ’ 623 ' 713 ' 1165 A bacteriemia tem sido associada a ITU, infecgoes articulares e 
corioamnionite. 388 ' 470,713 Outras infecgoes inclufram pericardite, osteomielite, infec^oes de shunt 
ventriculoperitoneal, endoftalmite e infecgjo de protese mamaria e total de 
quadril. 145 ' 400 ’ 430 ' 862 ’ 894 ’ 925 ' 1138 ’ 1165 ' 1180 Tanto A. neuii subesp. neuii quanto A. neuii subesp. nitratus sao bacilos 
gram-positivos catalase-positivos e nao hemoh'ticos. As colonias sao circulares, lisas, convexas e brancas, com 

bordas continuas; a subespecie neuii e alfa-hemolitica em SBA, enquanto a subespecie anitratus e nao 
hemolitica. Esses microrganismos sao fermentadores muito ativos e produzem acido a partir da glicose, 
maltose, sacarose, manitol, lactose, manose, trealose e xilose. Ambas as especies produzem leucina 

arilamidase, a-galactosidase, (5-galactosidase e a-glicosidase e ambas tambem sao positivas no teste CAMP. 

A. neuii subesp. neuii reduz o nitrato a nitrito, enquanto a subespecie anitratus e negativa para essa 
caracterlstica. Raras cepas de A. neuii podem ser catalase-negativas. 144 Os isolados de A. neuii mostram-se 
sensiveis a penicilina, ampicilina, cefalosporinas, imipenem, eritromicina, clindamicina e vancomicina. A 
sensibilidade aos aminoglicosidios e as fluoroquinolonas e variavel. 388 

A. odontolyticus e encontrado na orofaringe humana, em associagao a fissuras gengivais e lesoes de caries 

profundas. Essa especie, juntamente com A. naeslundii e A. viscosus, foi documentada como causa de 
bacteriemia apos procedimentos dentarios. 10 4 Esse microrganismo tambem constitui uma causa rara de 
bacteriemia, infeqoes toracopulmonares, empiema toracico, abscessos pulmonares e hepaticos, infecgoes 
dos tecidos moles e actinomicose pelvica associada a DIU. 72,73 ' 193 ’ 196 ’ 234 ' 679 ’ 767 ’ 1084 A. odontolyticus tambem foi 
isolada de urn abscesso adjacente ao local de safda de urn cateter de Tenckhoff para a dialise peritoneal 
ambulatorial cronica. 1029 Essa especie e catalase-negativa, forma colonias de cor rosada em SBA e colonias 
vermelhas em agar infusao BHI. Ocorre redu^ao do nitrato a nitrito, e nao ha produ^ao de urease. 0 
microrganismo produz acido a partir de glicose, maltose e sacarose, e algumas cepas tambem fermentam 

glicerol, glicogenio e xilose. 

Actinomyces oricola 

A. oricola, a semelhamja de A. radicidentis (ver adiante), foi isolado originalmente de urn abscesso 
dentario. 462 Essa especie consiste em bacilos gram-positivos, que exibem formagio tanto ramificada quanto 
em filamentos. 0 microrganismo e anaerobio facultativo, catalase-negativo e forma colonias puntiformes em 
SBA depois de 48 h de incubagao. A analise por CGL de culturas em caldo de glicose revela a forma^ao de 

acidos acetico, lactico e succinico. Na tira do API Coryne, observa-se a produ^ao de acido apenas a partir da 
glicose, maltose e sacarose. Outros testes positivos (/. e., pirazinamidase, fosfatase alcalina, hidrolise da 

esculina, a-glicosidase e (3-galactosidase) produzem o biocodigo de numero 2550121. 

Actinomyces oris 

Durante urn exame de 115 cepas tipo/de referenda, isolados clinicos e isolados orais de A. naeslundii, foram 

determinadas as sequences genicas parciais de varios genes de manutengso. Essas sequences identificaram 
tres genoespecies distintas. A. naeslundii genoespecie 1 e genoespecie 2 formaram dois grupos distintos, que 

sao bem separados do terceiro grupo, designado como genoespecie WVA 963. A genoespecie 1 foi agrupada 

com as cepas tipo de A. naeslundiisensustricto, de modo que as cepas dessa genoespecie 1 permaneceram 

como A. naeslundii. 0 nome Actinomyces oris foi proposto para os isolados de A. naeslundii genoespecie 2, 
enquanto foi proposto o nome Actinomyces johnsonii para A. naeslundii genoespecie WVA 963. 486 

Actinomcyes radicidentis 

A. radicidentis foi isolado em culturas puras de canais dentarios infectados em seres humanos. 223,568 Esses 
isolados sao gram-positivos, catalase-positivos e de morfologia cocoide a cocobacilar; crescem em condigoes 

tanto aerobias quanto anaerobias. As colonias em SBA podem produzir urn pigmento rosado. Essa especie e 

fermentativamente ativa e produz acido a partir da glicose, maltose, manitol, lactose, ribose e sacarose no 

sistema API Coryne. A hidrolise da esculina, a redu^ao do nitrato e a produ^ao de urease por esse 

microrganismo constituem caracteristicas variaveis. Urn ensaio de PCR para A. radicidentis foi desenvolvido e 

aplicado em amostras de canal dentario obtidas de pacientes com infecgoes endodonticas primarias 
(infecgoes de canal) e persistentes (/. e., apos tratamento). 1026 A. radicidentis foi detectado em 2 (4%) de 50 




amostras obtidas de infec^oes primarias e em 1 (8%) de 12 amostras de canal de pacientes que nao tiveram 

sucesso com o tratamento. Esse microrganismo provavelmente e um membra anteriormente nao 

reconhecido da microbiota oral de seres humanos. 

Actinomyces radingae 

Os microrganismos do grupo E corineforme dos CDC foram originalmente descritos como bacterias 

"semelhantes a A. pyogenes", que foram isoladas de varias fontes ch'nicas. A principio, acreditou-se que esses 
microrganismos fossem cepas aerotolerantes do microrganismo anaerobio Bifdobacteriumadolescentis que 
diferiam nos produtos finais volateis e nao volateis da fermenta^ao da glicose. 449 Utilizando abordagens 
geneticas e quimiotaxonomicas, Wust et constataram que essas cepas estavam estreitamente 

relacionadas com especies de Actinomyces e propuseram duas novas especies: Actinomyces radingae e 

Actinomyces turicensis. Subsequentemente, VanDamme etal. utilizam a eletroforese de proteinas de celulas 

integrals, analise de acidos graxos, testes fenoti'picos (/. e., sistema API Coryne e painel IDS Rapid ANA) e 
sondas de oligonudeotidios especificas de especie para caracterizar um grupo de bacterias corineformes 
catalase-negativas nao identificadas. 1215 Esses pesquisadores verificaram que os microrganismos formavam 
dois grupos que correspondiam a A. turicensis e a A. radingae, respectivamente. Essas analises permitiram a 
publica^ao de describes retificadas desses isolados semelhantes a "Actinomycespyogenes" de amostras 
ch'nicas humanas. 1140 Utilizando sondas de oligonudeotidios especificas de especies para A. turicensis e A. 
radingae, Sabbe etal. examinaram 294 isolados "semelhantes a Actinomyces" de amostras ch'nicas humanas 

coletadas durante um perfodo de 7 anos e constataram que A. radingae esta principalmente associado a 
infec^oes relacionadas com a pele (p. ex., abscessos cutaneos, cistos pilonidais, abscessos perianais). 52,95 ' 1 Os 
isolados de A. radingae sao bacilos gram-positivos catalase-negativos, e facultativos. Depois de 48 h de 

incuba^ao, as colonias em SBA sao pequenas, cinzentas, convexas e circulares, com consistency butiracea. As 

cepas sao, em sua maioria, alfa-hemoliticas. Ocorre hidrolise da esculina, mas nao da gelatina e da ureia. Nao 

ha redu^ao do nitrato a nitrito, e o teste CAMP e negativo. Ocorre produ^ao de acido a partir da glicose, 

maltose, sacarose, lactose, xilose e ribose, mas nao a partir do manitol ou do glicogenio. Nos testes 

enzimaticos do API Coryne, A. radingae produz a-glicosidase, p-glicosidase, alfa-galactosidase, p- 

galactosidase e A/-acetil-p-d-glicosaminidase, mas nao produz leucina arilamidase, pirrolidonil arilamidase, 
fosfatase alcalina ou P glicuronidase. Os isolados de A. radingae mostram-se sensfveis a penicilina, as 
cefalosporinas, a eritromicina e as tetraciclinas. 1140 

Actinomyces ruminicola 

A. ruminicola e uma especie anaerobia obrigatoria, que tern sido isolada de rumen bovino.” 

Actinomyces siackii 

A. siackii e encontrado na placa dentaria do gado leiteiro. 270 

Actinomyces suimastidis 

Essa especie foi isolada de uma porca com mastite granulomatosa cronica. 521 

Actinomyces timonensis 

A. timonensis foi descrita em 2010, quandofoi obtido um isolado incomum de uma amostra osteoarticular 

da area sacral de uma menina de 13 anos de idade com dor lombar cronica. Esse microrganismo esta mais 
estreitamente relacionado com a cepa tipo de A. denticolens , 919 Essa especie e um bacilo gram-positivo, 
anaerobio obrigatorio e catalase-negativo. 

Actinomyces turicensis 

A. turicensis e encontrado principalmente em infecjoes do trato genital, infeqoes relacionadas com a pele e 

ITU, e alguns isolados foram obtidos de tecido de apendice, abscesso hepatico, infecgoes de cabe^a/pesco^o e 

sangue. Desde a sua descri^ao inicial, A. turicensis foi isolado de cistos pilonidais, abscessos cutaneos e 

perirretais, exsudatos escrotais associados a gangrena gasosa, abscesso hepatico, infecgao de cisto ovariano, 
fistulas subcutaneas, furunculos e carbunculos. 205,824,940,1245 A. turicensis tambem foi isolado como causa de 
endocardite de valva mitral em um Labrador Retriever. 57 Na Colorado pelo metodo de Gram, as celulas de A. 
turicensis sao retas, ligeiramente curvas ou em forma de dava. As colonias em SBA sao pequenas, cinzentas, 
convexas e continuas depois de 48 h de incubaqao em atmosfera se C0 2 .0 microrganismo e catalase- 

negativo, nao hidrolisa a esculina, a ureia nem a gelatina, nao reduz o nitrato a nitrito e e negativo para o 

teste CAMP. Ocorre produfao de acido a partir de glicose, maltose, sacarose, xilose, ribose e trealose, porem a 

lactose e o manitol nao sao fermentados. No API Coryne, detecta-se a presenga de a-glicosidase, porem os 

outros testes enzimaticos sao negativos. A. turicensis e amplamente sensivel a uma variedade de farmacos, 
induindo penicilina, cefalosporinas, eritromicina e doxiciclina. 1140 



Actinomcyes urogenitalis 


Actinomyces vaccimaxillae 
Actinomyces viscosus 


Actinomyces weissii 


Os isolados dessa especie foram originalmente obtidos de culturas de urina, vaginal e uretral. 803 Em 2006, foi 
relatada uma mulher de 38 anos de idade previamente sadia com actinomicose pelvica associada a DIU 
causada por/1. urogenitalis , 305 Essa paciente apresentou historia de 2 semanas de febre, secregio vaginal 
densa de odor fetido e dor lombar, que apareceu 8 meses apos a insergao do DIU. Esses microrganismos 
consistem em bacilos gram-positivos regulares, facultativos e catalase-negativos. Essa especie produz acido 
a partir da glicose, maltose, sacarose, lactose e xilose, e algumas cepas tambem fermentam manitol e a 
ribose. Ocorre redu^ao do nitrato a nitrito, e a esculina e hidrolisada, mas nao a gelatina, a ureia e o hipurato. 

Esse isolado foi obtido do pus de uma lesao mandibular de uma vaca adulta. 460 

A. viscosus e encontrado na cavidade oral de seres humanos e animais. Essa especie, juntamente com A. 
naeslundiieA. viscosus, foi documentada como causa de bacteriemia apos procedimentos dentarios. 104 Em 
2005, A. viscosus foi isolado como causa de endocardite, exigindo substituigao de valva da aorta. 562 Esse 
microrganismo foi isolado de multiplos trajetos fistulosos de drenagem no dorso de urn paciente com 
apresenta^ao incomum de actinomicose cutanea cronica e de urn derrame pleural loculado em urn paciente 
com leucemia linfoblastica aguda. 290,750 A viscosus foi tambem coisolado com Streptococcus constellatus a 
partir de urn empiema subdural em uma menina de 8 anos de idade previamente sadia, que infelizmente foi 
fatal. 132 Essa especie e urn bacilo gram-positivo catalase-positivo. As colonias em SBA sao pequenas e nao 
hemoliticas apos crescimento durante 48 h. A esculina e a ureia sao hidrolisadas, e ocorre redu^ao do nitrato 
a nitrito. Ha produ^ao de acido a partir da glicose e sacarose, e algumas cepas produzem acido a partir da 
xilose. 

Essa especie baseia-se em dois isolados da boca de dois caes. 493 A primeira foi isolada de uma infecgao de 
ferida oral causada por urn corpo estranho em urn Labrador Retriever macho de 4 anos de idade, enquanto a 
segunda foi isolada de uma amostra gengival de urn West Highland White Terrier de 13 anos. Ambas foram 
isoladas em cultura mista com outra microbiota. Esse microrganismo foi positivo para teste CAMP reverso. 


A actinomicose e infecgao cronica, caracterizada por tumefagao localizada com supuragao, formagao de abscesso e granulomas, 
trajetos fistulosos com drenagem e fibrose tecidual. E causada principalmente por membros do genero Actinomyces . 140 A. israelii 
constitui a causa mais comum de actinomicose nos seres humanos, embora outras especies (7. e., A. meyeri, A. naeslundii, A. 
odontolyticus, A. gerencseriae e A. viscosus ) tambem possam causar, em certas ocasioes, essa infecgao. Embora a associagao 
classica do Actinomyces a dispositivos intrauterinos seja bem conhecida, as especies de Actinomyces podem estar associadas a 
infecgoes de outros materials de protese. 145 Em virtude de sua natureza cronica, as infecgoes actinomicoticas frequentemente 
simulam carcinomas. A evolugao clinica da infecgao tambem e afetada pela imunocompetencia do hospedeiro e por outras 
condigoes comorbidas predisponentes, como alcoolismo, radiagao, debilitada, diabetes melito, neoplasias malignas, 
imunossupressao e infecgao pelo HIV. A actinomicose pode ser dividida em varias formas clinicas, incluindo a actinomicose 
cervicofacial, a actinomicose cutanea primaria, a actinomicose toracica, a actinomicose abdominal/pelvica e a actinomicose do 
SNC. As infecgoes actinomicoticas sao, em sua maioria, polimicrobianas, e outras bacterias facultativas (p. ex., Aggregatibacter 
actinomvcetemcomitans, Eikenella corrodens, estreptococos, estafilococos, Enterobacteriaceae) e anaerobias (p. ex., especies de 
Bacteroides, especies de Fusobacterium) estao envolvidas na patogenese na doenga. 140 


Tabela 14.8 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Actinomyces. 
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A. gerencseriae 

- 

V 

V- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

- 

V- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

A. graevenitzii 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

A. hominis 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

01 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

A. hongkongensis 

- 

- 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

A. hordeovulneris 

+f 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

-f 

Dl 

Dl 

Dl 

V 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

V 

- 

+ 

A. houstonensis 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

A. howellii 

+ 

Dl 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

- 

+ 

A. hyovaginalis 

- 

- 

V 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

A. israelii 

- 

- 

v+ 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

- 

A.johnsonii 

V 

- 

+ 

Dl 

V 

v+ 

V 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

A. marimammalium 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

A. massiliensis 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

A. meyeri 

- 

- 

V- 

Dl 

- 

- 

V 

Dl 

- 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 

V 

A. naeslundii geno- 

V- 

_ 

v+ 

+ 

_ 

+ 

+ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

+ 

Dl 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

_ 

_ 

especie 1 























Especie 

CAT 

HEMSBA 

N0 3 

PYZ 

PAL 

ESC 

URE 

ADH 

MOT 

GEL 

HHIP 

VP 

LAP 

PYR 

CAMP 

a-GAL 

p-GAL 

a-GLU 

p-GLU 

p-GUR 

NAGA 

A. naeslundii ge- 

V+ 

- 

+ 

+ 

+f 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

- 

- 

nosp6cie 2 

A. nasicola 

- 

- 

- 

Dl 

- 

V 

- 

V 

- 

- 

Dl 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

A. neuii subesp. 

+ 

a 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

neuii 

A. neuii subesp. 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

anitratus 

A. odontolyticus 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

Dl 

- 

- 

+ 

V 

V 

- 

- 

A. oricola 

- 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

A. oris 

v+ 

- 

v+ 

Dl 

Dl 

V 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

v+ 

v+ 

+ 

v+ 

- 

- 

A. radicidentis 

+ 

- 

V 

+ 

- 

+f 

V 

- 

- 

+f 

- 

+f 

+ 

Dl 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

A. radingae 

- 

a/pf 

- 

V 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

V 

Dl 

Dl 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

A. ruminicola 

- 

- 

+ 

Dl 

Dl 

V 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

A. slackii 

+ 

- 

+ 

V 

- 

+ 

V- 

- 

- 

V 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

+ 

- 

- 

A. suimastiditis 

- 

- 

- 

+f 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+f 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

A. timonensis 

- 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

A. turicensis 

- 

Pf 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

A. urogenitalis 

- 

- 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

V 

+ 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

A. vaccimaxillae 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

A. viscosus soro- 

+ 

- 

V 

_ 

_ 

+ 

+ 

_ 

_ 

_ 


_ 

+ 

Dl 

Dl 

_ 

V 

V 

+ 

_ 

_ 

tipo 1 

A. viscosus spro- 

+ 

- 

V 

+ 

- 

V 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

Dl 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

tipo 2 

A. weissii 

+ 

Pf 

* 

- 

+ 

+ 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 






Produtos da 
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Biocodigos comuns do 

Especie 

Relacao 
com 0 2 

fermenta- 
cao da GLI 

GLI 

MAL 

SAC 

MNTL 

XIL 

LAC 

MAN 

ARAB 

SBTL 

RAF 1 

TIB 

TRE 

GLIG 

AMIG 

MELB 

MLZ 

API* Coryne (quando 
dispo niveis) 

A. bovis 

Ana/Fac 

S, A, L. F 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

- 

0101104 

A. bowdenii 

Ana/Fac 

S, L A 

+ 

+ 

+ 


- 

+ 

Dl 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

3410365, 3400365, 
3510365, 3500365 

A. canis 

fee 

Dl 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

V 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

2430766, 2430767 

A. cardiffensis 

Fac 

L, S, a 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

0010121,0010321, 
1010121,1010321 

A. catuli 

Fac 

S. La 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

V 

- 

7650761, 7650765, 
7670761,7670765 

A. coleocanis 

Fac 

S.L 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

2410162 

A. dentalis 

Ana 

L, a 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+f 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

Dl 

0450121 

A. denticolens 

Fac 

S.AL 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

V 

- 

- 

+ 

V 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

A. europaeus 

Fac 

S 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

V 


- 

- 

V 

V 

V 

- 

V 

V 

04(1/5)0(1,3)2(0/1/2/3); 
GEL + depois de 5 dias 

A. funkei 

Fac 

Dl 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

V 

01 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Dl 

- 

- 

0130761, 3530761 

A. georgiae 

Fac 

S, 1. a. f 

+ 

+ 

+ 

V- 

+ 

v+ 

V- 

V- 

V- 

V- 

- 

+ 

+ 

V- 

- 

V- 

Dl 

A. gerencseriae 

Ana/Fac 

S. L a. f. 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

v+ 

+ 

V- 

V+ 

V 

V 

Dl 

A. graevenitzii 

Fac 

L, S 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

(0,2|(0,4|20361 

A. hominis 

fee 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

+ 

Dl 

A. hongkongensis 

Ana 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

- 

- 

Dl 

- 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

A. hordeovulneris 

Ana/Fac 

L, S 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+f 

V 

Dl 

+f 

V 

V 

V 

Dl 

- 

- 

Dl 

A. houstonensis 

Fac 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

A. howellii 

Ana/Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

V 

- 

Dl 

+f 

- 

V+ 

- 

- 

V 

V 

Dl 

A. hyovaginalis 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

0570721,0170721 

A. israelii 

Ana/Fac 

S, A, L, f 

+ 

+ 

+ 

V+ 

+ 

+ 

+ 

v+ 

V- 

+ 

v+ 

+ 

- 

V+ 

v+ 

V 

Dl 

A.johnsonii 

Fac 

Dl 

+ 

V+ 

v+ 

- 

- 

v+ 

V 

- 

V- 

+ 

V 

V 

V 

Dl 

+ 

- 

Dl 

A. marimammalium 

fee 

S.AL 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

Dl 

- 

- 

0520162, 0420160, 
0520160 

A. massiliensis 

Ana/Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+f 

- 

- 

- 

+f 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Dl 

A. meyeri 

Ana/Fac 

S, a, 1. f 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

v+ 

- 

V- 

- 

- 

+ 

- 

V 

V+ 

- 

- 

Dl 

A. naeslundiigeno- 
esp6cie 1 

Fac 

L, s, a, f 

+ 

+ 

v+ 

- 

V- 

V 

+ 

- 

- 

+ 

V 

v+ 

- 

V 

V 

- 

Dl 

A. naeslundiiqeno- 

Fac 

L, s, a, f 

+ 

+ 

v+ 

+ 

v+ 

V 

+ 

- 

V 

+ 

V 

v+ 

V 

V 

V 

V 

Dl 


especie 2 

Prod lit os da_ Producao de acido a partirde: _ Biocodigos oomu ns do 


Especie 

Relacao 
com 0 2 

ferine Ma¬ 
cao da GLI 

GLI 

MAL 

SAC 

MNTL 

XIL 

LAC 

MAN 

ARAB 

SBTL 

RAF 

RIB 

TRE 

GLIG 

AMIG 

MELB 

MLZ 

API 8 Coryne (quando 
disponiveis) 

A. nasicola 

Fac 

S, a, 1 

+ 
















Dl 

A. neuii subesp. 
neuii 

Fac 

S, L 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

V+ 

Dl 

+ 

+ 

+ 

V+ 

Dl 

V+ 

+ 

Incluido na base de dados do 
API® Coryne 

A. neuii subesp. 
anitratus 

Fac 

S, L 

+ 

+ 

+ 

v+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

+ 

+ 

+ 

V 

Dl 

+ 

+ 

Incluido na base de dados do 
API® Coryne 

A. odontolyticus 

Ana/Fac 

S, A f 

+ 

V+ 

+ 

- 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

V 

V 

V 

- 

- 

- 

Dl 

A. oricola 

Fac 

S, A, L 

+ 

V+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

- 

- 

+ 

V 

+ 

Dl 

+f 

- 

- 

Dl 

A. oris 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

V- 

v+ 

V 

Dl 

V- 

+ 

V 

V 

V 

Dl 

V+ 

V 

Dl 

A. radicidentis 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Dl 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

A. radingae 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

v+ 

Dl 

Dl 

Dl 

V 

+ 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

Incluido na base de dados do 
API® Coryne 

A. ruminicola 

Ana 

F.a.l 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

+ 

- 

Dl 

+ 

+ 

V 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

A. slackii 

Fac 

Dl 

+ 

Dl 

V 

- 

+ 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

Dl 

- 

+ 

- 

ND 

+ 

Dl 

Dl 

A. suimastiditis 

Fac 

Dl 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

- 

Dl 

+f 

- 

+ 

+f 

- 

Dl 

Dl 

+ 

- 

Dl 

A. timonensis 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 

+ 

V 

- 

Dl 

+ 

V 

+ 

V 

- 

+ 

Dl 

Dl 

A. turicensis 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

+ 

+ 

- 

Dl 

Dl 

Dl 

0010721,0010701,0010723, 

1010701 

A. urogenitalis 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

Dl 

V 

- 

+ 

V 

+ 

- 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

A. vaccimaxillae 

Fac 

S, L, a 

+ 

- 

V 

V 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Dl 

A. viscosus soro- 

Fac 

S, A, L, f 

+ 

V 

+ 

_ 

V- 

v+ 

V 

_ 

_ 

+ 

_ 

V- 

V 

_ 

_ 

- 

Dl 

tipol 

A. viscosus soro- 

Fac 

S, A, L, f 

+ 

V 

+ 

- 

- 

v+ 

V 

- 

- 

+ 

+ 

V 

V 

- 

V 

- 

Dl 

tipo 2 

A. weissii 

Fac 

Dl 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; +f = reagao positive fraca; V+ = reagao variavel, com a maioria das cepas positiva; V- = reagao variavel com a maioria das cepas negativas; Dl = dados indisponiveis; CAT = 
catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = redugaodo nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; ADH = atginina di-hidrolase; MOT = motilidade; GEL = hidroliseda gelatina; 
HHIP = hidrolise do hipurato; VP = produgao de acetofna (Voges-Proskauer); LAP = leucina arilamidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; CAMP = teste CAMP; a-GAL = a-galactosidase; p-GAL = p-galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; 
P-GLU = p-glicosidase; p-GUR= p-glicuronidase; NAGA= /V-acetil-p-D-glicosaminidase. 

Ana = anaercbio; Fac = facultativo; A/a = quantidades maiores/menores de acido acetico; L/l = quantidades maiores/menores de acido ISctico; S/s = quantidades maiores/menores de acido succfnico; F/f = quantidades maiores/menores 
de cicido fcrmico; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; MNTL = manitol; XIL = xilose; LAC = lactose; MAN = manose; ARAB = arabinose; SBTL = sorbitol; RAF = rafinose; RIB = ribose; TRE = trealose; GLIG = glicogenio; AMIG 
= amigdalina; MELB = melibiose; MLZ = melizitose. 


A actinomicose cervicofacial e a apresentagao clinica mais comum da actinomicose e constitui uma complicagao rara de 
manipulagSes dentarias, cirurgia oral, trauma maxilofacial e outras infecgoes de cabega e pescogo (p. ex., otite, mastoidite). 18,413,825 
Pelo menos nove especies diferentes de Actinomyces podem causar essa infecgao, porem com predominio de A. israelii e A. 







gerencseriae. xs< ’ Na maioria dos casos, as bacterias orais endogenas sao introduzidas por algum traumatismo e comegam a crescer 
nos tecidos da cabega do pescogo, formando um abscesso piogenico agudo, que pode evoluir para uma massa submandibular 
endurecida. 632 Em ate 40% dos casos, podem-se observar a formagao espontanea de trajetos fistulosos que liberam material 
purulento. 41 ' Com frequencia, ocorre comprometimento de linfonodos, e o paciente comumente apresenta linfadenopatia. 
Microrganismos que causam coinfecgao nos tecidos, juntamente com os actinomicetos, ajudam a determinar a evolugao clinica da 
infecgao em subaguda, aguda e cronica. Microcolonias dos microrganismos, denominadas “granulos de enxofre” podem ser 
liberadas dos trajetos fistulosos de drenagem em alguns casos. Esses granulos de enxofre consistent em colegdes emaranhadas do 
microrganismo e exibem massas de microrganismos basofilicos, com estruturas em clava eosinofilicas distintas que se irradiam a 
partir da borda do granulo. Esses granulos fomecem um material excelente para cultura e detecgao dos microrganismos. A 
actinomicose cervicofacial pode acometer o espago submandibular, as glandulas parotidas, os dentes, a lingua, a cavidade nasal, a 
area da epiglote e a faringe. Pode ocorrer osteomielite, devido a extensao da infecgao a partir de areas perimandibulares de 
infecgao. 1 " 04 Crossman e Herold relataram um caso de actinomicose dos ossos maxilar e nasal exigindo desbridamento em um 
homem de 85 anos de idade. 244 A principio, a TC foi sugestiva de processo maligno difuso, porem o diagnostico foi estabelecido por 
meio de coloragao histologica. Em alguns casos, a displasia ou neoplasia maxilofacial podem simular a actinomicose ou podem 
coexistir no mesmo local infectado. 11)58 Foi tambem relatada a ocorrencia de actinomicose mucocutanea acometendo a mucosa dos 
labios e boca. 657 

A actinomicose toracica ocorre como extensao da infecgao cervicofacial no torax e na regiao mediastinica, em consequencia de 
aspiragao do conteudo orofaringeo ou como extensao de infecgao abdominal/pelvica que sofreu disseminagao retroperitoneal ou 
transdiafragmatica. 140 A infecgao tambem pode resultar de extensao contigua no mediastino a partir do pescogo, ou pode alcangar o 
parenquima pulmonar pela corrente sanguinea. 700 A principio, a infecgao manifesta-se na forma de pneumonite por aspiragao, com 
desenvolvimento posterior de massa ou cavitagdes pulmonares. A radiografia de torax (/. e., raios X) pode revelar massas, lesdes 
fibronodulares ou lesdes cavitarias, acompanhadas de derrames pleurais e/ou empiema. 761 A infecgao pulmonar tambem pode 
estender-se para os ossos (i. e., costelas, estemo, vertebras toracicas, cingulo do membro superior), musculos da parede toracica e 
tecidos moles, incluindo pericardio e miocardio, e mediastino. 73 Os sintomas consistem em tosse, hemoptise, dor toracica, febre 
baixa e perda de peso. O diagnostico diferencial da actinomicose toracica e toracopulmonar e amplo e inclui tuberculose, infecgao 
fungica (p. ex., blastomicose, criptococose), nocardiose e carcinoma. 761 Ate 25% dos casos de actinomicose toracica podem ser 
inicialmente considerados como representando uma neoplasia maligna. 700 

Ocorre actinomicose abdominal quando a mucosa gastrintestinal e acometida por procedimentos cirurgicos, traumatismo do 
trato gastrintestinal inferior, imunossupressao, presenga de corpo estranho ou complicagao de diverticulite colonica. 140,1(169 A 
actinomicose pos-cirurgica surge dentro de alguns meses a anos apos certos procedimentos, como apendicectomia, com extensao a 
partir do intestino e comprometimento dos tecidos e orgaos adjacentes. Em geral, a regiao ileocecal do colon e acometida, e a 
infecgao pode permanecer localizada, ou pode sofrer disseminagao por via hematogenica ou por extensao direta para o flgado, a 
parede abdominal, o bago, o estomago, a vesicula biliar, o pancreas, os rins e o tecido retroperitoneal. 5,280,1103 O colon pode ser 
acometido em multiplos locais distintos, e foi tambem descrita a ocorrencia de infecgao do colon sigmoide e reto. 883,1040 A 
semelhanga da infecgao craniofacial, as lesdes expansivas que se desenvolvem no abdome podem ser diagnosticadas de modo 
incorreto como tumores solidos. 5,887 As lesdes abdominais expansivas podem causar obstrugao do intestino grosso e tambem podem 
resultar em perfuragao intestinal. S0! ' ,S! '° Os metodos radiologicos nao sao muito uteis para o diagnostico de actinomicose abdominal, 
porem a tomografia computadorizada (TC) pode delinear o local e o tamanho das massas intra-abdominais e a relagao da massa com 
os tecidos e orgaos adjacentes. 525 A actinomicose anorretal pode originar-se de uma cripta anal infectada, fissura ou abscesso, ou por 
extensao direta a partir de uma localizagao intra-abdominal. Foi tambem descrita a ocorrencia de actinomicose omental, que se 
manifestou como tumor inflamatorio, com formagao de fistula entre o colon transverso e a regiao jejunal. 675 A actinomicose 
hepatica e a actinomicose hepatoesplenica isoladas sao entidades clinicas raras, que podem ocorrer como massa hipersensivel e 
palpavel na parte media esquerda do abdome, com sintomas constitucionais, como febre, sudorese noturna, distensao, anorexia e 
perda de peso. 629,1178 A actinomicose abdominal tambem pode desenvolver-se como extensao e complicagao da actinomicose pelvica 
associada ao uso de dispositivos contraceptivos intrauterinos. 15 " Pusiol et a/. 887 descreveu uma paciente com actinomicose 
abdominopelvica, que consistiu em lesao expansiva retroperitoneal que se estendeu do polo inferior do rim direito para a parte 
inferior da pelve. Essa massa acometeu o colon ascendente, o ceco, o ileo distal, a tuba uterina e o ovario do lado direito, o ureter e o 
musculo psoas. Essa paciente tinha um dispositivo intrauterino (DIU) contraceptivo, colocado havia 3 anos. Os sintomas da 
actinomicose abdominal incluem febre, perda de peso, nauseas, vomitos, dor abdominal e alteragdes na fungao e habitos 
intestinais. 1169 A actinomicose abdominal pode simular o cancer de colon, particulannente em pacientes imunocomprometidos (p. 
ex., receptores de transplante de figado). 6 ' 5 Pode-se estabelecer um diagnostico na presenga de granulos de enxofre e quando o 
exame microscopico revela bacilos gram-positivos com ramificagdes. As intervengdes tanto cirurgica quanto clinica podem ser 
necessarias para o diagnostico e o tratamento dessas infecgoes. 1069 A cirurgia possibilita a retirada do tecido necrotico e dos trajetos 
fistulosos persistentes e pode reduzir o tempo necessario de tratamento parenteral, de modo que o paciente possa passar mais 
rapidamente para os agentes orais. 

A actinomicose pelvica pode resultar de disseminagao contigua da actinomicose abdominal, ou pode originar-se na propria 
pelve. Com frequencia, essa infecgao esta associada ao uso de DIU que se tomam colonizados por microrganismos do genero 
Actinomyces . 140,1208 A actinomicose pelvica e mais comum em mulheres que tiveram um DIU em posigao por mais de 4 anos. A 
apresentagao clinica varia desde colonizagao endocarvical assintomatica ate infecgao tubo-ovariana. A infecgao actinomicotica 



pelvica pode causar endometrite, salpingite, salpingo-ooforite e abscesso tubo-ovariano. Massas anexiais podem tomar-se grandes o 
suficiente para possibilitar a sua palpagao e sugerir a presenga de neoplasia pelvica. 111 " A actinomicose pelvica pode estender-se aos 
orgaos adjacentes, incluindo o intestino, a bexiga, o figado e o peritonio. 129,595 Os exames de imagem, em particular a TC, podem ser 
de grande utilidade para definir o tamanho das lesoes pelvicas e a extensao do comprometimento dos orgaos adjacentes. 5 Os 
sintomas podem consistir em febre, secregao vaginal cronica, sangramento vaginal anormal, dor pelvica e perda de peso. Kim et 
al. 593 descreveram uma paciente com multiplas massas ovarianas e hepaticas grandes e metastases peritoneais para as quais o 
diagnostico funcional foi de cancer de ovario metastatico. A patologia estabeleceu a presenga de actinomicose como causa. A 
actinomicose pelvica que Simula uma neoplasia maligna ovariana tambem pode ocorrer em pacientes sem historia de colocagao ou 
uso de DIU. 786 

Actinomicose do SNC ocorre em consequencia de disseminagao hematogenica ou extensao direta de infecgoes actinomicoticas 
na area cervicofacial ou do pescogo. 456,1034 Em geral, os pacientes apresentam meningite cronica ou meningoencefalite complicada 
pelo desenvolvimento de empiema subdural, abscessos epidurais ou espinais e osteomielite do cranio. Em 75% dos casos, a 
actinomicose do SNC manifesta-se na forma de abscessos cerebrais encapsulados solitarios ou multiplos, habitualmente nos lobos 
temporal ou frontal. 1035 Os pacientes podem apresentar os sinais e sintomas de meningite cronica, que se assemelha a meningite 
tuberculosa ou a outras infecgoes cronicas do SNC. Em geral, o LCR revela pleocitose mononuclear, niveis elevados de proteina e 
concentragSes normais ou baixas de glicose. Na TC, as lesdes exibem realce em anel e assemelham-se as lesdes do SNC da 
nocardiose. E interessante assinalar que a cefaleia e sinais neurologicos focais estao habitualmente presentes, enquanto a febre so 
ocorre em cerca da metade dos pacientes com actinomicose do SNC. 

A actinomicose pode ter uma apresentagao incomum, devido a tendencia do microrganismo a sofrer disseminagao contigua. 
Acevedo et air descreveram um homem de 37 anos de idade com historia pregressa de actinomicose na regiao peitoral, que 
apresentou dor lombar, multiplos nodulos com secregao purulenta na regiao lombar e edema genital e da parede abdominal, 
resultando em tumefagao das pernas. A TC revelou massas retroperitoneais e paravertebrais comprimindo a veia cava inferior e os 
ureteres, hidronefrose e lesoes osteoliticas nas vertebras lombares. Outro paciente, uma mulher de 41 anos de idade, teve colecistite 
actinomicotica acometendo a bexiga, com aderencias e extensao para o estomago e o colon direito. ’ Outra apresentagao clinica 
incomum incluiu a ocorrencia de pericardite actinomicotica com tamponamento. ’ A actinomicose cutanea primaria e rara. Em um 
caso, um paciente de 18 anos de idade com imunodeficiencia comum variavel desenvolveu grandes massas semelhantes a tumores 
em dois dedos das maos varios dias apos ter sofrido uma mordida de cordeiro. 714 A. bovis foi cultivado do material purulento que 
exsudava das lesoes. Por fim, uma mulher de 35 anos de idade apresentou uma historia de 7 anos de feridas nas costas que, em 
certas ocasioes, exsudavam um material purulento. 5(1 A coloragao de Gram da secregao dos trajetos fistulosos revelou bacilos gram- 
positivos filamentosos com ramificagoes, e a cultura de uma amostra produziuA. viscosus. 

Especies de Arcanobacterium e Trueperella 

As especies de Arcanobacterium sao bacilos gram-positivos facultativos e imoveis, que podem ser ligeiramente curvos e exibir 
ramificagao rudimentar, juntamente com formas em “caracteres Chineses” ou em V. Diferentemente das especies de 
Corynebacterium, esses microrganismos sao principalmente catalase-negativos, nao tem na composigao de suas paredes celulares 
acidos micolicos, mas contem L-lisina e L-omitina, em lugar de meso- DAP como diaminoacidos do peptidoglicano. O genero 
Arcanobacterium incluia anteriormente nove especies: A. haemolyticum, A. pyogenes, A. bernardiae, A. phocae, A. pluranimalium, 
A. hippocoleae, A. bialowiezense, A. bonsai e A. abortisuis. 56 ’ 226 ’ 520 ’ m ’ 661 ’ i96 A. haemolyticum, A. pyogenes e A. bernardiae eram 
anteriormente membros do genero Corynebacterium e, subsequentemente, do genero Actinomyces antes que os estudos de 
sequenciamento do rRNA 16S estabelecessem o genero Arcanobacterium , 226 ’ 896 ’ 903 A. phocae foi isolado de focas e de outros 
animais marinhos, enquanto A. pluranimalium foi isolado de boto e de material ovino. 350,643,896 A. hippocoleae foi isolado das 
secregSes vaginais de uma egua e de casos de placentite equina e natimortos equinos, enquanto A. bialowiezense e A. bonasi foram 
isolados de culturas de prepucio de touro bisao. 475,520,661 A. abortisuis e uma especie anaerobia obrigatoria que foi isolada da placenta 
de uma porca que sofreu aborto, e, posteriormente, foram obtidos isolados dessa especie a partir de cultures vaginais, de urina, 
tecidos renal e cervical de suinos. 56,87,1130 Em 2006, Lehnen et al. 661 examinaram as menaquinonas de A. pyogenes e verificaram que 
elas eram semelhantes aquelas encontradas em A. bialowiezense e A. bonasi, porem divergentes daquelas de A. haemolyticum. Foi 
sugerido que o genero Arcanobacterium fosse restrito a A. haemolyticum, A. phocae, A. pluranimalium e A. hippocoleae, enquanto 
A. pyogenes, A. bernardiae, A. bialowiezense e A. bonasi fossem reclassificados em um novo genero. 661 Yassin et al. realizaram 
entao uma pesquisa polifasica da estrutura do genero Arcanobacterium, examinando as sequencias do gene rRNA 16S, a estrutura 
do peptidoglicano, a analise dos acidos graxos e dos carboidratos da parede celular integral e a composigao de lipidios polares e 
menaquinonas. Com base nesses estudos, foi formalmente proposto que o genero Arcanobacterium fosse restrito a A. haemolyticum, 
A. hippocoleae, A. phocae e A. pluranimalium, e que A. abortisuis, A. bernardiae, A. bialowiezense, A. bonasi e A. pyogenes fossem 
reclassificados no novo genero Trueperella com as designagoes de Trueperella abortisuis, Trueperella, bernardiae, Trueperella 
bialowiezense, Trueperella bonasi e Trueperella pyogenes, respectivamente. 1 " Em 2012, foi descrita a nova especie de 
Arcanobacterium, A. canis. Essa especie foi isolada de uma amostra de otite externa de um Buldogue Ingles de 7 anos de idade. 496 

A. haemolyticum esta associado a faringite aguda em seres humanos, sendo a maior incidencia observada em individuos entre 15 
e 18 anos de idade. 701 Com frequencia, a infecgao pode ser acompanhada de linfadenopatia cervical, tonsilite e exantema. Devido ao 
exantema, pode-se acreditar que os pacientes tenham escarlatina. A. haemolyticum tambem pode causar outros tipos de infecgoes de 
cabega e pescogo, incluindo sinusite e celulite periorbital. 676,1163 A. haemolyticum foi tambem isolado de ulceras cutaneas cronicas, 


de celulite dos tecidos moles, de infecgbes de feridas pos-operatorias e de abscessos de tecido profundo, incluindo abscessos 
cerebrals, peritonsilares, paravertebrais, pelvicos e intra-abdominais. 709,1032 ’ 1147 ’ 1149 Em certas ocasiSes, A. haemolyticum pode causar 
bacteriemia e sepse em hospedeiros tanto imunocompetentes quanto imunocomprometidos. A bacteriemia resulta habitualmente da 
disseminagao do microrganismo a partir de areas locals, incluindo abscessos, pneumonia e celulite. 1088,1104 A. haemolyticum foi 
tambem associado em tres ocasiSes a doenga de Lemierre, que se caracteriza por infecgao peritonsilar seguida de tumefagao 
unilateral e hipersensibilidade ao longo do musculo estemocleidomastoideo, devido a tromboflebite da veia jugular interna. Em um 
caso, A. haemolytcium foi o unico isolado de hemoculturas, ao passo que, nos outros dois casos, o microrganismo foi coisolado com 
F. necrophorum, o agente tipico envolvido na doenga de Lemierre. 339,698,1238 A. haemolyticum constitui uma causa rara de 
endocardite, infecgSes osteoarticulares, abscesso da tireoide, abscesso pelvico, artrite septica, corioamnionite e 
ITU. 28,208,428,981,982,1988,1104,1147 A. haemolyticum tambem pode causar infecgSes em equinos e coelhos. 476 A. haemolyticum e 
habitualmente sensivel a todas as classes de agentes antimicrobianos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, macrolidios e 
vancomicina, enquanto a resistencia ao SXT e um achado consistente. 163,164 Alguns isolados podem ser resistentes as tetraciclinas, 
aos macrolidios, a clindamicina e ao ciprofloxacino. 164 

Trueperella bernardiae inclui isolados que anteriormente eram denominados grupo 2 corineforme dos CDC e, posteriormente, 
Actinomyces bernardiae. 383 A analise de sequencia do rRNA 16S desses isolados resultou na transferencia dessa especie para 
Arcanobacterium, com o nome de Arcanobacterium bernardiae, e estudos recentes de taxonomia polifasica levaram a transferencia 
dessa especie para o nome genero Trueperella com denominagao de Trueperella bernardiae , 896,1227 T. bernardiae foi isolada de uma 
hemocultura de uma mulher de 72 anos de idade que apresentava grandes ulceras de decubito sacrais; o microrganismo nao foi 
isolado das ulceras, mas foi obtido do sangue. 1190 Dois casos de infecgSes complicadas do trato urinario por esse microrganismo 
foram descritos em individuos com disfungao vesical cronica e anonnalidades estruturais do trato urinario. 535,664 Um desses 
pacientes desenvolveu bacteriemia e abscessos perirrenais. 535 T. bernardiae foi tambem associada a infecgSes osteoarticulares, 
incluindo artrite septica, osteite do joelho e infecgao de protese total do quadril esquerdo. 9,86,686,891 T. bernardiae foi tambem isolado 
de um swab anal de um leitao. 495 T. bernardiae mostra-se sensivel a amoxicilina, cefalotina, cefotaxima, imipenem, 
aminoglicosidios, eritromicina, clindamicina, linezolida, levofloxacino e vancomicina. 86,686 

T- pyogenes e um residente das vias respiratorias superiores e dos tratos gastrintestinal e urogenital de muitos animais 
domesticados e e reconhecido como patogeno veterinario, causando infecgSes em suinos, bovinos, ovinos, caprinos e animais 
domesticos de companhia (i. e., caes e gatos). 109,497 Nesse aspecto, o microrganismo e as infecgSes que ele causa possuem grande 
importancia economica. Alem disso, pode ser isolado do leite e de outros produtos derivados do leite obtidos de animais infectados. 
Embora se tenha relatado a ocorrencia de infecgSes humanas por esse microrganismo desde 1940, a validade desses relatos e 
questionavel, devido a falta de dados microbiologicos para estabelecer uma distingao definida desse agente em relagao a bacterias 
estreitamente relacionadas, como A. haemolyticum. InfecgSes bacteriologicamente confirmadas ocorreram, em grande parte, em 
individuos que residem em areas rurais e tem contato proximo com animais, incluindo bacteriemia em um paciente com cancer de 
colon, cinco pacientes com infecgSes intra-abdominais (incluindo uma paciente com cancer cervical), dois pacientes com otite 
media, um com mastoidite, dois com cistite (incluindo um caso com carcinoma de prostata), dois com abscessos cutaneos e um 
paciente com diabetes e infecgao mista de ferida e hemoculturas positivas contendo T. pyogenes. 70 ’ 295 ' 391 ' 699 Em 2007, Plamondon et 
al , 875 relataram o primeiro caso de endocardite por T. pyogenes de evolugao fatal em um homem canadense de 57 anos de idade. 
Esse paciente apresentou varias condigSes debilitantes, incluindo cirrose alcoolica, diabetes melito tipo II inadequadamente 
controlado, neuropatia periferica e ulceras de pernas cronicas. 875 Em 2009, foi relatada a ocorrencia de sepse por T. pyogenes em um 
fazendeiro imunocompetente no Brasil, e, em 2010, foram descritos tres pacientes na India com infecgSes cutaneas e dos tecidos 
moles. 573,671 Esses pacientes tinham diabetes melito, hanseniase ou escabiose como condigSes debilitantes, que provavelmente foram 
envolvidas na patogenese das infecgSes. T. pyogenes mostra-se sensivel a ampicilina, cefalosporinas de terceira e quarta geragoes, 
aminoglicosidios, macrolidios, linezolida, rifampicina e vancomicina; algumas cepas exibem resistencia a tetraciclinas e SXT. 1116,1237 

A. haemolyticum, T. bernardiae e T. pyogenes sao as especies que podem ser encontradas em amostras clinicas de seres 
humanos. Em SBA, A. haemolyticum cresce e forma pequenas colonias opacas e sem brilho, que sao beta-hemoliticas (Prancha 14.6 
E). A ocorrencia de hemolise pode ser inicialmente observada nas areas de crescimento confluente depois de 24 horas de incubagao; 
as colonias isoladas sao beta-hemoliticas depois de 48 horas de incubagao. O uso de sangue de cavalo (5%) em lugar de sangue de 
carneiro possibilita o reconhecimento de (3-hem61ise em tomo das colonias isoladas ate 24 horas antes daquela observada com 
sangue de carneiro. 396 Todas as tres especies sao negativas para arginina di-hidrolase, (3-glicosidase, redugao do nitrato e urease, e 
nenhuma delas produz acido a partir da arabinose, rafinose, sorbitol ou sacarose. A. haemolyticum e catalase-negativa e nao hidrolisa 
a esculina nem a ureia. As cepas sao, em sua maioria, positivas para pirazinamidase, fosfatase alcalina, (3-galactosidase, a- 
glicosidase e TV-acetil-P-D-glicosaminidase, porem negativas para hidrolise da gelatina e P-glicuronidase. A maioria das cepas 
fermenta glicose, maltose, lactose e ribose, mas nao fermenta manitol, xilose, glicerol ou glicogenio (Prancha 14.6 F). A. 
haemolyticum e positivo no teste CAMP reverso (ou positiva para inibigao do teste CAMP). Nesse teste, o efeito da P-hemolisina do 
S. aureus sobre os eritrocitos de carneiro e inibido pela fosfolipase de A. haemolyticum. Essa inibigao aparece na placa de SBA 
como uma area nao hemolisada “em forma de ponta de seta” escura entre S. aureus e estria de A. haemolyticum em angulo reto a 
estria de S. aureus. T. bernardiae forma pequenas colonias lisas e vitreas em SBA, que podem ou nao ser beta-hemoliticas em SBA. 
Esse microrganismo e catalase-negativo e produz acido a partir da glicose, maltose, ribose e glicogenio, mas nao a partir da 
sacarose, do manitol, da xilose e da lactose. Diferentemente de A. haemolyticum, a glicose e mais rapidamente fennentada do que a 
maltose. T. pyogenes, a especie mais raramente isolada de animais, tambem e beta-hemolitica e catalase-negativa. Essa especie e 



facilmente diferenciada de A. haemolyticum e T. bernardiae, visto que exibe (l-hemolise evidente dentro de 24 horas, e positiva para 
a hidrolise da gelatina, fermenta a xilose e e P-glicuronidase (P-GUR)-positiva. Todas as tres especies sao prontamente identificadas 
no API 8 ’ Coryne. Em um estudo de 56 isolados de A. haemolyticum, foram obtidos 7 perfis no API 8 ’ Coryne. Os perfis e a 
porcentagem de cepas com perfil indicado foram: 6530361 (12,5%), 6730161 (3,6%), 6530360 (7,2%), 6730360 (39,2%), 2730160 
(17,8%), 2530360 (7,2%) e 2730260 (12,5%). ' ’ O MALDI-TOF tambem demonstrou ser uma ferramenta confiavel e rapida para a 
identificagao de especies de Arcanobacterium e Trueperella . 494,1157 Foi desenvolvido um metodo para a tipagem de isolados de A. 
haemolyticum, que utiliza PFGE. 348 As caracteristicas fenotipicas das especies de Arcanobacterium e Trueperella sao apresentadas 
na Tabela 14.9. 

Arthrobacter e especies relacionadas 

Os membros do genero Arthrobacter sao bacilos gram-positivos corineformes que ocupam varios nichos ecologicos no ambiente. 
Por exemplo, algumas especies sao psicrofflicas e foram isoladas de ambientes extremos (p. ex., neve da Antartica), e algumas 
especies foram isoladas de amostras veterinarias. Uma especie descrita em 2004 foi isolada de amostras de ar filtrado do Laboratorio 
Espacial Russo Mir! 673,1226 Esses microrganismos possuem um acentuado ciclo de bacilo a coco, em que os bacilos predominam em 
culturas mais novas, enquanto as celulas tomam-se mais cocobacilares e cocoides com o envelhecimento. O conteudo celular de 
acidos graxos tambem e consistente entre todas as especies de Arthrobacter. Na parede celular, nao ha meso- DAP, a lisina e o 
aminoacido predominante, e alanina e acido glutamico formam as ligagoes interpeptidicas (tipo A3a). Durante o exame de varias 
cepas do grupo B-l e B-3 dos CDC, Funke et aid 10 encontraram 11 isolados clinicos humanos (de amostras de urina, infecgao 
cutanea, hemoculturas, endoftalmite) que exibiram caracteristicas compativeis com o genero Arthrobacter. Especies mais novas de 
Arthrobacter - A. cumminsii e A. woluwensis - foram propostas para essas cepas do grupo B-l e B-3 dos CDC. Uma analise 
realizada em 1998 de 15 isolados clinicos de A. cumminsii do trato urinario, da orelha media, do liquido amniotico, da vagina, de 
osteomielite do calcaneo, celulite dos tecidos profundos, colo do utero, sangue e feridas revelou padroes singulares de acidos graxos 
celulares, com a presenga consistente de C14:0i e 04:0, bem como quantidades inusitadamente altas de acidos graxos 06:0 e 
C16:0i, que nao sao encontrados em outras especies de Arthrobacter , 378 Foram tambem relatadas especies de Arthrobacter em um 
paciente com endoftalmite apos implante de lente intraocular e de um pacinete neutropenico com linfoma linfoblastico agudo que 
desenvolveu septicemia/' 1024 

Desde 1998, varias novas especies de Arthrobacter associadas a infecgoes graves foram isoladas, e suas caracteristicas 
fenotipica, quimiotaxonomicas e geneticas foram definidas. As especies de importancia clinica e suas fontes de isolamento incluem 
A. creatinolvticus (de amostras de urina), A. oxvdans, A. luteolus (de feridas cirurgicas), A. albus (de multiplas hemoculturas de 
pacientes com flebite grave) A. scleromae (de exsudatos de multiplos escleromas dermicos dorsais). 517 ’ 527,1183 Em 2004, A. 
woluwensis foi descrito como causa de endocardite em um usuario de substancias injetaveis. 96 Mages et al. realizaram um exame 
exaustivo de 50 cepas de Arthrobacter obtidas de varios tipos de amostras clinicas, incluindo 12 cepas do sangue, 12 de feridas, 8 de 
amostras de urina, 5 de locais estereis e o restante de diversos locais. Trinta e oito cepas consistiram em especies verdadeiras de 
Arthrobacter, e mais da metade destas foram A. cumminsii (14 isolados) ou A. oxvdans (11 isolados). O terceiro isolado mais 
comum foi A. aurescens, que nunca tinha sido antes isolado de amostras humanas. Esse trabalho tambem revelou uma nova especie, 
A. sanguinis, de hemoculturas. 703 Conforme relatado anteriormente para A. woluwensis e A. cumminsii, todas as 38 especies 
genuinas de Arthrobacter foram sensiveis a betalactamicos, doxiciclina, gentamicina, linezolida, rifampicina e vancomicina. Um 
relatorio de 2012 documentou outra especie nova, A. mysorens, a partir de uma lesao cutanea semelhante a eritrasma contaminada 
com solo; o mesmo microrganismo foi isolado do solo. 536 Foram utilizadas tecnicas moleculares para detectar uma especie de 
Arthrobacter no sangue e no tecido placentario associada a morte fetal e coagulagao intravascular disseminada na mae. 1009 Esses 
microrganismos tambem foram isolados de amostras de semen de pacientes com prostatite inflamatoria. 1126 

As especies de Arthrobacter exibem um ciclo de bacilo a coco, com predominio de cocos em culturas mais velhas. As colonias 
podem ser cremosas, brancas, cinzentas/brancas ou amarelas e sao lisas, brilhantes e circulares com bordas continuas. Algumas 
especies ambientais de Arthrobacter podem fonnar colonias vermelhas a azuis/verdes. A redugao do nitrato e a hidrolise da ureia e 
da esculina sao caracteristicas variaveis. Ocorre produgao oxidativa de acido a partir de uma variedade de carboidratos, conforme 
determinado por assimilagao. Na maioria dos relatos desses microrganismos, o API® CHO (bioMerieux, Inc.), um painel de 
assimilagao de carboidratos, e nao de fermentagao, foi usado para caracterizagao, porem esse sistema nao e habitualmente utilizado 
nos laboratories clinicos. A. cumminsii, a especie de Arthrobacter mais frequentemente isolada de amostras clinicas humanas, e 
LAP-positivo e negativo para nitrato redutase e hidrolise da esculina. Algumas cepas produzem urease, e ha produgao de atividade 
de DNase e gelatinase pela maioria dos isolados. Enquanto a maioria das cepas produz acido a partir da ribose, a produgao de acido 
a partir da glicose e variavel, e nao ha produgao de acido a partir de maltose, sacarose, manitol, xilose, lactose ou glicogenio. A. 
woluwensis hidrolisa a esculina, a ureia, a gelatina e o DNA, e, diferentemente de A. cumminsii, produz varias atividades 
enzimaticas, incluindo (3-galactosidase ((3-GAL), a-glicosidase (a-GLU), (3-glicosidase ((3-GLU) e A-acetil-(3-D-glicosaminidase 
(NAGA). As especies de Arthrobacter estao incluidas na base de dados do sistema API® Coryne; entretanto, as cupulas de 
fermentagao de carboidratos sao habitualmente negativas depois de 24 horas. A incubagao prolongada dos paineis de identificagao 
(ate 5 a 7 dias) pode resultar em utilizagao oxidativa lenta de alguns carboidratos. Quando isolados de A. cumminsii foram testados 
no API® Coryne, numerosos biotipos diferentes foram gerados depois de 24 horas, 48 horas e 7 dias de incubagao.’ 70 ’’ 78 Sao 
necessarios metodos moleculares (p. ex., estudos de sequenciamento) e metodos quimiotaxonomicos para a identificagao definitiva 


das especies de Arthrobacter. As caracteristicas fenotipicas e bioquimicas das especies de Arthrobacter isoladas de amostras clinicas 
sao apresentadas na Tabela 14.10. 


Tabela 14.9 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Arcanobacterium e Trueperella. 
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Produgao de acido a partir: 
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+ = reapao positiva; - = reapao negativa; V = reapao variavel; +f = reapao positiva fraca ou lenta; Rev+ = teste CAMP reverso positivo; Dl = 
dados indisponiveis; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; NQ 3 = redupao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; 



ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; ACET = acetoina (VP); HHIP = hidrolise do hipurato; MOT = motilidade; GEL = hidrolise da 
gelatina; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; (3-GAL = P-galactosidase; a-GLU = a- 
glicosidase; P-GLU = P-glicosidase; P-GUR = P-glicuronidase; NAGA = /V-acetil-P-D-glicosaminidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = 
sacarose; LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; XIL = xilose, TRE = trealose; RAF = rafinose; RIB = ribose; GLIC = glicerol; GLIG = 
glicogenio. 

A sensibilidade das especies de Artrobacter aos agentes antimicrobianos pode ser muito variavel. Em um estudo de 10 cepas de 
A. cumminsii, os betalactamicos, a rifampicina e a vancomicina demonstraram ter boa atividade contra a maioria dos isolados. 378 
Todas as cepas foram sensfveis aos macrolldios, e a maioria foi sensivel a tetraciclina. As CIM para os aminoglicosidios foram 
surpreendentemente altas, com CIM 50 de 8 pg/mf para a gentamicina e de 64 pg/mC para a tobramicina. De modo semelhante, as 
fluoroquinolonas exibiram CIM elevadas para a maioria das cepas testadas. O isolado da endocardite por A. woluwensis, relatado 
por Bemasconi et al. 9b foi resistente a penicilina e ao ciprofloxacino, porem sensivel a tetraciclina e vancomicina pela difusao em 
disco. % Cepas de Artrobacter examinadas por outros pesquisadores demonstraram sensibilidade a betalactamicos, doxiciclina, 
gentamicina, rifampicina, linezolida e vancomicina, com menor sensibilidade ao ciprofloxacino. 370,378 ’ 703 Esses estudos tambem 
assinalaram a natureza multidrogarresistente de A. woluwensis. O unico isolado de A. scleromae relatado por Huang et al.~ 21 foi 
sensivel a ceftriaxona, rifampicina e tetraciclina, demonstrou sensibilidade intermediaria a cefazolina, cefotaxima, doxiciclina, 
eritromicina e vancomicina e foi resistente a penicilina, ampicilina, oxacilina e a todos os aminoglicosidios (gentamicina, 
tobramicina, amicacina, estreptomicina, canamicina) pelos criterios de CLSI estabelecidos para os estafilococos. Relatos de 
infecgoes por especies nao caracterizadas de Arthrobacter tambem observaram isolados com valores elevados de CIM contra 
betalactamicos, macrolldios e tetraciclinas, porem com sensibilidade a vancomicina/ 17 


Tabela 14.10 Caracteristicas fenotlpicas para a identificagao de especies de Arthrobacter. 
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Product) oxidativa de acido a partir de: 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; +1 = reagao positiva lenta; Dl = dados indisponiveis; +f = reagao positiva fraca ou 
lenta; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = redugao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; GEL = 
hidrolise da gelatina; MOT = motilidade; GEL = hidrolise da gelatina; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a- 
galactosidase; (3-GAL = (3-galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; P-GLU = |3-glicosidase; P-GUR = (3-glicuronidase; NAGA = W-acetil-p-D- 
glicosaminidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; MNTL = manitol; XIL = xilose; LAC = lactose. 

Durante o exame dos 50 isolados de Arthrobacter, foi constatado que sete eram de outras especies. Enquanto tres pertenciam ao 
genero Brevibacterium, e dois eram especies de Microbacterium, os isolados solitarios pertenciam aos generos Pseudoclavibacter, 
Leucobacter ou Brachybacterium . 7lb Todos esses generos incluem varios microrganismos do meio ambiente. A especie de 
Pseudoclavibacter nesse estudo foi isolada da valva da aorta de um homem de 74 anos de idade. Lemaitre et al. 66 2 isolaram um 
bacilo gram-positivo de uma infecgao subcutanea cronica da perna direita. Foi estabelecida a sequencia do isolado, e foi 
detenninado que ele apresenta uma semelhanga de sequencia de 99% com o genero Pseudoclavibacter}' 1 ' 2 Especies de 
Brachybacterium tinham sido anteriormente isoladas de material clinico, porem Leucobacter nunca tinha sido anteriormente 
relatado em amostras clinicas humanas . 1044 

Especies de Brevibacterium 

As especies de Brevibacterium sao bacterias irregulares, delgadas e em forma de bacilo, que tambem apresentam um acentuado 
ciclo de bacilo a coco. As subcultures recentes (< 3 dias) coram-se como bacilos; entretanto, com o envelhecimento da culture (4 a 7 
dias), as celulas podem adquirir morfologia cocoide. As celulas sao gram-positivas, porem podem ser facilmente descoradas. As 
celulas em forma de bacilo possuem morfologia difteroide e nao sao acidorresistentes. As especies de Brevibacterium sao aerobios 
obrigatorios, e o seu metabolismo e oxidativo, sao imoveis, tolerantes ao sal (> 6,5% de NaCl), produzem catalase e proteinases, 
carecem de urease e nao produzem acido a partir da glicose ou de outros carboidratos em meios de peptona. As brevibacterias 
tambem se caracterizam pela produgao de metanetiol (CFI 3 SFI) a partir da L-metionina. O peptidoglicano contem meso-DPJ' como 
principal diaminoacido, porem nao contem arabinose, lisina nem acidos micolicos (pode haver ou nao galactose ). 150 

O genero Brevibacterium e constituido por mais de 45 especies, cuja maior parte consiste em bacterias ambientais. As colonias 
sao branco-acinzentadas, branco-amareladas, amarelas ou castanhas e desprendem um intenso odor de “queijo”. O habitat das 
brevibacterias consiste principalmente em produtos derivados do leite, para os quais os microrganismos contribuem para o aroma (p. 
ex., queijo de Limberger) e para a cor (p. ex., B. linens de pigmentagao laranja) dos queijos de superflcie amadurecida. Sao tambem 
encontradas na pele humana. Em condigdes umidas e de maceragao (p. ex., entre os dedos dos pes e entre outras areas 
intertriginosas), acredita-se que esses microrganismos possam contribuir para o odor do corpo. As brevibacterias constituem causas 
raras de infecgoes humanas, e o exame de cepas anteriormente classiftcadas como grupos B-l e B-3 dos CDC estabeleceu que 
algumas eram especies de Brevibacterium. Gruner, Pfyffer e Von Graevenitz isolaram nove cepas de Brevibacterium de liquidos de 
dialise, hemoculturas, escarro, LCR, liquido pleural e outros liquidos corporais . 445 A comparagao das caracteristicas bioquimicas 
com cepas de Brevibacterium de referencia indicou que esses microrganismos eram B. casei ou B. epidermidis. Esses pesquisadores 
sugeriram que os bacilos gram-positivos aerobios e catalase-positivos, que sao imoveis e nao fermentam agucares, podem ser 
identificados como especies presuntivas de Brevibacterium com base na pigmentagao e morfologia das colonias (colonias branco- 
acinzentadas a amarelas, opacas, convexas e lisas) e no intenso odor de “queijo” ou “chule”. Um exame subsequente de 41 cepas 
clinicas dos grupos B-l e B-3 dos CDC constatou que 22 eram identicas a B. casei, enquanto 5 isolados adicionais formaram outro 
grupo fenotipico dentro do genero Brevibacterium. 446 Funke e Carlotti tambem examinaram 43 cepas de Brevibacterium isoladas de 
amostras clinicas no decorrer dos ultimos 20 anos e as compararam com cepas de referencia de Brevibacterium , 360 Utilizando a 
analise quimiotaxonomica e testes de assimilagao de carboidratos com o painel de assimilagao API® 50CH, 41 cepas foram 
identificadas como B. casei e 2 como B. epidermidis. 



Foram isoladas especies de Brevibacterium de varias infecqoes humanas desde a sua caracterizaqao inicial, e 10 especies foram 
isoladas de amostras cllnicas humanas: B. casei, B. epidermidis, B. iodinum, B. mcbrellneri, B. otitidis, B. lutescens, B. paucivorans, 
B. sanguinis, B. massiliensis e B. ravenspurgense. B. casei foi isolado de hemoculturas como causa de bacteriemia relacionada com 
o uso de cateter em pacientes com AIDS, de bacteriemia em um paciente com coriocarcinoma, de infecqoes de cateter venoso 
central e como causa de abscesso cerebral, ulceras de cornea e infecqao pericardica. 38,135,156,404,544,908,1132,1186 .8. sanguinis foi isolado 
da pele e de liquidos de dialise e assemelha-se, nas suas caracteristicas fenotipicas, a B. casei, embora seja genotipicamente distinta 
desta ultima especie. 1134 B. epidermidis causou infecqao de acesso venoso central e endocardite de valva nativa em um homem de 52 
anos de idade imunocompetente. 711, ’ 4 B. otitidis foi isolado da drenagem de orelha de pacientes com otorreia bilateral, de 
hemoculturas como causa de endocardite de protese valvar em uma mulher idosa e do liquido peritoneal de um paciente submetido a 
CAPD. 257,844,1187 B. lutescens e uma especie semelhante a B. otitidis, que tambem foi isolado do liquido de dialise peritoneal e 
drenagem de orelha infectada em 2003. 1182 Na Grecia, em 1997, foi relatada a ocorrencia de peritonite por B. iodinum em um 
paciente submetido a CAPD. 40 B. mcbrellneri foi originalmente isolado de pelos genitais humanos coinfectados por Trichosporon 
beigelii e B. paucivorans, que foi descrito em 2001 e isolado de amostras de LCR, abscessos, feridas, sangue, secreqao de orelha e 
cateteres intravasculares. 733,1184 B. massiliensis foi isolado da secreqao de uma ferida de tomozelo em consequencia de acidente de 
automove]. 95 B. avium foi apenas isolado de lesdes granulomatosas de aves domesticas. 845 Em sua pesquisa de especies de 
Arthrobacter, Mages et al. 703 identificaram uma nova especie de Brevibacterium, B. ravenspurgense, que foi isolada de uma ferida. 

Todas as brevibacterias sao bacilos gram-positivos aerobios e nao formadores de esporos, que sao catalase-positivos. As 
brevibacterias sao nao hemoliticas em SBA, imoveis e nao sacaroliticas. As colonias de B. casei sao habitualmente cinza- 
esbranquiqadas, enquanto as cepas de B. epidermidis formam colonias amareladas com o decorrer do tempo (Prancha 14.6 G). A 
detecqao de metanotiol e a analise dos acidos graxos celulares podem ser usadas para confirmar a inclusao do isolado no genero 
Brevibacterium, enquanto a assimilaqao de carboidratos tambem pode ser util para a identificaqao desses microrganismos. 360 
Algumas especies de Brevibacterium estao incluidas na base de dados do API® Coryne e do RapID® CB-Plus (Prancha 14.6 H). A 
caracterizaqao molecular identifica esses microrganismos de modo mais acurado. A Tabela 14.11 fomece as caracteristicas 
bioquimicas das especies de Brevibacterium. 

A sensibilidade das especies de Brevibacterium aos agentes antimicrobianos pode ser muito variavel, Funke, Punter e Von 
Graevenitz examinaram 50 cepas de B. casei, que constituent as especies isoladas com mais frequencia, e verificaram que todos os 
isolados apresentavam sensibilidade diminuida a todos os agentes betalactamicos, e metade dos 50 isolados testados apresentou 
CIM > 1 pg/mC para os betalactamicos. ’ 80 Toxler et al. m9 tambem constataram que as cepas de B. casei tendem a apresentar valores 
mais elevados de CIM para betalactamicos, e alguns isolados demonstraram CIM > 8 pg/m 1 para as cefalosporinas. Ambos os 
grupos de pesquisadores verificaram que B. casei apresenta CIM elevada para outras classes de farmacos, incluindo macrolidios, 
lincosamidas e fluoroquinolonas. Outros constataram que cepas de B. casei sao sensiveis a betalactamicos, aminoglicosidios, 
tetraciclinas, rifampicina, linezolida, vancomicina, teicoplanina, imipenem, meropenem e linezolida. ’ 8 Os isolados de B. otitidis de 
importancia clinica (do sangue e do liquido peritoneal) mostraram-se sensiveis a todos os agentes testados, incluindo penicilina, 
ampicilina, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrolidios, gentamicina, ciprofloxacino, linezolida e vancomicina. 257118 O isolado 
deR. iodinum, relatado por Antoniou etal. 4 " mostrou-se resistente a ampicilina, as cefalosporinas e a vancomicina, porem sensivel 
as fluoroquinolonas e a amicacina. 

Especies de Cellulomonas, Cellulosimicrobium e Oerskovia 

As especies de Cellulomonas sao microrganismos principalmente ambientais, que aparecem como pequenos bacilos corineformes 
delgados e irregulares, que adquirem uma fonna mais cocoide em cultures mais velhas. Trata-se de microrganismos gram-positivos 
(embora sejam facilmente descorados), nao acidorresistentes e que podem ser imoveis ou moveis, devido a presenqa de um unico 
flagelo polar ou alguns flagelos laterais. Em geral, as colonias desses microrganismos sao opacas, convexas e de pigmento amarelo. 
O peptidoglicano da parede celular pode conter L-omitina, mas carece de meso-DAP, glicina, lisina ou homosserina. Esses 
microrganismos apresentam metabolismo oxidativo ou fermentador; a maioria das cepas produz acido a partir da glicose em 
condiqoes tanto aerobias quanto anaerobias. As especies de Cellulomonas sao catalase-positivas, hidrolisam a celulose, o amido e a 
gelatina (reaqao fraca), reduzem o nitrato a nitrito e produzem DNase. O genero Cellulomonas inclui varias especies validas, que sao 
isoladas de varios ambientes (p. ex., solo, compostagem, agua).’ 81 O genero Cellulomonas (e Cellulosimicrobium) pertence ao filo 
Actinobacteria, classe Actinobacteria, subordem Micrococciniae da ordem Actinomycetales, familia Cellulomonadaceae. 

Algumas cepas dos grupos A-3 e A-4 corineformes dos CDC anteriores foram reclassificadas como especies de Cellulomonas 
que foram obtidas de amostras clinicas humanas. 381,389,478 Funke, Ramos e Collins examinaram isolados clinicos de amostras de LCR 
(dois isolados) e do sangue (dois isolados); ambos os isolados do LCR foram identificados pelas suas caracteristicas fenotipicas 
como grupo A-3 dos CDC, enquanto os isolados das hemoculturas foram identificados como grupo A-4 dos CDC. 381 Esses isolados 
foram comparados com cepas tipo das especies ambientais caracterizadas de Cellulomonas utilizando a analise do peptidoglicano e 
dos acidos graxos celulares, alem dos testes fenotipicos empregados para a caracterizaqao das bacterias corineformes. Os resultados 
dos testes fenotipicos para esses isolados nao corresponderam a nenhuma das especies de Cellulomonas existentes. Os quatro 
isolados clinicos continham L-omitina como diaminoacido do peptidoglicano, reforqando, assim, a sua afinidade com especies de 
Cellulomonas. O sequenciamento parcial dos rRNA 16S desses microrganismos validou ainda mais a semelhanqa com especies de 
Cellulomonas, e Funke et al. m propuseram formalmente a inclusao das cepas do grupo A-3 e de algumas cepas do grupo A-4 dos 


CDC em uma nova especie, Cellulomonas hominis. Esses microrganismos foram isolados de amostras de humor vitreo apos lesdes 
penetrantes ou transplantes de lente intraocular, hemoculturas associadas a sepse relacionada com o uso de cateter, endocardite de 
valva nativa e liquido cefalorraquidiano . ll3 '’ NM ' 4 s Em 2005, as seis cepas corineformes A-3 remanescentes ( i. e., dois isolados do 
sangue, um isolado do LCR, um isolado de homoenxerto de valva, um isolado de cisto pilonidal e um isolado de ferida de labio) 
foram incluidas na nova especie Cellulomonas denverensis. 142 C. denverensis tambem foi isolado de hemoculturas e culturas de bile 
de uma mulher de 82 anos de idade com colecistite aguda . 813 Em 2009, uma especie de Cellulomonas nao caracterizada foi isolada 
de varios conjuntos de hemoculturas de uma mulher de 78 anos de idade com endocardite complicada por osteomielite da coluna 
lombar . 623 

C. hominis e C. denverensis consistem em pequenos bacilos gram-positivos delgados e moveis. As colonias de ambos os 
microrganismos em SBA sao lisas, circulares, convexas e brancas; depois de 2 a 3 dias, observa-se o aparecimento de uma 
pigmentagao amarelo-palido a amarela. Ambas as especies sao catalase-positivas, hidrolisam a esculina, reduzem o nitrato a nitrito e 
sao urease-negativas. Ambas as especies produzem acido a partir de varios carboidratos, incluindo glicose, maltose, sacarose, xilose 
e lactose. O manitol nao e fermentado por essas especies. As duas especies podem ser diferenciadas pela fermentagao do sorbitol: C. 
denverensis produz acido a partir do sorbitol o que nao ocorre com C. hominis , 142 ' 381 Diferentemente das especies de Cellulomonas 
ambientais, C. hominis nao hidrolisa a celulose. As especies de Cellulomonas estao incluidas na base de dados do API® Coryne, 
porem esses microrganismos habitualmente produzem um numero cruzado com especies de Microbacterium. 

Tabela 14.11 Caracteristicas fenotlpicas para a identificagao de especies de Brevibacterium. 
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+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; +f = reagao positiva fraca ou lenta; V+ = reagao variavel, com a maioria das 
cepas positivas; V- = reagao variavel, com a maioria das cepas negativas; Dl = dados indisponiveis; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em 
SBA; N0 3 = redugao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; GEL = hidrolise da 
gelatina; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; (5-GAL = p-galactosidase; a-GLU = a- 
glicosidase; (3-GLU = p-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; NAGA = A/-acetil-P-D-glicosaminidase; GLI = glicose; CHO = carboidratos; CAS = 
caseina; XAN = xantina. 

O genero Cellulosimicrobium inclui os microrganismos anteriormente colocados no genero Oerskovia ( O. xanthineolytica e O. 
turbata) que foram subsequentemente transferidos para o genero Cellulomonas, com o nome de C. cellulomonas e C. turbata, 
respectivamente. A analise de dendrogramas de rDNA 16S forneceu evidencias de que “C. cellulans” divergia dos limites 
fllogeneticos do genero Cellulomonas e era um “vizinho filogenetico mais proximo” do genero Promicromonospora. Alem disso, a 
analise quimiotaxonomica da parede celular de “C. cellulans” mostrou que a cepa tipo e outras cepas dessa especie possuem um 
peptidoglicano do “tipo A4a”, uma caracteristica que nao e encontrada entre membros do genero Cellulomonas, incluindo “C. 
turbata”. Foi constatada a presenga de L-lisina como principal diaminoacido da parede celular de “C. cellulans”, enquanto outras 
especies de Cellulomonas contem L-omitina. A concordancia entre a posigao filogeneticamente distinta desse microrganismo no 
dendrograma rDNA 16S e as diferentes propriedades quimiotaxonomicas apresentadas por esse microrganismo justiflcaram a 
inclusao de “C. cellulans” no novo genero Cellulosimicrobium, sendo a especie tipo Cellulosimicrobium cellulans (“ Oerskovia 
xanthineolytica”). 993 Em 2006, Brown et al. m propuseram que alguns isolados clinicos de “C. turbata” fossem incluidos no genero 
Cellulosimicrobium, com base na sequencia do rRNA 16S e nos dados quimiotaxonomicos; essa especie e denominada 
Cellulosimicrobium funkei. Em 2007, uma terceira especie de Cellulosimicrobium, Cellulosimicrobium terreum, foi isolada de 
amostras de solo de Dokdo, na Coreia do Sul . 1233 A descripao desta ultima especie baseia-se em um unico isolado ambiental, e esse 
microrganismo nao cresce a 35°C ou acima dessa temperature. Em 2002, foi isolada outra especie de Cellulosimicrobium, C. 
variabile, do intestino posterior de um cupim, porem essa especie foi reclassificada como Isoptericola variabilis em 2004. 62,1055 

C. cellulans e encontrado no ambiente (solo, agua, grama cortada), como causa de infecgao em animais (p. ex., equinos) e como 
causa rare de infecgSes oportunistas, principalmente em hospedeiros imunocomprometidos, sendo o C. cellulans isolado com muito 
mais frequencia do que C. funkei. 41,124 C. cellulans foi relatado como causa rare de ceratite, endoftalmite, pneumonia, infecgao 
relacionada a protese articular, bacteriemia relacionada com o uso de cateteres, meningite associada a shunt ventriculoperitoneal e 
peritonite em pacientes submetidos a dialise peritoneal ambulatorial cr 5nica . 474,567,696,735,800,1000 A bacteriemia por C. cellulans 
tambem foi documentada em receptores de transplante de medula ossea, em pacientes com AIDS e pacientes com doenga hepatica 
subjacente . 304,705 Esses microrganismos podem contaminar solugoes de nutrigao parenteral total; essa capacidade so foi descoberta 
apos um paciente desenvolver sinais e sintomas de bacteriemia imediatamente apos infusao parenteral, com isolamento dos 
microrganismos de hemoculturas, do cateter venoso central associado e de uma amostra do suplemento nutricional . 453 Mais 
recentemente, C. cellulans foi isolado como causa de sepse neonatal com cultures negativas do LCR e da urina e como agente de 
bacteriemia relacionada com o uso de cateter venoso central em um menino de 13 anos de idade com volvulo intestinal e sindrome 
do intestino curto . 167,952 Foi descrita a ocorrencia de tenossinovite flexora piogenica do dedo medio direito e artrite septica do joelho 
por C. cellulans em dois pacientes, ambos os quais sofreram lesbes penetrantes do local envolvido, com corpos estranhos retidos, 
que atuaram como nicho da infecgao . 704,1122 Foram usados metodos moleculares com iniciadores universais baseados em sequencias 
conservadas do gene rrn (que codifica rRNA 16S) para amplificar um fragmento de 479 pares de bases de uma amostra de biopsia 
de lesao de lingua de um paciente com AIDS. No sequenciamento, o fragmento foi identico ao gene do rRNA 16S da cepa tipo de 
C. cellulans 491 C. cellulans tambem foi identificado como agente etiologico da endoftalmite pos-operatoria apos cirurgia de catarata 
em tres pacientes . 19 

C. funkei e isolado com menos frequencia do que C. cellulans e foi documentado como causa de bacteriemia relacionada com o 
uso de cateter de Broviac em uma crianga do sexo masculino de 3 anos de idade e como causa de endocardite em um homem de 68 
anos de idade, cuja valva da aorta foi substituida por um homoenxerto de valva cardiaca, devido a ocorrencia de insuficiencia aortica 
grave associada a espondilite anquilosante . 666,910 Em 1996, esse microrganismo foi descrito como causa de bacteriemia (juntamente 
com Comomonas acidovorans ) em um paciente com AIDS . 62 Mais recentemente, a bacteriemia por C. funkei e, possivelmente, a 
endocardite de protese valvar foram relatadas em um homem de 81 anos de idade que foi submetido a substituigao de valva de aorta 
de tecido havia 7 meses, devido a estenose aortica, bem como de um paciente com peritonite . 100,865 

C. cellulans forma colonias lisas, brilhantes e continuas, com intensa pigmentagao amarela (Prancha 14.7 C). As afmidades do 
microrganismo com actinomicetos manifestam-se pela produgao de um substrato de “micelio”, que se fragmenta em bacilos 
irregulares, curvos e em forma de clava, dispostos em formas de V e em “caracteres Chineses”. Apos exaustao dos carboidratos 
fermentaveis, do meio em caldo, esses microrganismos em forma de bacilo transformam-se em bacilos ainda mais curtos e formas 
cocoides. Esses microrganismos sao bioquimicamente ativos e estao incluidos na base de dados dos sistemas API® Coryne e IDS 
RapID® CB-Plus para a identificagao de bacterias corineformes. Os biocodigos comuns do API® Coryne para C. cellulans sao 



3552727, 7552727, 3572727 ou 7572727 (Prancha 14.7 D ). 952 Tanto C. cellulans quanto C. funkei hidrolisam a caseina, porem 
apenas C. cellulans hidrolisa a xantina. Alem disso, C. cellulans cresce a 42°C, o que nao ocorre com C. funkei. A MALDI-TOF- 
MS tem sido utilizada com sucesso para a identificagao de C. cellulans f )A 

C. cellulans e C. funkei mostram-se variaveis na sua sensibilidade a agentes antimicrobianos. Embora se tenha relatado a 
sensibilidade de muitos isolados a penicilina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, SXT, 
ciprofloxacino e vancomicina, foram tambem relatadas cepas resistentes a esses farmacos . 735,1122 O isolado do caso de sepse neonatal 
descrito em 2010 foi resistente a penicilina, ampicilina, cefotaxima, clindamicina, ciprofloxacino e eritromicina, porem mostrou-se 
sensivel a linezolida, rifampicina, SXT e vancomicina utilizando os padrSes de CLSI para especies de Corynebacterium . 167,2 14 Na 
descrigao de especie de C. funkei, todos os 13 isolados avaliados mostraram-se sensiveis a ampicilina, amoxicilina-clavulanato, 
ceftriaxona, claritromicina, minociclina e vancomicina . 143 O isolado do sangue C. funkei descrito por Petkar et a /. 865 mostrou-se 
resistente a penicilina, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacino, rifampicina, SXT e imipenem, porem sensivel a vancomicina e 
gentamicina. A linezolida e a vancomicina podem ser consideradas os farmacos de escolha para infecgoes causadas por C. cellulans 
e C. funkei. 10 * Foi relatada uma resistencia de alto nivel a vancomicina e a teicoplanina em um isolado clinico de C. funkei. 881 Foi 
constatado que essa resistencia a glicopeptidios resulta da modificagao da estrutura do peptidoglicano da parede celular relacionada 
com a presenga de sequencias do gene vanA semelhantes aquelas encontradas em cepas de Enterococcus faecium resistentes a 
vancomicina. O tratamento de algumas infecgoes por C. cellulans exigiu a retirada de corpos estranhos, de modo a obter cura com 
os farmacos apropriados . 1122 

Os membros do genero modificado Oerskovia apresentam hifas vegetativas ramificadas que penetram no agar e se fragmentam 
em elementos moveis semelhantes a bacilos . 1054 Nos esfregagos, os microrganismos aparecem como bacilos corineformes. Esses 
microrganismos podem ou nao ser moveis. Sao catalase e oxidase-positivos e facultativos em relagao ao oxigenio, embora algumas 
cepas possam ser estritamente aerobias. Os principals acidos graxos, a composigao de isoprenoide quinona e outras caracteristicas 
do genero sao apresentados na Tabela 14.5. O. enterophila e isolado de insetos e anteriormente eram uma especie de 
Promicromonospora, enquanto O. jenensis e O. paurometabola sao isolados do solo. 

Especies de Dermabacter e Helcobacillus 

Em 1988, Jones e Collins descreveram quatro cepas de bacterias corineformes, isoladas exclusivamente da pele humana . 557 As 
paredes celulares desses isolados continham meso- DAP, alanina e acido glutamico, porem careciam de acidos micolicos . 150 Essas 
bacterias tambem continham acidos graxos celulares predominantemente ramificados, uma caracteristica observada apenas em 
especies de Brevibacterium e no microrganismo ambiental Brachybacterium faecium. Os microrganismos eram fermentadores (mas 
nao oxidativos como as especies de Brevibacterium e Brachybacterium) e produziam acido a partir de varios carboidratos. Foi 
proposto o nome de Dermabacter hominis para essas cepas. O exame subsequente de isolados do grupo 3 e do grupo 5 dos CDC, 
obtidos de amostras clinicas humanas, estabeleceu que esses dois grupos dos CDC eram identicos a cepa tipo de Dermabacter 
hominis descrita por Jones e Collins. 94,386,557 D. hominis foi isolado de uma variedade de amostras clinicas, incluindo sangue, tecido 
pulmonar, abscessos, LCR, liquido peritoneal, conjuntiva, osteomielite do calcaneo e infecgao de enxertos vasculares . 420,447,1138 Em 
1998, Bavbek et a /. 76 descreveram um receptor de transplante renal que apresentou uma massa cerebral com realce de contraste, que 
demonstrou ser um abscesso cerebral causado por D. hominis. D. hominis tambem foi isolado como causa de peritonite em um 
paciente submetido a CAPD e foi coisolado com S. aureus e Finegoldia magna de um abscesso recorrente . 718,892 Um microrganismo 
semelhante a Dermabacter foi isolado por Renvoise et a /. 91 de uma lesao semelhante a eritrasma em um homem de 58 anos de 
idade. Os microrganismos exibiram uma semelhanga de 95,1% com D. hominis e representaram um novo genero e especie. Esse 
microrganismo foi denominado Helcobacillus massiliensis. Ambas as especies sao classificadas na familia Dermatobacteriaceae, 
subordem Micrococcineae, ordem Actinomycetales, classe Actinobacteria no filo Actinobacteria. 

D. hominis e H. massiliensis sao bacilos corineformes catalase-positivos, nao hemoliticos e imoveis. No esfregago corado pelo 
metodo de Gram, ambos os microrganismos aparecem cocobacilares ou cocoides. Em geral, as colonias de D. hominis sao brancas, 
convexas e possuem consistencia cremosa ou ligeiramente viscosa. Depois de 48 horas de incubagao, as colonias medem 
habitualmente cerca de 1,5 mm de diametro. H. massiliensis tambem forma colonias brilhantes, brancas, lisas e nao hemoliticas em 
SBA. D. hominis nao reduz o nitrato nem produz pirazinamidase e e PYR-positivo, enquanto H. massiliensis reduz o nitrato a 
nitrito, e pirazinamidase-positivo e PYR-negativo. Essas especies tambem produzem acido a partir de diferentes carboidratos. D. 
hominis esta incluido na base de dados do API® Coryne. Outras caracteristicas fenotipicas desse microrganismo e de H. 
massiliensis sao apresentadas na Tabela 14.12. 

Especies de Exiguobacterium 

As especies de Exiguobacterium sao bacilos corineformes curtos e irregulares, que demonstram um ciclo acentuado de bacilo a coco 
no seu crescimento. Caracterizam-se pela formagao de colonias amarelas ou laranja palido em meio agar e sao facultativas e de 
metabolismo fermentador . 227 Nao ha acidos micolicos, e a L-lisina e o diaminoacido do peptidoglicano. As especies de 
Exiguobacterium sao catalase-positivas, moveis e assemelham-se a especies de Microbacterium e Oerskovia, apesar de diferirem 
nos acidos graxos da parede celular. Foram descritas mais de 14 especies de Exiguobacterium, todas alcalifllicas, halotolerantes e 
encontradas no meio ambiente. E. aurantiacum e E. acetylicum sao as duas especies previamente isoladas de amostras clinicas 
humanas (p. ex., pele, feridas, liquido cefalorraquidiano ).' 89 E. aurantiacum foi isolado de hemoculturas de seis pacientes em 
Londres, no decorrer de um periodo de 10 anos; tres desses pacientes tinham mieloma, e um deles tinha endocardite . 873 E. 


acetylicum foi isolado de hemoculturas como causa de bacteriemia relacionada com o uso de cateter em uma mulher idosa . 555 Em 
2006, uma especie de Exiguobacterium sem nome foi isolada de uma hemocultura de um paciente em Belfast. Esse isolado foi 
identificado incorretamente como C. cellulans pelo sistema API® Coryne e confirmado como especie de Exiguobacterium pelo 
sequenciamento do rRNA 16S. 552 Essas bacterias formam colonias amarelo-claro, amarelo intenso ou laranja em SBA. Ambos os 
microrganismos sao catalase-positivos e produzem acido a partir de uma variedade de carboidratos. As propriedades fenotipicas de 
E. acetylicum eE. aurantiacum sao apresentadas na Tabela 14.13. 

Especies de Leifsonia 

Durante uma investigagao taxonomica de microrganismos isolados de galhas de raizes de gramineas induzidas por um nematodeo de 
vida livre, Evtushenko eta /.' 15 identificaram um grupo de bacterias corineformes, que se assemelhavam fenotipicamente a bacteria 
corineforme movel historicamente denominada “C. aquaticum”. Embora considerado ha muito tempo como especie de 
Corynebacterium, certas propriedades (p. ex., motilidade e metabolismo oxidativo dos carboidratos) servem para excluir esse 
microrganismo desse genero. As cepas anteriormente denominadas “C. aquaticum ” tambem continham acido DL-2,4- 
diaminobutirico na parede celular, assim como os isolados das galhas de raizes de gramineas. Esse diaminoacido incomum tambem 
e encontrado nas paredes celulares das especies de Clavibacter. Uma analise mais detalhada dos isolados das galhas de raizes de 
gramineas, das cepas de referenda de “C. aquaticum ” e das especies existentes de Clavibacter estabeleceu que esses 
microrganismos apresentam uma relapao quimiotaxonomica e filogenetica. O genero Lefsonia foi criado para acomodar as especies 
de Clavibacter, anteriormente descritas, o isolado das galhas das raizes de gramineas e “C. aquaticum ”. Por conseguinte, o genero 
Leifsonia e constituido de L. xvli subesp. xyli e L. xyli subesp. cynodontis (anteriormente especie de Clavibacter), L. poae (o isolado 
das galhas de raizes de Poa annua induzidas pelo nematodeo Subanguina radicola ) e L. aquatica (“C. aquaticum’'). 1071 


Tabela 14.12 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Cellulomonas, Cellulomonas hominis, 
especies de Cellulosimicrobium , Dermabacter hominis e Helcobacillus massiliensis. 
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+ = reapao positiva; - = reapao negativa; V = reapao variavel; V+ = reapao variavel, com a maioria das cepas positivas; V- = reapao variavel, 
com a maioria das cepas negativas; Dl = dados indisponiveis; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em agar-sangue de carneiro; N0 3 = 
redupao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; GEL = hidrolise da gelatina; 
MOT = motilidade; GEL = hidrolise da gelatina; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; P-GAL 
= 3-galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; 3-GLU = 3-glicosidase; p-GUR = P-glicuronidase; NAGA = W-acetil-P-D-glicosaminidase; GLI = 
glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose, LAC = lactose; MNTL = manitol; SBTL = sorbitol; XIL = xilose; RIB = ribose; GLIG = glicogenio; CAS 
= caseina; XAN = xantina; HYPX = hipoxantina; TYR = tirosina; STA = amido. 


Tabela 14.13 Caracteristicas fenotipicas para a identificagao de especies de Exiguobacterium, Leifsonia aquatica, 
especies de Microbacterium e especies de Turicella. 



Exiguobacterium Exiguobacterium Leifsonia Microbacterium Microbacterium Microbacterium 

Microbacterium Microbacterium Turicella 
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+ = reapao positiva; - = reapao negativa; V = reapao variavel; V+ = reapao variavel, com a maioria das cepas positivas; V- = reapao variavel, 
com a maioria das cepas negativas; +1 = reapao positiva lenta; Dl = dados indisponiveis; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = 
redupao do nitrato; PYZ = pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; GEL = hidrolise da gelatina; 
MOT = motilidade; LAP = leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; (3-GAL = p-galactosidase; a-GLU = 
a-glicosidase; P-GLU = p-glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; NAGA = A/-acetil-p-D-glicosaminidase; Ferm = produpao fermentadora de 
acido; Oxid = produpao oxidativa de acido; Nsac = nao sacarolitica; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose, LAC = lactose; MNTL = 
manitol; XIL = xilose; RAF = rafinose; CAS = caseina; XAN = xantina; TYR = tirosina; STA = amido; ARAB = arabinose. 

L. aquatica foi descrita como causa rara de infecpoes em seres humanos, incluindo bacteriemia, endocardite, infecpao de 
dispositivos de acesso, meningite, peritonite associada a dialise peritoneal ambulatorial cronica, infecpoes de ferida e 
ITU. 80,168,346,638,772 Foram descritos dois pacientes imunocomprometidos com bacteriemia relacionada com cateter venoso central 
(CVC) causada por L. aquatica. 4713 ’ 1061 Na Italia, C. aquaticum foi isolado de hemoculturas de 10 pacientes em um grupo de casos de 
bacteriemia relacionada com CVC em uma unidade de hemodialise. 251 As colonias de L. aquatica sao opacas, butiraceas e de 
pigmentapao amarela; a pigmentapao aumenta com a idade da cultura. Alguns isolados podem aparecer mucoides, e, na colorapao de 
Gram, os microrganismos podem aparecer como bacilos gram-positivos curvos em massas emaranhadas. N 8 As celulas sao moveis 
tanto a 35 a 37°C quanto em temperatura ambiente por meio de flagelos peritriquios longos. O microrganismo exibe um ciclo de 
bacilo a coco, de modo que, em culturas mais velhas, predominam as celulas cocoides. L. aquatica e uma especie aerobia e catalase 
e oxidase-positiva (a maioria das outras corinebacterias e oxidase-negativa) (Tabela 14.13). Ocorre produpao oxidativa de acido a 
partir da glicose, sacarose, frutose, arabinose, galactose e manose. O microrganismo e urease-negativo, e nao ocorre hidrolise da 
esculina. No passado, algumas especies de Microbacterium isoladas de amostras clinicas humanas foram identificadas de modo 
incorreto como “C. aquaticum”. 390 ' 44 ' L. aquaticum esta na base de dados do sistema API® Coryne, porem alguns biocodigos 
produzem numeros cruzados com especies de Microbacterium (i. e., biocodigo 247004). Em um relato, o sistema API® Coryne 
identificou esse microrganismo como “Microbacterium/Leifsonia aquatica, com probabilidade de 98,7%”. 878 Em virtude de seu 



metabolismo oxidativo, os testes de acidificagao de carboidratos podem ser negativos ou podem nao ser interpretaveis depois de 24 
horas de incubagao. A hidrolise da caseina e das gelatinas mostra-se util para diferenciar possiveis especies de Microbacterium 
(positivas para hidrolise da gelatina e da caseina) de “C. aquaticum” (negativas para hidrolise da gelatina e da caseina). L. aquatica 
tambem produz uma acentuada atividade de DNase. Outras especies de Leifsonia (i. e., L. cynodontis, L. rubra, L. aurea, L. 
shinshuensis, L. naganoensis) sao isolados ambientais e nao foram obtidas de amostras clinicas humanas. 91)411171 O isolado de 
hemocultura descrito por Porte et al. sls foi testado no instrument) de espectrometria de massa por MALDI-TOF (Bruker Daltronics, 
Bremen, Alemanha) e forneceu uma identificagao de Leifsonia, em nivel de genero apenas; a repetigao do teste nao forneceu 
nenhuma identificagao. Entretanto, por ocasiao do teste, a base de dados de Bruker continha apenas a cepa tipo de L. aquatica. Os 
isolados de L. aquatica tendem a exibir uma sensibilidade intermediaria a vancomicina.’ 89 Historicamente, esse microrganismo 
apresentou CIM 90 para vancomicina de 8 pg/m £ e isolados recentes tiveram CIM de 4 pg/m £ . 878,1067 E tambem comum haver 
resistencia a penicilina e a outros betalactamicos. 

Especies de Microbacterium 

As especies de Microbacterium sao pequenos bacilos gram-positivos, de formato irregular, catalase-positivos e aerobios 
obrigatorios, que crescem com uma morfologia “difteroide” tipica. Podem ser imoveis ou moveis, com urn a tres flagelos, e o seu 
metabolismo e oxidativo e aerobio, embora algumas especies possam ser fermentadoras. Diferentemente das especies de 
Cellulomas, Microbacterium nao hidrolisa a celulose. Em lugar de meso-DAP, esses microrganismos contem os diaminoacidos D- 
ornitina ou lisina em suas paredes celulares e apresentam “glicina-glicina-lisina” ou “glicina-lisina” como ligagao cruzada 
interpeptidio no peptidoglicano da parede celular. Alem de D-omitina e glicina, a parede celular tambem contem alanina, acido 
glutamico e homosserina. Diferentemente das especies de Corynebacterium, a arabinose, a galactose e os acidos micolicos nao sao 
componentes da parede celular. Em 1998, Takeuchi e Hitano analisaram as especies existentes de Microbacterium e Aureobacterium 
utilizando o sequenciamento do rRNA 16S e constataram que as especies desses dois generos formavam uma associagao intermista 
monofiletica. 98 " Essa caracteristica e outras caracteristicas fisiologicas e quimiotaxonomicas levaram a unificagao desses generos em 
um genero redefmido de Microbacterium. 1087 Todas as especies de Microbacterium (e especies de Aureobacterium anteriores) estao 
amplamente distribuidas no ambiente (;'. e., alimentos, plantas, solo, esgoto, insetos). 

Foram isoladas especies de Microbacterium a partir de amostras clinicas humanas, e alguns isolados anteriormente dos grupos 
A-4 e A-5 corineformes dos CDC foram incluidos no genero Microbacterium, com base em analises fenotipicas, 
quimiotaxonomicas e genotipicas. Funke et al? M examinaram 22 cepas de bacilos gram-positivos com pigmento amarelo e laranja 
por uma variedade de tecnicas quimiotaxonomicas e fenotipicas. As cepas incluiram cepas tipo Microbacterium, isolados do meio 
ambiente e 13 isolados (10 obtidos do sangue). Todas essas cepas consistiram em especies de Microbacterium pela analise de sua 
parede celular; tres isolados clinicos foram fenotipicamente identicos a M. imperiale, enquanto outros dois foram identicos a cepa 
tipo M. arborescens. Os isolados clinicos remanescentes nao exibiram nenhuma semelhanga fenotipica com qualquer outra especie 
reconhecida de Microbacterium, embora fossem especies de Microbacterium com base em analise qumiotaxonomica. Em 2010, um 
isolado com 96% de homologia de sequencia do rDNA com M. arborescens foi obtido do liquido peritoneal de uma mulher de 57 
anos de idade com doenga renal terminal submetida a dialise peritoneal ciclica continua. 7 O isolado demonstrou ser resistente a 
clindamicina e eritromicina e sensivel aos betalactamicos, ao ciprofloxacino, a linezolida, a rifampicina e a vancomicina. 

As especies de Microbacterium tern sido associadas a infecgoes humanas graves, incluindo uma infecgao disseminada fatal em 
um homem de 75 anos de idade e bacteriemia persistente em consequencia de celulite em um homem de 39 anos de idade com LMA 
e porfiria cutanea tardia. 806,989 Neste ultimo caso, o isolado foi resistente a vancomicina. Esses microrganismos tambem foram 
associados a bacteriemia hospitalar e bacteriemia relacionada com o uso de cateteres em pacientes com leucemia, bem como a 
contaminagao de produtos de celulas-tronco do sangue periferico infundidos em receptores de transplante. 8,27,154,501,641 Laffineur et 
al , 624 descreveram um isolado corineforme com pigmento amarelo que foi obtido de hemoculturas de uma crianga com leucemia. As 
comparagoes geneticas e quimiotaxonomicas com especies existentes de Microbacterium levaram a caracterizagao de 
Microbacterium paraoxvdans, outra especie nova de Microbacterium. M. paraoxvdans tambem foi associada a bacteriemia 
relacionada com o uso de cateter venoso central.' 12 Funke et al? 6% na Suiga e na Alemanha descreveram um paciente com 
endoftalmite causada por uma especie de Microbacterium apos lesao ocular penetrante. Filogeneticamente, o microrganismo foi 
associado a especies reconhecidas de Microbacterium, sugerindo que o isolado pode representar, na realidade, outra especie nova de 
Microbacterium. 368 O isolado foi sensivel a cefazolina, cefotetana, ciprofloxacino, clindamicina, imipenem, piperacilina, 
teicoplanina e vancomicina, porem demonstrou ser resistente a gentamicina e a tobramicina. Em 2006, uma nova especie de 
Microbacterium foi isolada do escarro de um receptor de transplante cardiaco, e acreditou-se que tenha sido a causa de inflamagao 
pulmonar intersticial e derrame pleural. Esse isolado demonstrou uma semelhanga de sequencia do rRNA 16S de mais de 98% com 
outras oito especies de Microbacterium, incluindo M. oxvdans e M. paraoxvdans f"' Dois novos bacilos gram-positivos isolados de 
hemoculturas em 1976, 1977 e 2007 foram analisados por abordagens genotipicas e quimiotaxonomicas, e foi constatado que 
representam duas novas especies de Microbactei-ium; as cepas de 1976/1977 foram denominadas Microbacterium binotii enquanto o 
isolado de 2007 foi denominado Microbacterium pvrexiae. 213,610 Em 2008, Gneiding, Frodl e Funke caracterizaram 50 especies de 
Microbacterium isoladas de uma variedade de amostras clinicas humanas no decorrer do ultimo periodo de 5 anos utilizando 
metodos moleculares, geneticos e fenotipicos. 411 Em seu estudo, os 50 isolados representaram 18 especies diferentes, com 3 especies 
(M. oxydans, M. paraoxvdans e M. foliorum ) constituindo mais da metade dos isolados. Quatro isolados pertenciam a especies 
nunca antes isoladas de seres humanos, enquanto dois isolados representaram especies nao descritas. 


As especies de Microbacterium formam colonias com pigmento amarelo-esbranquigado, amarelo ou laranja em SBA (Prancha 
14.7 E). Todas as especies sao catalase-positivas, e algumas especies (M. arborescens, M. imperiale, M. paraoxydans) sao moveis. 
A maioria das especies hidrolisa a esculina, mas nao a ureia. Ocorre produgao oxidativa ou fermentadora de acido a partir de uma 
variedade de carboidratos. Os membros originais do genero Microbacterium tendem a ser fermentadores, enquanto as especies 
antigas de Aureobacterium sao mais oxidativas na sua utilizagao de carboidratos. As especies de Microbacterium estao incluidas na 
base de dados do sistema API® Coryne, porem sao necessarios testes adicionais para diferencia-las das especies de Cellulomas e de 
L. aquatica. A acidificagao dos carboidratos pode nao ser evidente depois de 24 horas de incubagao. Os biocodigos do API® 
Coryne (0470004, 0452004, 0472004, 0570004, 0572004) incluidos na base de dados habitualmente produzem numeros cruzados 
com “Z. aquaticum ” (Prancha 14.7 F). Pode ser necessaria uma incubagao alem de 24 horas para determinar a acidificagao dos 
carboidratos. Dados fenotipicos adicionais sao encontrados na Tabela 14.13. As especies de Microbacterium podem variar na sua 
sensibilidade a varios agentes antimicrobianos. Entre os 50 isolados examinados por Gneiding et al.f 100% mostraram-se 
sensiveis ao meropenem e a linezolida, 98% foram sensiveis a vancomicina e a doxiciclina e 56% sensiveis ao ciprofloxacino. 
Quanto aos betalactamicos, 78% foram sensiveis a penicilina, e 72%, a cefotaxima. Os isolados clinicos individuals de relatos de 
casos geralmente foram multissensiveis, embora se tenha constatado uma resistencia aos aminoglicosidios, aos macrolidios e a 
eritromicina em varios isolados clinicos. 7,312,368,406 

Especies de Turicella 

Em 1993, Simonet et al., 1020 na Franga, relataram o isolamento de um microrganismo corineforme em cultura pura de liquido de 
orelha media coletado por timpanocentese de criangas com otite media aguda. Esses isolados continham meso- DAP, arabinose e 
galactose nas paredes celulares, porem foi constatada a ausencia de acidos corinemicolicos. Os isolados formaram colonias 
convexas, esbranquigadas, cremosas e nao hemoliticas em agar-sangue, que se tomaram amareladas com a idade. A morfologia 
dessas colonias foi nitidamente diferente das colonias planas, branco-acinzentadas e nao hemoliticas produzidas por subespecies de 
C. afermentans ou das colonias convexas, secas, aderentes e ligeiramente amareladas de C. auris, microrganismos corineformes que 
foram associados a otite media aguda e cronica. 373,931 Na analise quimiotaxonomica, os padrSes de menaquinona celular desse 
isolado da orelha media tambem foram diferentes das duas especies de Coiynebacterium. Embora esses microrganismos tenham 
produzido colonias de morfologia acentuadamente diferente, as duas especies de Corynebacterium e o terceiro isolado apresentaram 
caracteristicas fenotipicas identicas. Hoje em dia, esses isolados da orelha media foram incluidos no novo genero Turicella 
(referindo-se a Turicum, o nome latim para Zurique, Suiga, onde foram coletados os primeiros isolados), com a denominagao 
Turicella otitidis f Desde a sua descrigao, T. otitidis foi isolada de outras infecgoes de cabega e pescogo (p. ex., abscesso auricular 
posterior), bem como de hemoculturas. 252,687,921 

Na coloragao pelo metodo de Gram, T. otitidis aparece como bacilos longos, e, em culture, as colonias desse microrganismo sao 
branco-acinzentadas, convexas e com bordas continuas. As colonias em SBA medem 1,5 a 2 mm de diametro depois de 48 horas de 
incubagao. T. otitidis nao necessita de lipidios para o seu crescimento. Todos os isolados de T. otitidis produzem o biocodigo numero 
2100004 no sistema API® Coryne, indicando resultados positivos para pirazinamidase, fosfatase alcalina e catalase e testes 
negativos para a fermentagao de glicose, ribose, xilose, manitol, maltose, lactose, sacarose e glicogenio, nitrato redutase, urease, 
hidrolise da esculina, (3-glicuronidase, (3-galactosidase, a-glicosidase, hidrolise da esculina, urease e hidrolise da gelatina (Tabela 
14.13). Essas caracteristicas fenotipicas assemelham-se aquelas de C. afermentans subesp. afermentans e C. auris. T. otitidis, C. 
afermentans subesp. afermentans e C. auris podem ser diferenciadas de maneira mais eficiente por analise genetica e 
quimiotaxonomica. Entretanto, Renaud et a/. 913 demonstraram que a morfologia das colonias, o teste CAMP, determinadas 
atividades enzimaticas (p. ex., LAP, DNase) e a assimilagao de substratos de carbono sao uteis para distinguir essas especies. As 
colonias de T. otitidis sao de consistencia cremosa e amarelo palido, enquanto as colonias de C. auris e C. afermentans sao 
ligeiramente amareladas e aderentes (C. auris) ou planas, lisas e branco-acinzentadas (C. afermentans). T. otitidis e DNase-positiva, 
enquanto C. afermentans subesp. afermentans e C. auris sao DNase-negativas. Tanto T. otitidis quanto C. auris sao LAP-positivas, 
enquanto C. afermentans e LAP-negativa. Por fim, T. otitidis e C. auris sao positivas no teste CAMP, enquanto essa caracteristica e 
variavel para C. afermentans. Os isolados de T. otitidis mostram-se sensiveis a ampicilina, cefalosporinas, ciprofloxacino, 
gentamicina, rifampicina, tetraciclinas, vancomicina e linezolida; algumas cepas exibem resistencia a clindamicina, eritromicina e 
azitromic ina. 3 80,418,934 

Especies de Rothia 

As especies de Rothia sao membros do filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem 
Actinomycetalis, subordem Micrococcineae, familia Micrococcaceae. Essa familia tambem inclui os generos Micrococcus, 
Arthrobacter, Kocuria, Stomatococcus e Nesterenkonia. Antes de 2000, o genero Rothia era constituido de uma unica especie, 
Rothia dentocariosa. Com base no sequenciamento do rDNA 16S e nos dados quimiotaxonomicos, Stomatococcus mucilaginosus, o 
coco gram-positivo catalase-variavel encontrado na orofaringe humana, foi transferido para o genero Rothia, com a denominagao de 
Rothia mucilaginosa. 92 ' 225 Foi descrita ao mesmo tempo uma terceira especie do genero, denominada Rothia nasimurium, que e 
encontrada na parte anterior das narinas de camundongos. Em 2004, um novo microrganismo gram-positivo cocobacilar foi isolado 
do ar e de amostras de agua de condensagao da estagao espacial russa Mir, e esse microrganismo foi denominado Rothia aeria. 613 
Duas outras especies ambientais foram caracterizadas em 2002 e 2008, respectivamente. Rothia amarae foi isolada do lodo de 
esgoto na China, enquanto Rothia terrae foi isolada de amostra de solo de Taiwan. 202,319 Enquanto R. mucilaginosa, R. nasimurium, 


R. aeria e R. teirae sao cocos gram-positivos, R. dentocariosa e um bacilo corineforme gram-positivo que possui ramificagao 
rudimentar, embora em culturas em caldo mais velhas possam predominar celulas cocoides. R. dentocariosa nao produz quantidades 
significativas de acido succinico a partir da glicose, uma caracteristica que diferencia esse microrganismo de especies de 
Actinomyces facultativas. A semelhanga das corinebacterias e dos actinomicetos aerobios, esses microrganismos sao catalase- 
positivos e tendem a crescer melhor em condigdes aerobias. Entretanto, diferentemente das especies de Nocardia, esses 
microrganismos sao fermentadores, o que facilita a sua identificagao por testes fenotipicos rotineiramente usados para especies de 
Corynebacterium e para os grupos corineformes ja descritos. 

Rothia dentocariosa faz parte da flora gengival e orofaringea humana normal e pode ser isolada da saliva e da placa 
supragengival. Durante as decadas de 1950 e 1960, o Special Bacteriology Branch dos CDC fez a coleta de varios isolados, cuja 
maior parte foi obtida de abscessos, amostras das vias respiratorias, cistos pilonidais, liquido cefalorraquidiano, urina e sangue. R. 
dentocariosa tem sido mais frequentemente associada a endocardite tanto de valvas nativas quanto de proteses valvares. 111 ' 131 ' 615 ' 1002 
Em varios casos, essa infecgao foi associada a complicagdes graves e potencialmente fatais, incluindo infecgoes de multiplas valvas 
cardiacas e desenvolvimento de abscessos da raiz aortica e paravalvares. 340,615,1066 As infecgoes valvares podem resultar em grandes 
vegetagoes, que podem levar ao desenvolvimento de infartos pulmonares, hemorragias intracranianas e abscessos cerebrais. 538,922,961 
Foi tambem relatada a ocorrencia de bacteriemia sem endocardite em adultos, criangas e recem-nascidos. 965,1010,1223 Shin et al. mo 
relataram o caso de um recem-nascido com sindrome de aspiragao de meconio que desenvolveu bacteriemia por esse microrganismo 
em 2004; posteriormente, em 2007, essa mesma especie foi isolada de uma cultura de sangue fetal que tambem estava envolvida na 
aspiragao de meconio. As criangas e adultos imunocomprometidos submetidos a quimioterapia citotoxica correm risco aumentado 
de sepse e bacteriemia por esse microrganismo, particularmente na presenga de mucosite ou dentigao precaria. 1196 Foi estabelecido o 
diagnostico de artrite septica causada por R. dentocariosa em um paciente com artrite reumatoide tratado com etanercepte, um 
farmaco que coloca o paciente em risco aumentado de infecgao. 324 Outros relatos de casos documentaram R. dentocariosa como 
causa de endoftalmite, ulcera de cornea, osteomielite vertebral com abscesso paraespinal e peritonite associada a dialise peritoneal 
ou ambulatorial cronica. 580,702,776,778 Apesar de rara, R. dentocariosa tambem foi reconhecida como causa de pneumonia em 
pacientes com doengas subjacentes graves, incluindo LMA e adenocarcinoma de pulmao. 984,1174 

R. mucilaginosa e R. aeria tambem constituent causas raras de infecgao. Surpreendentemente, R. mucilaginosa foi isolada de 
varios casos de meningite em pacientes com LLA, LMA, mieloma multiplo e linfoma nao Hodgkin. 6511 R. mucilaginosa foi isolada 
como causa de meningite em dois pacientes pediatricos submetidos a transplante de celulas-tronco e como causa de bacteriemia 
associada a dermatite granulomatosa infecciosa em um homem com LMA. 650,774 A bacteriemia causada por esse microrganismo 
tambem foi documentada em uma crianga com sindrome de Shwachman-Diamond, um disturbio multissistemico autossomico 
recessivo raro que provoca disfungao da medula ossea, imunodeficiencia e deficiencia de neutrofilos, levando a infecgoes 
recorrentes. 1134 Em dois pacientes idosos com historia de diabetes melito e hipertensao arterial, foi relatada a ocorrencia de artrite 
septica e infecgao tardia de artroplastia de protese de quadril por R. mucilaginosa. 566 ’ 511 Esse microrganismo tambem foi isolado do 
liquido peritoneal de um paciente em CAPD. 504 R. mucilaginosa e habitualmente sensivel a maioria dos agentes antimicrobianos, 
incluindo vancomicina, rifampicina e linezolida, embora isolados ocasionais possam ser resistentes a penicilina ou a clindamicina. O 
primeiro isolamento de R. aeria de seres humanos foi de uma hemocultura de recem-nascido cuja mae foi submetida a extragao 
dentaria sem profilaxia antimicrobiana 4 dias antes do parto. 77 " Posteriormente, R. aeria foi isolada de uma amostra de escarro 
obtida de um paciente diabetico com bronquite aguda que estava sendo tratado com etanercepte para artrite reumatoide, bem como 
do liquido articular de uma mulher idosa com abscessos de dentes, que tambem estava sendo tratada com metotrexato e prednisona 
para a artrite reumatoide. 752,1156 Todos os tres isolados mostraram-se sensiveis a todos os agentes testados, incluindo vancomicina e 
linezolida, com excegao de um isolado que demonstrou resistencia ao ofloxacino e um segundo isolado resistente a clindamicina. 

Os microrganismos corineformes fermentadores do grupo 4 dos CDC estao estreitamente relacionados com R. dentocariosa. 
Esses microrganismos foram isolados principalmente de amostras do trato geniturinario feminino, embora nao se tenha relatado 
nenhuma infecgao humana especifica causada por isolados do grupo 4 dos CDC. Daneshvar et a/. 253 nos CDC investigaram varios 
isolados formadores de colonias negras, que foram provisoriamente classificados como bacterias do grupo 4. Esses microrganismos 
foram divididos em dois grupos pela analise genetica molecular. Um grupo (incluindo apenas um isolado do trato genital) foi mais 
estreitamente relacionado com R. dentocariosa enquanto o segundo grupo, incluindo isolados obtidos principalmente de amostras do 
trato genital feminino, foi estreitamente relacionado com C. aurimucosum, uma especie de Corynebacterium mais recentemente 
descrita e isolada predominantemente do trato genital feminino (Boxe 14.4). Esse estudo levou a revisoes das descrigoes as especies 
de C. dentocariosa e C. aurimucosum para incluir variantes que fonnam colonias de cor preto-carvao em meios de agar. Em 
consequencia, as morfologias das colonias de R. dentocariosa incluem colonias de cor branca semelhante a osso, esbranquigadas ou 
preto-carvao que sao secas, rugosas e aderentes ou lisas e continuas. As colonias de C. aurimucosum sao viscosas, branco- 
amareladas ou preto-carvao. A Tabela 14.14 fornece as caracteristicas fenotipicas de R. dentocariosa e C. aurimucosum para 
comparagao, de modo a ajudar a identificagao das bacterias corineformes que formam colonias com pigmento preto-carvao. “C. 
nigricans” e identico a C. aurimucosum e e um sinonimo posterior para descrever o mesmo microrganismo. 253 

As semelhangas de R. dentocariosa com outros actinomicetos aerobios sao evidentes no exame da morfologia das colonias. 
Depois de 72 horas de incubagao a 35 a 37°C em C0 2 , aparecem colonias que sao habitualmente secas, rugosas e de cor branca 
semelhante a osso (Prancha 14.7 A). Raros isolados podem ter pigmento negro e podem corresponder a R. dentocariosa pigmentada 
ou C. aurimucosum. As cepas de R. dentocariosa pigmentadas tem mais tendencia a ser isoladas de hemoculturas ou do trato 
respiratorio, e nao do trato genital feminino, enquanto C. aurimucosum e isolado deste ultimo local. Com frequencia, as colonias 



aparecem empilhadas e cerebriformes, particularmente nas areas de crescimento confluente. O exame das bordas das colonias revela 
que elas tendem a “mergulhar” na superflcie do agar, a semelhanga das especies de Nocardia. As cepas de R. dentocariosa tambem 
exibem caracterlsticas fenotlpicas relativamente uniformes e sao bioquimicamente muito ativas. R. dentocariosa e catalase-positiva 
(embora possam ser encontradas cepas catalase-negativas), reduz o nitrato a nitrito e produz pirazinamidase e pirrolidonil 
arilamidase (Tabela 14.14). O microrganismo hidrolisa a esculina, mas nao a ureia ou a gelatina, e ocorre produqao fermentadora de 
acido a partir da glicose, maltose e sacarose. R. dentocariosa esta incluida na base de dados do sistema API® Coryne e do RapID® 
CB-PLUS. No sistema API® Coryne, a maioria das cepas produz os biocodicos 7050125, 7052125, 7050165 ou 7052165 (Prancha 
14.7 B). Embora esses microrganismos sejam, em geral, uniformemente sensiveis a todas as classes de agentes antimicrobianos, 
foram isoladas cepas que sao resistentes a betalactamicos, devido a produqao de betalactamase. 253 Estas ultimas cepas contem 
plasmidios que transportam os genes estruturais da betalactamase. 

Gardnerella vaginalis 
Taxonomia e morfologia celular 

Gardnerella vaginalis foi descrita pela primeira vez em 1953, e tem sido conhecida por varios nomes, incluindo Haemophilus 
vaginalis e Corynebacterium vaginale. Em 1980, esse microrganismo foi formalmente incluido no novo genero Gardnerella por 
Greenwood, Pickett et al., com base em dados de microscopia eletronica, bioquimicos e quimiotaxonomicos e em estudos de 
hibridizagao de DNA-DNA. 435 Os estudos ultraestruturais de G. vaginalis indicam que esse microrganismo possui uma parede 
celular de tipo gram-positivo, porem a camada de peptidoglicano e muito mais delgada do que aquela encontrada nas paredes 
celulares de especies de Corynebacterium, Lactobacillus ou Staphylococcus. O conteudo de peptidoglicano da parede celular de G. 
vaginalis constitui aproximadamente 20% do peso total da parede celular, assemelhando-se ao valor encontrado na familia 
Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, em que o peptidoglicano representa cerca de 23% do peso da parede celular. Em 
consequencia, diferentes cepas de G. vaginalis podem ser predominantemente gram-positivas, gram-negativas ou gram-variaveis. 
Os extratos de parede celular de G. vaginalis nao contem compostos normalmente presentes nos lipopolissacaridios da parede 
celular de microrganismos gram-negativos (p. ex., meso-DAP, acido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-2-octonoico, acidos graxos hidroxi). A 
ausencia de meso-DAP, de arabinogalactanos e de acidos micolicos confirma que a parede celular de G. vaginalis e distinta do tipo 
de parede celular dos gram-positivos encontrados em especies de Corynebacterium. 

Estudos moleculares com G. vaginalis mostraram que esse microrganismo esta estreitamente relacionado com as bifidobacterias. 
Miyake et alf" usaram analise da sequencia do gene rRNA 16S para examinar as cepas tipo de 21 especies de Bifidobacterium e 
verificaram que G. vaginalis se agrupa com 16 das 21 especies de Bifidobacterium. Outro estudo utilizou as analises fenotipica, 
quimiotaxonomica (p. ex., analise de proteinas e de acidos graxos de celulas integrais) e da sequencia de rRNA 16S para 
caracterizar G. vaginalis e cepas “semelhantes a G. vaginalis”. 1146 Os metodos quimiotaxonomicos levaram ao reconhecimento de 
dois “grupos” que demonstraram representar genes diferentes com base no sequenciamento, e esses genes diferentes foram 
diferenciados por metodos fenotipicos. As cepas do grupo I representaram G. vaginalis, com seus membros mais estreitamente 
relacionados do genero Bifidobacterium. As cepas de G. vaginalis demonstraram um nivel de semelhanga de 93,1% com 
Bifidobacterium bifidum." 4<1 Esses pesquisadores perceberam que o conteudo de G+C de G. vaginalis e de especies de 
Bifidobacterium eram diferentes o suficiente, de modo que G. vaginalis nao pode ser considerada como membro do genero 
Bifidobacterium. A analise das sequencias do gene da proteina do choque termico tambem sugeriu uma relagao filogenetica entre G. 
vaginalis e as bifidobacterias, porem essa relaqao foi mais distante do que a sugerida pela analise do rRNA 16S e confirmou a 
categoria de genero de Gardnerella. ' 41 A analise de restrigao de DNA ribossomico amplificada mostrou que as cepas de G. vaginalis 
sao bastante heterogeneas e podem ser divididas em pelo menos tres ou quatro genotipos, dependendo das enzimas de restrigao 
utilizadas. 3 ' 7 Em cultura, pode ser dificil diferenciar algumas cepas de G. vaginalis de microrganismos de “aparencia semelhante”, 
que sao descritos como bacterias “corineformes, catalase-negativas nao classificadas”. G. vaginalis e o linico membro do genero 
Gardnerella, que e classificada no filo Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem Bifidobacteriales, familia Bifidobaceriaceae. 


Tabela 14.14 Caracteristicas fenotlpicas para a identificagao de especies de Rothia. 


Caracteristica 

Rothia aeria 

Rothia dentocariosa 

Corynebacterium 

aurimucosum 

Rothia mucilaginosa 

CAT 

V 

V+ 

+ 

V 

HEMSBA 

- 

- 

- 

- 

no 3 

+ 

+ 

- 

+ 

PYZ 

+ 

+ 

+ 

+ 

PA1 

- 

V 

+ 

- 

ESC 

+ 

+ 

V 

+ 



URE 
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- 

V- 

- 

MOT 

- 

- 

- 

- 

GEL 


V 

V- 

+ 

DNase 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 
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Dl 

+ 

+ 

Dl 

PYR 

Dl 

+ 

- 

Dl 

a-GAL 

Dl 

- 

- 

Dl 

(3-GAL 

- 

- 

- 

- 

a-GLU 

+ 

+ 

- 

+ 

(3-GLU 

+ 

+ 

- 

+ 

(3-GUR 

- 

- 


- 

NAGA 

* 

- 



Acido a partir de: 

Perm 

Perm 

Perm 

Perm 

GLI 

+ 

+ 

+ 

+ 

MAL 

+ 

+ 

+ 

+ 

SAC 

+ 

+ 

+ 

+ 

MNTL 


- 

V 


XIL 

- 

- 

- 

- 

LAC 

- 

V 

- 

- 

RIB 

- 

- 

- 

- 

GLIG 

- 

- 

- 

- 

ARAB 

Dl 

V 

- 

- 

RAP 

Hidrolise de: 

Dl 

- 

Dl 

- 

CAS 

Dl 

- 

Dl 

+ 

XAN 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

TYR 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

STA 

Dl 

- 

- 

+ 

Biocodigos comuns do API 

Coryne 

7050125 

7050165,7050125,7052165, 

7052125 

Dl 

Dl 


+ = reapao positiva; - = reapao negativa; V = reapao variavel; V+ = reapao variavel, com a maioria das cepas positivas; V- = reapao variavel, 
com a maioria das cepas negativas; Dl = dados indisponiveis; CAT = catalase; HEM SBA = hemolise em SBA; N0 3 = redupao do nitrato; PYZ = 
pirazinamidase; PAL = fosfatase alcalina; ESC = hidrolise da esculina; URE = urease; GEL = hidrolise da gelatina; MOT = motilidade; LAP = 
leucina aminopeptidase; PYR = pirrolidonil arilamidase; a-GAL = a-galactosidase; p-GAL = (B-galactosidase; a-GLU = a-glicosidase; (3-GLU = p- 
glicosidase; p-GUR = p-glicuronidase; NAGA = A/-acetil-p-D-glicosaminidase; GLI = glicose; MAL = maltose; SAC = sacarose; LAC = lactose; 
MNTL = manitol; XIL = xilose; ARAB = arabinose; RAF = rafinose; RIB = ribose; GLIG = glicogenio; CAS = caselna; XAN = xantina; TYR = 
tirosina; STA = amido. 

Importancia cli'nica de Gardnerella vaginalis 

G. vaginalis e um membro da microbiota vaginal. No passado, esse microrganismo estava estreitamente associado a sindrome 
clinica denominada vaginose bacteriana (VB). Essa afecpao e denominada VB pelo fato de nao haver nenhum microrganismo 
exclusivamente responsavel pela condipao, e nao sao observadas celulas inflamatorias (que ocorrem nas infecpoes vaginais tanto por 



Candida quanto por Trichomonas) em esfregagos de secregao vaginal corada pelo metodo de Gram. Do ponto de vista clinico, a VB 
caracteriza-se por secregao vaginal de odor fetido, associada a urna proliferagao significativa no numero de G. vaginalis e a varios 
anaerobios obrigatorios, incluindo Prevotella bivia, Prevotella disiens, especies de Mycoplasma, peptoestreptococos e especies de 
Mobiluncus, com diminuigao concomitante no numero de lactobacilos vaginais normais. 292 Varios estudos de caso-controle e de 
coortes estabeleceram que a VB possui impacto significativo nos resultados adversos da gravidez e constitui um fator de risco para 
parto prematuro. 840 A VB tambem representa um fator de risco para infecgdes obstetricas e doenga inflamatoria pelvica (DIP). 
Quando essa afecgao foi originalmente descrita, G. vaginalis foi sugerida como agente etiologico. 398 Estudos subsequentes 
detenninaram que outros microrganismos estao envolvidos e que, embora G. vaginalis esteja sempre presente na vagina de mulheres 
com VB, a sua presenga tambem e observada em mais de 50% das mulheres sem vaginose bacteriana. 753 Utilizando meios 
semisseletivos, G. vaginalis pode ser encontrada em 14 a 70% das mulheres sadias sem VB. 1113 Entretanto, parece que a presenga de 
um grande numero de G. vaginalis na vagina indica VB. Utilizando uma sonda de oligonucleotidio marcada de modo radioativo e 
especifica para o rRNA 16S de G. vaginalis, Sheiness et al., 6 em Seattle, mostraram que a presenga dessas bacterias em 
concentragdes de > 2 x 10 7 UFC/mt de liquido vaginal, juntamente com um pH vaginal acima de 4,5, tinha sensibilidade e 
especificidade de 95 e 99%, respectivamente, na classificagao de mulheres com e sem VB, em comparagao com criterios 
diagnosticos estritamente clinicos. G. vaginalis tambem pode ser encontrada na uretra masculina. Utilizando metodos moleculares, 
Schwebke et a/." 4 encontraram uma prevalencia global de G. vaginalis de 25% nos homens e nao observaram nenhuma diferenga 
nas taxas de prevalencia entre parceiros sexuais masculinos de mulheres com ou sem VB. 

O diagnostico de VB e estabelecido com base em criterios clinicos, juntamente com preparagao a fresco ou coloragao da 
secregao vaginal pelo metodo de Gram (ver Diagnostico de VB e caracteristicas de cultura de Gardnerella vaginalis, adiante). Nao 
se recomenda a cultura de rotina de amostras vaginais para G. vaginalis com o proposito de estabelecer o diagnostico de VB, visto 
que a cultura nao fomece evidencias decisivas de infecgao, devido a presenga de G. vaginalis como parte da microbiota vaginal 
residente. G. vaginalis foi isolada de amostras retais de 56% de 148 mulheres com VB, 12% de 69 mulheres sadias, 9% de 83 
parceiros sexuais masculinos de mulheres com VB e 6% de 49 parceiros sexuais masculinos de mulheres sadias. 513 Esses ultimos 
dados sugerem que G. vaginalis nao e sexualmente transmitida, mas que provavelmente coloniza a vagina de modo endogeno a 
partir do trato intestinal. Villegas et al. U60 conduziram um estudo ultraestrutural das secregoes vaginais de 10 mulheres com VB e 
das amostras de semen de seus parceiros sexuais assintomaticos utilizando a microscopia optica e eletronica. G. vaginalis foi isolada 
das amostras de semen de 50% dos homens. A microscopia eletronica revelou a presenga de microrganismos aderentes as 
membranas celulares, bem como no interior do citoplasma de celulas epiteliais tanto vaginais quanto uretrais masculinas. A 
colonizagao assintomatica do trato genital inferior masculino por G. vaginalis pode ter alguma relevancia quanto ao papel do 
parceiro masculino na “recolonizagao” (“reinfecgao”) da vagina. 

G. vaginalis foi tambem isolada de infecgdes do trato geniturinario feminino associadas a complicagdes da gravidez, bem como 
de lactentes nascidos de maes com essas complicagdes, particularmente durante e apos o parto. Essas complicagdes podem incluir 
infecgdes intrauterinas, infecgdes intra-amnioticas, corioamnionite, DIP pos-aborto e endometrite pos-parto apos parto por 
cesariana. 500,655 Semeaduras de tecidos cirurgicamente obtidos dessas infecgdes produziram G. vaginalis em cultura pura ou mista 
com outros microrganismos anaerobios facultativos e/ou obrigatorios. Nesses contextos clinicos, pode ocorrer tambem bacteriemia 
pos-parto e pos-aborto por G. vaginalis e outros microrganismos do trato genital. 123 ' 906 Ocorre bacteriemia por microbiota do trato 
genital quando esses microrganismos tern acesso aos canais venosos do leito placentario, que sofre ruptura antes e no decorrer do 
parto tanto vaginal quanto por cesariana. Podem ocorrer infecgdes neonatais sistemicas e localizadas por G. vaginalis naqueles 
envolvidos com essas complicagdes, podendo incluir ammonite, infecgao de ferida de episiotomia, bacteriemia, meningite, celulite, 
conjuntivite e osteomielite (envolvendo frequentemente monitores no couro cabeludo do feto). As culturas de material de 
orofaringe, os aspirados gastricos e as amostras de aspiragao traqueal de recem-nascidos tambem produziram G. vaginalis, 
presumivelmente adquirida durante a passagem pelo canal do parto densamente colonizado. G. vaginalis tem sido isolada de 
abscessos das glandulas de Bartholin, de infecgdes de ferida pos-cesariana e pos-cirurgica, cirurgias abdominais, histerectomia e 
episiotomia. 203,619 

G. vaginalis tambem tem sido uma causa de infecgdes raras em homens e, em certas ocasioes, de outras infecgdes geralmente 
nao associadas ao trato geniturinario. Foi relatada a ocorrencia de bacteriemia por G. vaginalis em homens apos prostatectomia 
transuretral, procedimentos cirurgicos urogenitais e em associagao com calculos renais e retengao urinaria secundaria a 
obstrugao. 74,267,625 As infecgdes extragenitais por G. vaginalis tem incluido um abscesso hepatico piogenico apos cesariana em uma 
mulher de 23 anos de idade, bacteriemia com abscesso pulmonar/empiema em um homem alcoolico com pneumonia por aspiragao, 
infecgdes de discos vertebrais e espago articular e artrite septica do quadril em uma mulher receptora de transplante 
renal. 316,431 ' 503,660,1030 Yoon et al. 1232 relataram um caso de bacteriemia por G. vaginalis complicada por endocardite e pielonefrite em 
um homem de 39 anos de idade previamente sadio, e Calvert et al.' 52 relataram a ocorrencia de empiema e abscesso perinefrico em 
um homem de 50 anos de idade. 

G. vaginalis tambem pode desempenhar um papel em ITU de ambos os sexos. 559,785 Tendo em vista o seu ecossistema normal 
como parte da microbiota vaginal normal, nao e surpreendente que G. vaginalis tenha sido isolada de amostras do trato urinario mais 
frequentemente em mulheres do que em homens. G. vaginalis tem sido isolada do trato urinario tanto superior (;. e., ureteres, pelve 
renal e calice) quanto inferior (i. e., bexiga) de pacientes sintomaticas e assintomaticas. Um estudo de tratamento realizado no 
Mexico, 45 mulheres com ITU por G. vaginalis apresentaram mais frequentemente sintomas de disuria e polaciuria, dor lombar, 
desconforto suprapubico e dor abdominal. 854 As taxas de isolamento de amostras de urina sao maiores entre mulheres gravidas do 



que nao gravidas, e muitas dessas pacientes sao assintomaticas. A piuria parece estar raramente associada a ITU por G. vaginalis e 
pode estar ausente, mesmo na presenga de doenga grave do trato urinario superior. Em um estudo do papel desempenhado por G. 
vaginalis em ITU de homens, dois tergos de 15 homens com numero significativo de G. vaginalis na urina apresentaram sinais e 
sintomas atribuiveis ao trato urinario ( i. e., urgencia, polaciuria, hematuria). 1039 Esses pacientes tambem apresentaram, em sua 
maioria, doengas subjacentes, incluindo diabetes melito, hipertensao, lesoes da medula espinal, ITU previas e doenga cardiovascular. 
Conforme assinalado em estudos anteriores de G. vaginalis e do trato urinario, foi constatada a presenga de piuria em apenas 7 dos 
15 homens avaliados. E diflcil avaliar a presenga de numeros significativos de G. vaginalis (/. e., > 10 4 UFC/mE) em amostras de 
urina de homens, visto que esses mesmos numeros podem ser observados em culturas de homens assintomaticos e de homens com 
doengas renais de base, como obstrugao ureteral, prostatite cronica e doenga renal terminal. 559 Raramente, G. vaginalis pode causar 
ITU ascendente complicada em homens sadios, embora esse quadro tenha mais tendencia a ocorrer em hospedeiros 
imunocomprometidos, como receptores de transplante renal. ’ 44 O consenso e de que G. vaginalis pode desempenhar um importante 
papel nas ITU complicadas e nao complicadas em ambos os sexos; quando presente em numeros significativos, o microrganismo 
deve ser identificado e notificado. 

Diagnostico de VB e caracteri'sticas de cultura de Gardnerella vaginalis 

O diagnostico de VB envolve habitualmente uma paciente com secregao vaginal de odor fetido; pode haver irritagao minima, 
particularmente apos contato sexual. A exposigao ao pH alcalino das secregSes vaginais apos contato sexual e durante a 
menstruagao e responsavel pela volatizagao de aminas que contribuem para o odor de “peixe” frequentemente percebido pelas 
proprias pacientes. Isso tambem constitui a base do teste de exalagao, que consiste em misturar KOH com a secregao para reproduzir 
o odor de peixe. A secregao vaginal na VB e caracteristicamente homogenea, cinza-esbranquigada e pode ser espumosa. Alem da 
queixa e apresentagao clinica, o pH vaginal e habitualmente > 4,6, sendo a especificidade do diagnostico ainda maior quando o pH 
vaginal for > 5. Ao exame microscopico, as preparagdes a fresco habitualmente revelam uma quantidade moderada a numerosa de 
celulas epiteliais vaginais, que tern na sua superficie grande numero de bacterias morfologicamente diferentes aderidas (“celulas 
indicadoras”). Em muitos casos, o elevado numero de microrganismos aderidos pode obscurecer por completo as margens das 
celulas epiteliais (Prancha 14.8 B e C). Muitos laboratories utilizam os criterios de coloragao de Gram publicados por Nugent et al. 
para avaliar as quantidades relativas de lactobacilos, morfotipos de Gardnerella e morfotipos de Mobiluncus para obter um escore 
que esteja correlacionado com ausencia, possivel presenga ou diagnostico de VB. Nesses esfregagos, as celulas “indicadoras” 
epiteliais vaginais estarao recobertas com os morfotipos bacterianos anteriormente descritos, com o beneflcio de distinguir suas 
reagoes de coloragao de Gram e morfologias, com registro permanente para revisao e fins de treinamento/ensino. 

Como a VB possui uma etiologia polimicrobiana comprovada, e tendo em vista que G. vaginalis tambem pode ser isolada de 
cultures vaginais de mais de 50% das mulheres assintomaticas, nao se deve estimular a realizagao de cultures de amostras vaginais 
para G. vaginalis. O uso rotineiro de meios semisseletivos, como agar Human Blood Tween (HBT) e agar V para cultura de 
amostras vaginais, representa um gasto desnecessario que contribui com poucas informagoes uteis, visto que o diagnostico 
laboratorial de VB baseia-se no exame cuidadoso e na interpretagao de preparagoes a fresco adequadamente coletadas ou esfregagos 
de secregao vaginal corados pelo metodo de Gram. 499 * 810 G. vaginalis pode ser isolada em meio de agar CNA regular apos incubagao 
prolongada, e a identificagao presuntiva e habitualmente suficiente nessas circunstancias. 

G. vaginalis pode ser isolada de amostras clinicas usando meios de agar SBA, agar CNA e agar-chocolate de rotina (Prancha 
14.8 D). Os meios semisseletivos incluem agar HBT ou agar V. 1113 O agar HBT consiste em uma camada de base de agar Columbia 
colistina-acido nalidixico suplementada com proteose peptona n £ 3 (BD Microbiology Systems, Sparks, MD), anfotericina B (2,0 
pg/mf) e 0,0075% de Tween 80, recoberto com uma camada semelhante a qual se adiciona 5% de sangue humano. O Tween 80 
melhora o crescimento e aumenta a (5-hem61ise produzida por G. vaginalis. O agar V contem base de agar Columbia com 1% de 
proteose peptona e 5% de sangue humano. No agar HBT, G. vaginalis forma pequenas zonas claras de colonias beta-hemoliticas que 
circundam colonias com bordas difusas depois de 48 horas de incubagao (Prancha 14.8 E). Para os “meios de rotina”, G. vaginalis 
cresce melhor em meios a base de agar Columbia (i. e., agar CNA) do que em agar-sangue preparado com base de soja tripticase. 
Em agar CNA, G. vaginalis exibe uma hemolise sutil e “difusa” circundando as colonias, que e observada inicialmente em areas 
confluentes de crescimento ou apos incubagao de > 72 horas. O crescimento e melhor a 35 a 37°C em uma atmosfera com 5 a 7% de 
CCK Os isolados sao obtidos, em sua maioria, depois de 48 a 72 horas de incubagao. G. vaginalis tambem cresce na maioria dos 
meios de hemocultura; entretanto, o aditivo anticoagulante, o polianetol sulfonato de sodio (SPS; do ingles, sodium polyanethol 
sulfonate), e inibitorio para algumas cepas de G. vaginalis e pode comprometer o isolamento desse microrganismo em 
hemoculturas.‘ H)7 A semelhanga de Neisseria patogenica, a inibigao do crescimento pelo SPS pode ser superada pela adigao de 
gelatina (1% v/v) aos frascos de hemocultura. 

A suspeita de G. vaginalis em locais sistemicos (p. ex., sangue, liquido articular etc.) deve ser confirmada por meio de testes 
adicionais. A identificagao presuntiva de G. vaginalis inclui a morfologia celular tipica em esfregagos corados pelo metodo de Gram 
(pequenos cocobacilos gram-positivos, gram-negativos ou gram-variaveis), o crescimento caracteristico em agar CNA com (3- 
hemolise fraca “difusa” e os testes de oxidase e catalase negativos. A identificagao definitiva de G. vaginalis pode ser efetuada com 
base nas reagoes apresentadas na Tabela 14.15. Outras caracteristicas que confirmam a identificagao de G. vaginalis e que ajudam a 
diferencia-la dos outros microrganismos designados como “corineformes catalase-negativos nao classificados” (UCNC; do ingles, 
“ unclassified, catalase-negative coiyneform ”) incluem a presenga de a-glicosisdase, a ausencia de P-glicosidase e reagoes positivas 
de hidrolise do amido e hipurato. Os testes de utilizagao de carboidratos sao realizados em meio contendo proteose peptona n. 3, 


indicador vermelho de fenol e 1% de carboidrato esterilizado por filtragao. Ocorre produgao de acido a partir da glicose, maltose, 
sacarose e amido, mas nao a partir de manitol, sorbitol, rafinose, ramnose ou salicina (Prancha 14.8 F). O microrganismo hidrolisa o 
hipurato, mas nao possui lisina nem omitina descarboxilases ou arginina di-hidrolase. Nao reduz o nitrato e nao produz indol, urease 
nem acetolna. As cepas de G. vaginalis exibem zonas de inibigao ao redor de discos contendo metronidazol (50 pg) e trimetoprima 
(5 pg). G. vaginalis esta incluida na base de dados do sistema API® Coryne (bioMerieux, Inc., Hazelwood, MO) para a 
identificagao de bacilos gram-positivos, bem como na base de dados do Haemophilus-Neisseria Identification (HNID) Panel® 
(Siemens-American MicroScan, West Sacramento, CA), do API® Coryne (bioMerieux, Inc.), do RapID® CB-Plus (Remel) e do 
cartao de identificagao Vitek® 2 NeisseriaHaemophilus (NH) (bioMerieux, Inc.) para a identificagao de bacilos gram-negativos 
fastidiosos. 

Foi tambem empregada a tecnologia de sondas de acido nucleico diretas e de amplificagao para a detecgao e a identificagao de 
G. vaginalis em amostras clinicas; todavia, tendo em vista a alta prevalencia de G. vaginalis em amostras vaginais, os testes 
moleculares especificos exclusivos para esse microrganismo nao sao particularmente liteis na maioria dos casos. Affirm® VP III 
Microbial Identification Test (Becton-Dickinson, Sparks, MD) e um sistema semiautomatico disponivel no comercio, que utiliza 
sondas de hibridizagao de oligonucleotidios sinteticas para a detecgao simultanea de G. vaginalis, Trichomonas vaginalis e especies 
de Candida de um unico swab vaginal. Esse ensaio tern um tempo total de manuseio de cerca de 5 minutos, e os resultados estao 
disponiveis em menos de 1 hora. O teste e realizado no instrumento BD MicroProbe Processor. O primeiro produto, Affirm® VP, 
detectou apenas G. vaginalis e Trichomonas vaginalis, porem o ensaio mais recente Affirm® VP tambem detecta Candida albicans. 
Briselden e Hillier avaliaram o primeiro ensaio e verificaram que o teste Affirm® VP para G. vaginalis foi positivo em 97% das 
mulheres com VB com base em criterios clinicos, apresentando uma especificidade de 71%. 139 Como a sonda foi mais sensivel do 
que a cultura em meio HBT, pode-se obter maior especificidade por meio de avaliagao dos resultados do teste Affirm® VP em 
associagao a outros criterios diagnosticos (;'. e., pH vaginal, presenga de odor de amina com KOH [“teste de exalagao”]) para VB. 
Witt et a/. 1200 constataram que o Affirm® VP III tinha uma especificidade de mais de 97% quando comparado com os esfregagos 
corados pelo metodo de Gram. A sensibilidade do ensaio variou, dependendo do escore atribuido ao esfregago corado pelo metodo 
de Gram por criterios de pontuagao estabelecidos, situando-se ma faixa de 73,2 a 89,5%. 810 AvaliagSes mais recentes examinaram o 
Affirm® VP III Microbial Identification Test atualmente disponivel. Brown et al. m compararam o Affirm® VP III com preparagdes 
a fresco para o diagnostico de VB em 425 mulheres e verificaram que 190 pacientes (45%) foram positivas para G. vaginalis com o 
ensaio Affirm® VP III, enquanto apenas 58 (14%) foram positivas pela detecgao de celulas indicadoras na preparagao a fresco. As 
mulheres sintomaticas tiveram mais tendencia a resultados positivos pelo Affirm® VP III apenas ou pelo Affirm® VP IIII e 
preparagao a fresco do que apenas pela preparagao a fresco, e as mulheres assintomaticas tiveram mais tendencia a resultados 
negativos pelo Affirm® VP III e preparagao a fresco. Em 2008, Pappas et al. S39 avaliaram o ensaio Affirm® VP III para detecgao de 
VB em 291 mulheres (193 sintomaticas e 98 assintomaticas). G. vaginalis foi detectada em 108 de 193 pacientes sintomaticas e em 
40 de 98 pacientes assintomaticas, em comparagao com criterios diagnosticos clinicos de Amsel et al. 32 (;'. e., secregao vaginal, 
prurido e irritagao, secregao vaginal de odor fetido). A sensibilidade do ensaio Affirm® VP III em comparagao com o diagnostico 
clinico foi de 97,2% para toda a amostra de mulheres; o teste teve uma sensibilidade de 96,4% para detecgao de VB em mulheres 
sintomaticas e de 100% nas mulheres assintomaticas. As especificidades do ensaio foram de 71,4%, 72,2% e 64,4% para todas as 
mulheres testadas, as mulheres sintomaticas e as mulheres assintomaticas, respectivamente. 839 

Tabela 14.15 Caracteristicas bioquimicas para a identificagao de Gardnerella vaginalis. 

Caracteristica Reacao 

Hemolise em agar de dupla camada de sangue humano Tween (HBT) (3 


Oxidase 

Catalase 

Hidrolise do hipurato + 

Produgao de acido a partir de: 

Glicose + 

Maltose + 

Sacarose + 

Manitol 

Amido + 

Zona de inibigao do crescimento com: 

Metronidazol (disco de 50 pg) + 



Trimetoprima 


+ 


Sulfonamida + 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa. 

Sensibilidade de Gardnerella vaginalis a agentes antimicrobianos 

Em geral, as cepas de G. vaginalis sao sensiveis a penicilina, ampicilina, eritromicina, clindamicina, trimetoprima e vancomicina. 3 ’ 1 
O ciprofloxacino e o imipenem exibem atividade variavel contra G. vaginalis. Algumas cepas podem ser resistentes a tetraciclina e a 
minociclina, e observa-se uma acentuada resistencia a amicacina, ao aztreonam e ao sulfametoxazol na maioria das cepas. Alguns 
isolados clinicos podem ser multissensiveis, incluindo sensibilidade a daptomicina e a linezolida.'’^ Devido a resistencia ao 
sulfametoxazol, nao se observa nenhuma atividade sinergica com cotrimoxazol (/'. e., sulfametoxazol e trimetoprima em uma 
proporgao de 19:1) contra G. vaginalis. 

Especies de Lactobacillus 

Taxonomia e epidemiologia 

Os lactobacilos sao bacilos gram-positivos que fazem parte da microbiota normal da vagina humana, do trato gastrintestinal e da 
orofaringe. Esses microrganismos estao amplamente distribuidos pela natureza (i. e., agua, esgoto, produtos derivados do leite e 
forragem) e constituem parte da flora normal de muitas outras especies de animais. Os lactobacilos tambem sao encontrados em 
varios alimentos (p. ex., produtos derivados do leite, de graos, de cames, de peixe, de chucrute), devido, em grande parte, a sua 
ampla faixa de capacidade fermentadora. Na atualidade, certas especies de Lactobacillus sao comumente acrescentadas a alimentos 
como probioticos, presumivelmente em virtude de seus efeitos beneficos sobre a saude. As celulas das especies de Lactobacillus sao 
frequentemente longas e delgadas, embora possam ser observados bacilos “corineformes” menores ou “cocobacilos” (Pranchas 14.8 
A e 14.7 G). Algumas especies de Lactobacillus podem formar longas cadeias. As especies sao, em sua maioria, imoveis, e raras 
especies exibem motilidade e possuem flagelos peritriquios. As especies sao, em sua maioria, facultativas, embora varias especies 
cresgam melhor em condigoes anaerobias ou microaerofilas, particularmente no isolamento primario. Os lactobacilos sao assim 
denominados em virtude do principal produto final de fermentagao da glicose, que e o acido lactico; algumas especies tambem 
podem produzir acidos acetico, formico e succinico, juntamente com C0 2 . Os lactobacilos sao uniformemente catalase e oxidase- 
negativos, nao reduzem o nitrato, nao produzem indol nem H 2 S, nao liquefazem a gelatina e nao formam esporos. As paredes 
celulares das especies de Lactobacillus contem um peptidoglicano espesso e acidos teicoicos ligados a membrana. A lisina, o acido 
mesodiaminopimelico (meso- DAP) e a omitina sao os diaminoacidos que constituem as ligagSes cruzadas do peptidoglicano. Nao 
ha menaquinonas de transporte de eletrons. Os lactobacilos sao classificados no filo Firmicutes, na classe “Bacilli”, ordem proposta 
“Lactobacillales”. Nessa ordem, o genero Lactobacillus e o genero Pediococcus estao incluidos na familia Lactobacillaceae. 

Importancia clinica das especies de Lactobacillus 

Apesar de sua baixa virulencia inerente, os lactobacilos causam infecgoes oportunistas em hospedeiros imunocomprometidos. As 
apresentagoes clinicas mais comuns incluem bacteriemia e endocardite. Ocorre bacteriemia por Lactobacillus principalmente em 
pacientes com condigoes debilitantes, incluindo terapia imunossupressora, cancer com quimioterapia, transplante de medula ossea e 
de orgaos solidos (particularmente figado), diabetes melito, doenga renal e intervengoes cirurgicas previas. 46,155,4-3 L. rhamnosus e a 
especie isolada com mais frequencia que provoca bacteriemia. Outras especies incluem L. gasseri, L. acidophilus, L. casei, L. 
paracasei, L. delbrueckii, L. fermentum, L. minitus, L. plantarum, L. zeae e L. reuteri , 155 > 425 ' 649 As portas de entrada para episodios 
septicos por lactobacilos refletem os habitats normais desses microrganismos na orofaringe, no trato giniturinario e no trato 
gastrintestinal. Os fatores de risco para o desenvolvimento de bacteriemia por Lactobacillus consistem em neutropenia persistente, 
uso de antibioticos de amplo espectro, transplante de aloenxerto com terapia imunossupressora, quimioterapia para cancer e 
instrumentagao e procedimentos invasivos dos tratos gastrintestinal, ginecologico ou respiratorio. 155,237,356 A bacteriemia por 
Lactobacillus tambem tern sido associada a infecgao pelo F1IV e a AIDS. 194 ’ Em pacientes profundamente imunossuprimidos, pode 
ocorrer bacteriemia por cepas de Lactobacillus resistentes a vancomicina durante ou pouco apos a administragao de vancomicina (e 
de outros agentes de amplo espectro). Um relato de caso em 2010 descreveu a ocorrencia de bacteriemia por L. casei em uma 
mulher de 75 anos de idade com proteses na aorta toracica e abdome para dissecgao de aorta ocorrida ha 8 anos. 956 Durante a 
bacteriemia continua, a paciente desenvolveu outra dissecgao de aorta, apesar da ausencia de vegetagoes nas proteses. Os autores 
sugeriram que L. casei pode ter infectado diretamente as lesdes da aorta que desencadearam a dissecgao. A bacteriemia por 
Lactobacillus tambem esta associada a infecgoes ginecologicas; as mulheres com lactobacilemia habitualmente apresentam uma 
patologia genital de base (p. ex., endometrite), foram submetidas a procedimentos ginecologicos ou obstetricos invasivos (p. ex., 
procedimentos de dilatagao e curetagem, drenagem de abscessos pelvicos) ou apresentam neoplasias do trato geniturinario feminino 
(p. ex., cancer de ovario com invasao do intestino grosso, coriocarcinoma). 36,236,1065 Nesses casos, a fonte dos microrganismos 
consiste habitualmente na propria microbiota vaginal da mulher. Os lactobacilos nao fazem parte da microbiota cutanea residente e 
nao foram associados a infecgoes relacionadas com o uso de cateteres intravenosos. 

Apesar do uso crescente e disseminado dos lactobacilos em varios alimentos como probioticos (i. e., acidophilus, L. rhamnosus 
GC), a incidencia de infecgoes por Lactobacillus ou a proporgao de infecgoes bacteriemicas por Lactobacillus nao 



aumentaram. 972,973 Todavia, em varios relatos, a ingestao de lactobacilos probioticos por pacientes com diferentes doengas de base 
tem sido temporalmente associada ao desenvolvimetno de lactobacilemia. Em alguns casos de bacteriemia por Lactobacillus, o 
consumo macigo de laticinios foi considerado “possfvel fator de risco”. 155,612,956,1111 LeDoux et al , 649 em Nova York descreveram a 
ocorrencia persistente de bacteriemia por L. acidophilus em urn homem de 38 anos de idade com AIDS e doenga de Hodgkin de 
estagio IV. Alem da terapia antirretroviral, o paciente estava tomando probiotico acidophilus 3 vezes/dia, nas 3 semanas anteriores. 
Em outro caso, uma mulher de 24 anos de idade com protese de valva da aorta desenvolveu sepse por L. rhamnosus em 
consequencia da administragao peroperataria de um probiotico contendo tres cepas de L. rhamnosus. 6 ' 2 Uma delas foi identica a 
cepa de L. rhamnosus isolado das hemoculturas por PFGE. Os autores sugeriram que os microrganismos podem ter sido diretamente 
translocados atraves da barreira intestinal, evitando a sua retengao nos linfonodos mesentericos, devido a isquemia mesenterica da 
paciente em consequencia da insuficiencia cardiaca. No momenta atual, tres probioticos contendo Lactobacillus receberam o estado 
de “GRAS” (“geralmente reconhecido como seguro”) pela FDA, apesar da ausencia de dados de eficacia clinica. Sao o 
Lactobacillus reuteri cepa DSM 17938, Lactobacillus casei subesp. rhamnosus GC (conhecido como L. rhamnosus) e o complexo 
Lactobacillus acidophilus/Lactobacillus lactis/Pediococcus acidilactici. Ha uma preocupagao acerca da administragao desses 
probioticos a determinadas populagdes, incluindo hospedeiros imunocomprometidos, individuos muito jovens, idosos, pacientes 
com varias comorbidades, pacientes com cateteres intravenosos ou proteses e pacientes com defeitos valvares ou sindrome do 
intestino curto. 11)42 

As especies de Lactobacillus constituent causas infrequentes de endocardite, principalmente em pacientes com defeitos 
cardiacos congenitos (p. ex., comunicagao interventricular, defeitos da valva da aorta bicuspide), defeitos adquiridos e valvas nativas 
(p. ex., endocardite anterior, cardiopatia reumatica), enxertos vasculares e proteses valvares. 155,394,532,885,1218 A bacteriemia transitoria 
que se origina de abscessos localizados (p. ex., abscessos dentarios periapicais), manipulagoes dentarias (p. ex., extragoes, canal), 
cirurgia ou instrumentagao ginecologica, perionfalite neonatal e endoscopia gastrintestinal pode invadir as valvas anormais e 
produzir lesdes endocardicas. 1065 Em pacientes com doenga de valvas nativas, a ecocardiografia das valvas da aorta, mitral, 
tricuspide e pulmonar pode revelar a presenga de grandes vegetagdes contendo lactobacilos. Essas vegetagoes cardiacas tem notavel 
tendencia a embolizar para o cerebro e para outros orgaos. No grupo de pacientes revistos por Gallemore et a/., 394 ocorreu embolia 
septica para o cerebro em 14 de 35 pacientes; 5 desses pacientes morreram, e 9 tiveram que ser submetidos a cirurgia. Fradiani 
relatou um caso de endocardite por L. jensenii em uma mulher de 47 anos de idade previamente sadia que apresentou massa movel 
de 10 mm no atrio esquerdo e uma grande vegetagao na valva mitral. A evolugao clinica foi complicada por complicagoes 
tromboembolicas, e houve necessidade de substituigao da valva mitral. 352 Para pacientes com endocardite causada por especies de 
Lactobacillus, a terapia sinergica com um agente betalactamico mais um aminoglicosidio durante pelo menos 4 a 6 semanas parece 
constituir o tratamento ideal. Entretanto, e frequentemente diflcil obter uma cura clinica sem recidiva ou necessidade de substituigao 
valvar. Em uma serie, foi obtida uma cura exclusivamente com agentes antimicrobianos em apenas 39% dos pacientes. 439 

Foi relatada a ocorrencia de infecgoes pleuropulmonares por especies de Lactobacillus em pacientes com 
imunocomprometimento sistemico e naqueles com comprometimento do estado pulmonar (p. ex., DPOC) ou doenga de base 
localizada. As infecgoes consistiram em pneumonia necrosante secundaria a cancer de esofago, empiema pleural em um paciente 
com cancer de celulas escamosas do esofago e abscesso pulmonar adquirido na comunidade. 94 ’ Sriskanden, Lacey e Fisher 
documentaram a ocorrencia de pneumonia por especies de Lactobacillus em tres pacientes com neutropenia profunda em 
consequencia de imunossupressao devido a infecgao pelo HIV e quimioterapia citotoxica para vasculite e transplante subsequente de 
medula ossea. 1053 Em 2002, Wood et al.' 2 " relataram o primeiro caso de pneumonia associada a ventilagao mecanica em um 
paciente imunocompetente em estado critico. Foi descrita a ocorrencia de abscesso pulmonar por L. rhamnosus em um homem de 
79 anos de idade com DPOC e enfisema. 1013 Embora o paciente fosse tratado com carbapenemico, o abscesso aumentou e sofreu 
ruptura no espago pleural, e o microrganismo foi isolado da amostra de derrame pleural. 

Foram isolados lactobacilos de varios outros processos infecciosos. Foi descrita a ocorrencia de meningite causada por 
lactobacilos como complicagao de endocardite, em que embolos septicos alojaram-se no cerebro, causando infarto embolico do 
tronco encefalico. 1203 Foi constatado o desenvolvimento de bacteriemia e meningite recidivantes por L. rhamnosus em um menino 
de 10 anos de idade submetido a transplante de celulas-tronco hematopoeticas alogenicas, e houve um caso de meningite fatal por L. 
rhamnosus em uma mulher idosa como complicagao de cirurgia para prolapso de disco cervical e enxerto de placa cervical ha 6 
anos. 942,985 Os lactobacilos tambem tem sido uma causa de abscesso epidural e osteomielite vertebral devido a ruptura espontanea do 
esofago e abscessos de sitio cirurgico pos-ressecgao em pacientes com cancer tratados com radioterapia. 749,1209 Ocorreram abscessos 
hepaticos e esplenicos envolvendo L. rhamnosus, L. paracasei e outras especies em pacientes com doenga de base (p. ex., carcinoma 
tonsilar, diabetes melito tipo II nao controlado, pancreatite) e em individuos clinicamente sadios. 149,191,289,962 Os lactobacilos 
constituent causas raras de artrite septica e infecgoes de proteses. 53,192 Os lactobacilos sao causas incomuns de infecgoes 
complicadas e nao complicadas do trato urinario e tem sido associados a ocorrencia de urolitiase e pielonefrite. 195,256 Os quadros 
clinicos incomuns tem incluido endoftalmite apos lesdes oculares penetrantes, condrite apos piercing da orelha, colecistite 
bacteriemica e peritonite primaria. 278,436,900,1209 A semelhanga de muitos outros agentes oportunistas, os lactobacilos tambem tem 
sido isolados de infecgoes peritoneais em pacientes submetidos a CAPD. 604 

Isolamento e identificacao de especies de Lactobacillus 

Apos crescimento durante 24 horas em SBA, as colonias de especies de Lactobacillus sao habitualmente pequenas (2 a 5 mm), 
convexas e lisas, com bordas continuas; alem disso, pode-se observar a ocorrencia de alguma a-hemolise ou “aquisigao de cor 


acinzentada” dos meios (Prancha 14.7 H). Devido ao grande numero de especies de Lactobacillus descritas, os isolados geralmente 
nao sao identificados em nivel de especie. Para a identificagao em nivel de especie, os pesquisadores utilizaram os metodos 
fenotlpicos descritos por Holdeman e Moore no VPI Anaerobe Manual, com referenda cruzada das descrigoes das especies no 
Bergey s Manual of Systematic Bacteriology. Em muitas publicagoes, o API® CH, urn painel de assimilagao de carboidratos, tern 
sido usado para ajudar na identificagao dos lactobacilos. Os padrdes de proteinas de celulas integrais altamente padronizados, 
obtidos por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE; do ingles, sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis), provaram ser liteis na identificagao de especies de Lactobacillus. 8SH Foram tambem 
desenvolvidos metodos de hibridizagao de oligonucleotidios e taxonomicos moleculares (PCR, sequenciamento do rRNA 16S) para 
a identificagao dos lactobacilos em nivel de genero e de especie. 58 ' 296 

O reconhecimento e a confirmagao de lactobacilos no laboratorio de microbiologia clinica podem ser realizados de modo 
acurado por meio de alguns testes fenotlpicos. Algumas especies de Lactobacillus exibem resistencia intrinseca a vancomicina, e 
essa caracteristica e frequentemente util na identificagao desses microrganismos. Os isolados resistentes crescem ate a borda de um 
disco de vancomicina no teste de difusao. Os isolados resistentes a vancomicina precisam ser diferenciados das especies de 
Leuconostoc e Pediococcus, que tambem sao resistentes a vancomicina e podem exibir uma aparencia de cocobacilos na coloragao 
pelo metodo de Gram. As especies de Leuconostoc produzem gas a partir da glicose em caldo de Mann-Rogosa-Sharp (MRS), 
enquanto a maioria das especies de Lactobacillus isoladas no laboratorio clinico nao produz gas. Os lactobacilos tambem sao PYR- 
positivos, enquanto as especies de Leuconostoc e Pediococcus sao PYR-negativas. Os lactobacilos tambem sao LAP-negativos, 
enquanto as especies de Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus e Lactococcus sao LAP-positivas. Pode-se utilizar a CGL com 
culturas em caldo de glicose para obter uma identificagao dos isolados em nivel de genero, devido a formagao de grandes 
quantidades de acido lactico por esses microrganismos. As especies de Lactobacillus identificadas em associagao com infecgoes 
humanas incluem L. rhamnosus, L. plantarum, L. leichmanii, L. fermentum, L. casei subesp. casei, L. paracasei, L. confusus e o 
grupo L. acidophilus. As cepas de L. rhamnosus, L. casei e L. plantarum, em particular, podem exibir resistencia intrinseca a 
vancomicina e a teicoplanina (Prancha 14.8 A). 

Sensibilidade das especies de Lactobacillus aos agentes antimicrobianos 

Pesquisas recentes sobre a sensibilidade dos lactobacilos a agentes antimicrobianos mostraram uma ampla variagao na sensibilidade 
a varios desses farmacos. 155 ’ 255 ’ 1076 ’ 1150 Danielsen et al., 255 na Dinamarca, determinaram a sensibilidade de 23 isolados importantes de 
hemoculturas pertencentes a sete especies diferentes. Nao foi constatada nenhuma diferenga entre os isolados quanto a sensibilidade 
a ampicilina (0,125 a 4 pg/mf), clindamicina (0,032 a 1 pg/mf), eritromicina (0,032 a 2 pg/mt) e linezolida (0,5 a 4 pg/mf). Foi 
observada uma resistencia alta ou intrinseca das especies individuais contra vancomicina, ciprofloxacino, cefotaxima e meropenem. 
As CIM para a vancomicina foram de < 2 pg/mt ou > 256 pg/mf. Em uma revisao retrospectiva de mais de 200 casos (incluindo 
relatos de bacteriemia, endocardite e infecgoes localizadas), a maioria dos lactobacilos mostrou-se sensivel a clindamicina (90,9%) e 
a eritromicina (94,3%), enquanto apenas 22,5% dos isolados exibiram sensibilidade a vancomicina. 155 Nessa pesquisa, a 
porcentagem de isolados sensiveis foi de 54,9% para a penicilina, 63,6% para a ampicilina, 47,8% para a cefazolina, 64,3% para o 
ciprofloxacino e 70% para a gentamicina. Relatos de casos individuais tambem documentaram multirresistencia entre cepas de 
Lactobacillus. Por exemplo, um isolado de L. rhamnosus obtido do LCR de um paciente submetido a transplante de celulas-tronco 
mostrou-se resistente a penicilina, a cefotaxima, a todos os aminoglicosidios, ao SXT, a todas as fluoroquinolonas, tetraciclina e 
vancomicina. 942 A resistencia dos lactobacilos a vancomicina e a teicoplanina esta relacionada com a estrutura de suas paredes 
celulares. A analise das paredes celulares das cepas resistentes a vancomicina (p. ex., L. rhamnosus) revela que os precursores do 
peptidoglicano dessas especies apresentam um depsipeptidio terminal “D-alanina-D-lactato”, enquanto as especies sensiveis a 
vancomicina (p. ex., o grupo de L. acidophilus) possuem uma estrutura “D-alanina-D-alanina” terminal. 110 ’ 468 Essa unica diferenga 
de aminoacido altera efetivamente o sitio-alvo da vancomicina, possibilitando a ocorrencia de sintese de peptidoglicano na presenga 
de vancomicina. 

Especies de Weissella 

As especies de Weissella sao bacilos gram-positivos catalase-negativos que anteriormente eram membros do genero Lactobacillus 
(L. confusus) e Leuconostoc (i. e., Leuconostoc paramensenteroides ). 229 Foram tambem descritas duas outras especies de Weissella - 
W. hellenica e W. thailandensis -, e quatro especies anteriores de Lactobacillus tambem foram transferidas para o genero Weissella, 
com o nome de W. halotolerans, W. kandleri, W. minor e W. viridescens. 114 ’ m9 Essas bacterias constituem um grupo filogenetico 
distinto separado dos generos Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus. A parede celular desses microrganismos contem lisina e 
alanina unidas por uma ligagao intrapeptidica, e ocorre produgao de gas a partir da glicose. Essas propriedades diferenciam as 
especies de Weissella dos lactobacilos homofermentadores, que contem lisina e meso- DAP em suas paredes celulares. Duas especies 
- W. confusa (anteriormente L. confusus) e W. cibaria - foram associadas a infecgoes humanas, e esses microrganismos sao 
habitualmente resistentes a vancomicina. 11 W. confusa foi isolada com causa de bacteriemia em hospedeiros imunocomprometidos, 
incluindo um paciente submetido a transplante de flgado com historia de carcinoma hepatocelular, um paciente com dissecgao e 
reparo de aorta abdominal e um receptor de transplante de celulas-tronco alogenicas. 473 ’ 819 ' 969 Foram relatados dois pacientes com 
endocardite de valva nativa causada por W. confusa. Foi detectado um caso como achado incidental em um homem de 65 anos de 
idade com angina de peito e insuficiencia aortica, enquanto o segundo paciente foi submetido a ecocardiografia transtoracica, que 


revelou a presenga de insuficiencia mitral grave e vegetagao nodular na valva mitral. 347,1011 Neste ultimo caso, o paciente recusou-se 
a tomar terapia antimicrobiana e receber cuidados adicionais, o que levou a sua morte 4 dias apos ter recebido alta. Lee et al., em 
Taiwan, descreveram 10 pacientes com bacteriemia por W. confusa. Nesses pacientes, as doengas de base observadas incluiram 
linfoma nao Hodgkin, linfomas de celulas B, insuficiencia renal cronica, doenga intestinal isquemica, peritonite maligna, cancer de 
esofago, ileo e hemorragia subaracnoidea. 654 W. confusa tambem foi isolada de alimentos, amostras clinicas de caes e fezes 
humanas. 117 W. cibaria foi isolada de produtos alimentares fermentados (“chili-bo”) na Malasia, da cana-de-agucar e soro de queijo 
na Alemanha e amostras clinicas de animais (/. e., isolados de otite de caes) e seres humanos (i. e., fezes). 117 

As especies de Weissella sao bacilos heterofennentadores, catalase-negativos e imoveis, que produzem C0 2 a partir da glicose, 
juntamente com acido lactico. Tanto W. confusa quanto W. cibarica sao arginina di-hidrolase-positivas. W. confusa fermenta a 
galactose e a xilose, mas nao a arabinose, enquanto W cibarica fermenta a arabinose, mas nao a galactose ou xilose. 117 Cepas de W 
confusa foram identificadas incorretamente como Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis, Staphylococcus hominis e 
Streptococcus bovis II pelo Phoenix® Automated Microbiology System (Becton-Dickinson) e como Pediococcus pentosaceus, 
Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc citreum e Leuconostoc lactis pelo sistema Vitek® 2 (bioMerieux, Inc.). 654 Algumas 
cepas de W confusa mostram-se sensiveis a penicilina, ampicilina, imipenem, eritromicina, clindamicina e ciprofloxacino; e comum 
observar resistencia de alto nivel a SXT, metronidazol e vancomicina, bem como resistencia tambem de alto nivel a ceftazidima 
(CIM > 256 pg/mC). 654,1073 A ampicilina-sulbactam, a amoxicilina-clavulanato, a daptomicina, o doripenem e a tigeciclina mostram- 
se ativos contra a maioria dos isolados de W. confusa', entretanto, esses microrganismos variam quanto a sua sensibilidade a 
linezolida. 654 
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’N. R. T. Nas ultimas decadas, o numero de casos notificados no Brasil vem decrescendo progressivamente. Em 1990, foram confirmados 640 
casos da doen?a (0,45/100.000 habitantes), reduzindo-se para 58 casos em 1999 e 2000 (0,03/100.000 habitantes) e nao havendo ocorrencias 
em 2012. Entretanto, um surto de difteria ocorreu em 2010, no Maranhao. Segundo registros dos dados do Sistema Nacional de Agravos de 
Notifica?ao (Sinan), no Brasil, em 2015, foram notificados 101 casos suspeitos de difteria. As regioes Nordeste (48,5%) e Sudeste (25,7%) 
notificaram maior numero de casos suspeitos da doen?a. (Fonte: http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2016/julho/06/BR-Dif-Informe- 
2015-.pdf.) 

"N.R.T. No Brasil, a doen?a e de notificasao compulsoria e de investiga 5 ao obrigatoria. 
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Actinomicetos Aerobios 


Introducao, dassificacao e taxonomia 

Grupo nocardioforme 

Nocardia spp. 

Especies que nao fazem parte do complexo N. asteroides 
Especies de Rhodococcus 
Especies de Gordonia spp. 

Especies de Tsukamurella 
Especies de Dietzia 

Outras bacterias nocardioformes 

Familia Streptosporangineae 

Especies Actinomadura 
Especies de Nocardiopsis 

Estreptomicetos 

Especies de Streptomyces 

Actinomicetos termofilicos 

Actinomicetos diversos 

Especies de Dermatophilus 
Tropheryma whipplei 

Diagnostic laboratorial das infecgdes causadas por actinomicetos aerobios 

Isolamento primario 

Diferencia^ao entre Nocardia e outros generos de actinomicetos aerobios 
Identificaqio dos actinomicetos termofilicos 
Identificaqio de Tropheryma whipplei 

Sensibilidade in vitro aos antibiotics e tratamento das infecgoes das especies de Nocardia e de outras bacterias relacionadas 

Comentariosfinais 


Introducao, classificagao e taxonomia 

Os actinomicetos aerobios sao bacterias gram-positivas que, nos casos tipicos, sao mais filamentosas e ramificadas 
que as bacterias descritas nos outros capitulos. Os actinomicetos geralmente mostram crescimento semelhante aos 
micelios fungicos, que se fragmentam em celulas baciliformes e cocoides curtas. Quando sao isolados em alguns 
laboratories clinicos, esses microrganismos inicialmente sao isolados mais comumente nos setores de micologia ou 
micobacteriologia do laboratorio e/ou sao encaminhados para identificagao a estes dois setores do laboratorio, em 
vez de continuarem no setor de bacteriologia rotineira. A razao disso e que a maioria dos actinomicetos aerobios 



cresce mais lentamente que as outras bacterias aerobias e anaerobias facultativas; por esta razao, os meios 
bacteriologicos de rotina podem nao ser incubados por tempo suficiente para seu isolamento. Frequentemente, essas 
bacterias aparecem nos meios para fiingos usados comumente (p. ex., agar de dextrose de Sabouraud [ADS] ou agar 
de dextrose e batata [ADB]), ou nos meios de isolamento de micobacterias (p. ex., agar de Middlebrook ou meios de 
Lowenstein-Jensen [LJ]), que sao incubados por semanas, em vez de apenas alguns dias. No entanto, esses bacilos 
aerobios gram-positivos filamentosos e ramificados sao bacterias, em vez de fiingos. Os fiingos verdadeiros tern 
organ izagao celular eucariota. Ao contrario dos fiingos, os actinomicetos aerobios procariotos nao tern um nucleo 
envolvido por membrana; nao tern as organelas intracelulares existentes nos organismos eucariotos (p. ex., 
mitocondrias); tern paredes celulares contendo acido muramico, acido diaminopimelico (DAP) ou lisina (que os 
fiingos nao tem); e sao inibidos pelos antibioticos bactericidas, mas nao pelos antifungicos. Por fim, os 
actinomicetos nao formam hifas, embora o termo hifas ramificadas seja utilizado comumente para descrever os 
actinomicetos aerobios; os filamentos ramificados sao mais estreitos que as hifas fiingicas e medem entre 0,5 a 1,2 
pm de diametro (Boxe 15.1). Tecnicas geneticas e bioquimicas modemas estabeleceram a ampla diversidade desse 
grupo e, embora as caracteristicas fenotipicas descritas antes ainda sejam um componente importante da defmigao 
microbiologica, isoladamente elas nao sao suficientes para a identificagao das especies da maioria dos membros do 
grupo (Tabela 15.1). 41 Como grupo, os actinomicetos aerobios estao situados taxonomicamente na classe 
Actinobacteria, ordem Actinomycetales, que sao divididos em seis subordens, inclusive Corynebacteriaceae, 
Streptosporangineae, Pseudonocardineae, Streptomycineae, Micrococcineae e Termoactinomycetaceae. O 
fluxograma da Figura 15.1 ilustra as relagoes entre essas bacterias. Embora a taxonomia e a nomenclatura dessas 
bacterias ainda estejam sendo defmidas, a caracterizagao fenotipica ad hoc provisoria deste grupo ainda e util, 
embora no futuro deva ser conferida mais importancia a taxonomia molecular. 19,30,41,58 


Boxe 15.1 


Termos usados para diferenciar e dassificar os actinomicetos aerobios 

1. Os actinomicetos aerobios sao procariotos, ao contrario dos fiingos eucariotos; o termo "hifas" e usado para descrever os "filamentos" dos fungos, 
gue formam um "tapete" de micelios entre os mofos fungicos; contudo, hifas ramificadas e aereas (e, algumas vezes, micelios) sao termos usados 
para descrever alguns actinomicetos aerobios, especialmente de especies Nocardia. A seguir, descrevemos algumas diferengas entre os fungos e 
os actinomicetos aerobios. 

A. Os filamentos das especies de Nocardia (e dos outros actinomicetos aerobios) medem 0,5 a 1,0 pm de diametro, em comparagao com o 
diametro das hifas e dos fungos, gue varia na faixa de 1,5 a > 15 pm. 

B. As especies de Nocardia e outros actinomicetos aerobios reproduzem-se por fissao (como outras bacterias), em contraste com a forma como 
os fungos reproduzem-se assexuadamente por conidios derivados por mitose, assim como (em alguns casos) sexualmente por meio de 
estruturas reprodutivas mais sofisticadas e esporos derivados por meiose. 

C. Alguns dos actinomicetos aerobios tern acido micolico em suas paredes celulares; os fungos tern guitina em suas paredes celulares, alem de 
glicanos e mananos e outras proteinas especfficas de fungos. 

D. 0 tratamento para actinomicetos aerobios consiste em antibioticos, em contraste com os agentes antifungicos usados para tratar leveduras 
e fungos. 

Apesar dessas diferengas ressaltadas, o termo "hifas" ainda e usado amplamente na literatura para descrever os filamentos de alguns 
actinomicetos aerobios. 

2. Descrigao das cepas dos actinomicetos aerobios: 

A. 0 termo "cepa-tipo" refere-se a cepa bacteriana na gual a descrigao original da especie foi baseada. 

B. 0 termo "cepas de referenda" aplica-se as outras cepas de uma colegao, gue supostamente pertencem a mesma especie da cepa-tipo. 

C. 0 termo "sensustricto" significa "em sentido estrito" e, quando e usado junto com o nome de uma especie, refere-se aos microrganismos 
que fazem parte desta especie em particular. Desse modo, a expressao N. asteroides sensu stricto deve significar as cepas que, com base no 
sequenciamento genetico, sao identicas a cepa tipo N. asteroides ATCC19247. 

3. Complexo N. asteroides: este termo e usado neste capitulo com referenda a 8 a 10 especies de Nocardia (inclusive N. farcinica, N. nova e N. 
transvalensis), dentre as quais todas sao parcialmente acidorresistentes, contem meso-DAP com acidos micolicos de cadeias curtas (44 a 64 
atomos de carbono) na parede celular e, em geral, tern reaves negativas de hidrolise de casefna, xantina e tirosina. 


Tabela 15.1 Generos mais comuns de actinomicetos aerobios da ordem Actinomycetales. 3 



NOCARDIOFORMES (SUBORDEM CORYN EBACTERIN EAE) ft 

Nocardia spp. 

Rhodococcus spp. 

Gordonia spp. 

Tsukamurella spp. 

Dietzia spp. 

Williamsia spp. 

Segniliparus spp. 

SUBORDEM STREPTOSPORANGINEAE 

Nocardiopsis spp. 

Actinomadura spp. 

SUBORDEM STREPTOMYCINEAE 

Streptomyces spp. 

SUBORDEM MICROCOCCINEAE 

Dermatophilus spp. 

SUBORDEM PSEUDONOCARDINEAE 

Pseudonocardia spp. 

Amycolata spp. 

Amycolatopsis spp. 

Saccharomonospora 

Saccharopolyspora 

SUBORDEM THERMOACTINOMYCETACEAE 

Thermoactinomyces spp. 

a Esta tabela foi modificada com base na referenda 41, Figura 1, pagina 444. Essa lista nao engloba todos os membros da 
ordem Actinomycetales, mas apenas os que sao isolados mais comumente de doengas humanas e de especimes clinicos. 
'’Tambem na subordem Corynebacterineae estao as especies de Mycobacterium e Corynebacterium. 

O esquema descrito na Figura 15.1 utiliza testes que eram realizados comumente nos laboratories de 
microbiologia clinica e que, em alguns casos, ainda sao utilizados. Os generos que nao sao alcool-acidorresistentes 
trazem o maior problema para a identificagao, uma vez que as analises da parede celular necessarias a sua 
identificagao estao alem dos recursos da maioria dos laboratories clinicos. As tecnicas moleculares ou a 
espectrometria de massa provavelmente substituira as analises fenotipicas e da parede celular para a diferenciagao 
das especies, embora as analises da parede celular ainda devam ser utilizadas como recurso para estudos 
epidemiologicos e pesquisas cientificas. A maioria dos actinomicetos aerobios consiste em bacterias ambientais que, 
ocasionalmente, podem causar infeegoes humanas, especialmente nos pacientes imunossuprimidos. Quando um 
actinomiceto aerobio e isolado de um paciente com alguma doenga clinicamente compatfvel, ele deve ser 
encaminhado a um laboratorio de referencia para identificagao exata, especialmente quando o laboratorio nao tern 
recursos para realizar sequenciamento ou utilizar outros metodos de identificagao avangada. Mesmo dentro do grupo 
constituido pelos microrganismos alcool-acidorresistentes, testes progressivamente mais complexos sao necessarios 



a identificagao. A diferenciagao entre os actinomicetos aerobios e as especies de Mycobacterium de crescimento 
rapido sempre deve ser efetuada; em geral, isto e conseguido realizando-se coloragoes alcool-acidas parciais e 
completas, em comparagao com a natureza alcool-acidorresistente parcial ou fraca de alguns actinomicetos aerobios 
(p. ex., Nocardia spp.). Em geral, as especies de Mycobacterium nao formam as estruturas bacilares filamentosas 
encontradas nos actinomicetos aerobios. As especies de Mycobacterium de crescimento rapido, as especies de 
Nocardia e outros actinomicetos aerobios podem causar doengas semelbantes (ver Capitulo 19). 


Positiva 

Mycobacterium 


G§neros de actinomicetos aerdblos* 

Alcool-acidorresiste ncia (AAR)*’ 

AAR parcialmente positiva 


Micelio aerado 


Presente 

Nocardia 

i 

I 

Segniliparus 


Ausente 

R ho do co ecus 
Gordonia 


Saccharomonospora 

Saccharopolyspora 

Thermoactinomyces 

Amycolatopsis 

Micromonospora 


' Negativa 

Acido diaminopimelico (DAP) na parede celular 

Tipo L Tipo Meso 

I 

Streptomyces 

Acucares da parede celular 



Actinomadura Dermatophilus 


*A Tropheiyma whipplei nao foi cultivada em meios artificial e nao foi analisada quanto a estas caracteristicas. 

"Todos os microrganismos alcool-acidorresistentes e fracamente alcool-acidorresistentes contem acido miedlieo; alem disso. as especies de 
Corynebacterium tern este componente em sua parede celular. 


■ FIGURA 15.1 Classificagao dos actinomicetos aerobios associados a doenga humana. 

Kiska et al. descreveram uma bateria simplificada de testes para identificar especies de Nocardia Esse 
algoritmo bioquimico pode ser util inicialmente para determinar se realmente foi isolado um actinomiceto aerobio, 
mas nao e suficiente para a identificagao defmitiva no ambito das especies e, em alguns casos, nem mesmo de 
generos quando e utilizado isoladamente. A edigao atual deste livro migrou dos testes bioquimicos tradicionais e 
enfatiza as tecnicas moleculares e a espectrometria de massa como metodos de identificagao, que aos poucos se 
tornam o padrao de referencia para identificar esses microrganismos. 

Os actinomicetos aerobios estao amplamente distribuidos na natureza, onde participam da decomposigao da 
materia vegetal organica. 75 ’ 167 Varias especies sao isoladas regularmente do solo e dos sedimentos marinhos, bem 
como das fezes de varios animais. Esses microrganismos devem ser considerados patogenos oportunistas, que 
causam infeegoes principalmente nos individuos com mecanismos de defesa comprometidos. Entretanto, alem disso, 
essas bacterias deram origem a alguns dos nossos antibioticos mais importantes: estreptomicina ( Streptomyces spp.), 
vancomicina {Amycolatopsis orientalis), macrolidios {Micromonospora spp.) e aminoglicosidios {Micromonospora 
spp.). Sem duvida, os patogenos mais importantes fazem parte do genero Nocardia, que esta descrito com detalhes a 
seguir. Os detalhes das descrigoes dos outros generos sao proporcionais a sua importancia clinica. 

Em uma perspectiva pratica, os actinomicetos podem ser reconhecidos no laboratorio porque formam colonias 
glabras, asperas, aderentes, cereas ou semelhantes a giz seco, que crescem depois de 3 dias a 2 semanas de 
incubagao. Os pigmentos observados podem ser castanhos, roseos, alaranjados ou cinzentos. O odor de porao 
mofado ou de solo recem-revirado e um indicio importante, pelo qual esses microrganismos podem ser 
reconhecidos, embora sempre se deva ter o cuidado ao trabalhar com estas bacterias de forma a evitar dispersao por 
aerossol e nao “cheirar” quaisquer colonias de bacterias ou fungos. O odor exalado desses microrganismos 
geralmente e evidente, sem necessidade de cheirar uma placa. A temperatura ideal de crescimento varia de 30° a 
36°C, tanto na incubadora com C0 2 (no caso da cultura para micobacterias) quanto em ar ambiente (no caso da 




incubadora usada para cultivar fiingos). Esses microrganismos crescem bem nos meios de cultura como agar-sangue 
de cameiro (SBA; do ingles, sheep blood agar), agar-chocolate, meio de LJ a base de ovo, agar sintetico de 
Middlebrook e na maioria dos meios para isolamento de fungos, que nao contenham ciclo-heximida. Todas as 
especies sao gram-negativas, embora as especies de Nocardia em particular tendam a formar um padrao gram- 
variavel com formato de contas. Desse modo, a demonstragao de bacterias gram-positivas ou gram-variaveis 
ramificadas, delicadas (1 pm de diametro) em formato de contas deve alertar para a possibilidade de um 
actinomiceto aerobio; as culturas para Nocardia devem ser incubadas por 2 a 4 semanas. Como foi mencionado 
antes, a caracteristica mais comum pela qual as especies de Nocardia sao diferenciadas das especies de 
Mycobacterium de crescimento rapido no laboratorio clinico e sua alcool-acidorresistencia “parcial”. A reagao 
alcool-acida da Nocardia e positiva apenas quando se utiliza concentragao baixa de um acido inorganico, inclusive 
acido sulfurico (H 2 S0 4 ), em vez do acido cloridrico (HC1) mais forte como agente descolorante. O laboratorista 
deve suspeitar fortemente de que isolou uma especie de Nocardia quando a bacteria e parcialmente alcool- 
acidorresistente, apresenta filamentos ramificados e produz odor semelhante ao de lixo mofado ou demonstra 
colonias com morfologia compativel. Entretanto, essas caracteristicas sao variaveis e nem sempre confiaveis. Nos 
casos dificeis, a analise da parede celular ou do genoma toma-se necessaria e isto exige o envio da cepa isolada a 
um laboratorio de referencia especializado. Contudo, hoje em dia, as tecnicas como a espectrometria de massa e o 
sequenciamento tern sido disponibilizadas mais amplamente e conhecer quais laboratories oferecem estes services e 
muito importante quando seu laboratorio nao dispoe destes recursos. 35,143,167,193 ’ 194 De forma a assegurar uma 
descrigao completa e durante esse periodo de transigao, a composigao da parede celular dos actinomicetos aerobios, 
que ainda pode ser util com propositos taxonomicos e diagnosticos, esta detalhada na Tabela 15.2. 

Grupo nocardioforme 
Nocardia spp. 

A taxonomia das especies de Nocardia, que constituem o genero mais importante dentre os actinomicetos aerobios, 
esta em constante transformagao. A defmigao dessas especies esta baseada em dados moleculares, geralmente 
obtidos pelo sequenciamento do rRNA 16S. Assim como as especies de Mycobacterium, as Nocardia spp. contem 
acido tuberculostearico, mas tambem apresentam acidos micolicos de cadeias curtas (40 a 60 atomos de carbono); 
suas paredes celulares contem peptidoglicano, assim como todas as bacterias gram-positivas, mas sao constituidas 
de meso-DNV, arabinose e galactose. A presenga desses componentes na parede celular e praticamente universal 
entre os actinomicetos aerobios; contudo, os comprimentos das cadeias de acido micolico pode variar entre os 
generos. 19,16 Alem disso, como se pode observar na Tabela 15.2, alguns dos actinomicetos aerobios nao contem 
acidos micolicos. 

A cepa original isolada dos animais infectados com doenga granulomatosa (actinomicose bovina) foi descrita 
por Nocard em 1888 na ilha de Guadalupe. Em seguida, essa bacteria foi denominada Nocardia farcinica e essa 
cepa foi constituida como especie tipo do genero em 1954. 41 Curiosamente, a cepa original isolada por Nocard na 
verdade consistia em duas cepas consideradas identicas, embora na realidade uma delas tivesse acidos micolicos 
tipicos das nocardias, enquanto os acidos micolicos da outra cepa eram mais caracteristicos de uma micobacteria. 19 
Em 1962, demonstrou-se que a cepa que apresentava caracteristicas de uma especie de Nocardia (cepa 3318 da 
American Type Culture Collection [ATTC]) era fenotipicamente identica a cepa que depois se tomou conhecida 
como N. asteroides; desde entao, esta ultima nomenclatura passou a ser utilizada mais comumente nos laboratories 
clinicos, ou seja, N. asteroides (cepa 19247 da ATTC) substituiu N. farcinica como especie tipo do genero e 
continuou a ser utilizada na maioria dos laboratories clinicos como nome da especie de Nocardia mais comumente 
isolada. 41 N. asteroides mostrou-se muito diversificada a medida que mais estudos geneticos foram realizados. Essas 
diferengas resultaram na criagao de subgrupos dentro da especie N. asteroides. Por fim, os microbiologistas 
conseguiram demonstrar que alguns desses subgrupos de cepas isoladas na verdade eram bioquimica e 
imunologicamente identicos a cepa original de N. farcinica ATCC 3318 e, curiosamente, nao se assemelhavam a N. 
asteroides ATCC 19247. O termo “complexo N. asteroides ” foi cunhado para demonstrar essa diversidade e, por 
esta razao, surgiram designagoes como N. asteroides subesp .farcinica ou N. asteroides subesp. nova, dentre outras 
utilizadas para defmir essas diferengas dentro do complexo. Pouco depois, estudos moleculares mais sofisticados 
verificaram a homologia do subgrupo referido como N. farcinica com a cepa tipo ATCC 3318. 32 


A medida que as tecnicas de reagao da cadeia de polimerase (PCR; do ingles, polymerase chain reaction), 
sequenciamento do acido nucleico e outros metodos moleculares continuaram a ser aplicadas as cepas de Nocardia, 
ficou evidente que algumas das bacterias que antes eram conhecidas como N. asteroides ou ate mesmo como 
complexo N. asteroides nao estavam relacionadas com esta especie tipo. 

As cepas do complexo N. asteroides sao relativamente inertes quanto as fungoes bioquimicas e, por esta razao, a 
diferenciagao com base no fenotipo era impossivel, e muitas infecgoes supostamente causadas por N. asteroides na 
verdade nao eram causadas por este microrganismo. Uma identificagao mais apurada foi posslvel depois que 
metodos moleculares modemos foram utilizados para identificar o agente infeccioso. Alem disso, Wallace et a/. 1 '"' e 
outros autores comegaram a perceber diferengas nos padroes de sensibilidade antimicrobiana entre as especies do 
complexo N. asteroides e, em 1988, ele e seus colaboradores descreveram seis padroes diferentes para 12 
antibioticos (Tabela 15.3). Com base nos padroes antimicrobianos, esse grupo definiu padroes de I a VI para 78 
cepas isoladas clinicamente, que na epoca eram referidas como Nocardia asteroides. Mais tarde, Steingrube et al. 
defmiram quatro grupos inominados diferentes - designados como tipos I, IIIV e VI - utilizando amplificagao do 
DNA e polimorfismo de comprimento do fragmento de restrigao (RFLP; do ingles, restriction fragment length 
polymorphism) para caracterizar os produtos derivados do gene da protelna do choque termico de 65 kDa. 17 '’ Da 
mesma forma, esses grupos mostravam diferengas nos perfis de sensibilidade antimicrobiana, conforme havia sido 
demonstrado antes por Wallace. As cepas que correspondem a descrigao classica da especie tipo (ATCC 19247) 
foram designadas de Nocardia asteroides sensu stricto tipo VI. E importante salientar que, neste contexto, o “tipo 
VI” nao corresponde ao tipo VI da classificagao dos componentes da parede celular. Em seguida, alguns autores 
sugeriram que as cepas isoladas com padrao de sensibilidade do tipo VI deveriam ser descritas como N. 
cyriacigeorgica e nao como N. asteroides . 163,219 


Tabela 15.2 Composigao da parede celular dos actinomicetos aerobios. 


Quimiotipo da 

parede celular" 

Composigao 

Acidos 

nocardiomicolicos 

Generos 

1 

l-DAP; nenhum agucar detectado 

Nao 

Streptomyces 

II 

Afeso-DAP; nenhum agucar detectado 

Nao 

Thermoactinomyces, Nocardiopsis 

III 

Afeso-DAP; madurose 

Nao 

Actinomadura, Dermatophilus 

IV 

Afeso-DAP; arabinose e galactose 

Sim 

Nocardia, Rhodococcus, Gordonia, Tsukamurella, 

Dietzia 

VI 

Sem DAP; acido aspartico e galactose 

Nao 

0erskovia b 

NA 

Sem DAP; madurose 

Nao 

Actinomadura 


a A parede celular de todos os generos contem quantidades significativas de alanina, acido glutamico, glicosamina e acido 
muramico. Nenhum patogeno humano significativo tern as caracteristicas das paredes celulares II, V, VII ou VIII. 

6 Estudos demonstraram que a Oerskovia esta relacionada mais diretamente com a Cellulomonas em geral, que com o genera 
Nocardia ou outros actinomicetos aerobios. Dados baseados nas references 19 e 199. 

Em 2003, Roth et al. redefiniram a filogenia do genero Nocardia com base no sequenciamento do rRNA 16S. 
Esses autores defmiram 30 especies estabelecidas e 10 taxons nao classificados no genero e sugeriram metodos para 
fiituras decisoes taxonomicas, a medida que especies novas sejam reconhecidas. Em 2006, Brown-Elliott revisaram 
todos os dados sobre a taxonomia das especies de Nocardia, inclusive os trabalhos de Wallace (1988), Steingrube e 
Roth, que esclareceram o status deste genero naquela epoca. Muitos relatos anteriores sobre doenga clinica nao 
diferenciavam esses patogenos com base nas tecnicas aceitaveis hoje em dia; por esta razao, as vezes e dificil 
determinar qual e a identidade real das especies infectantes. |9,lfo 

Acontece que as bacterias com padrao antimicrobiano VI, tambem referidas como N. asteroides sensu stricto, 
representam cerca de 35% das especies de Nocardia isoladas clinicamente. 19,199 Alguns autores sugeriram que, 
talvez no fiituro, o nome N. asteroides voltara a designar esse grupo de especies de Nocardia, tendo em vista que 



esse padrao de sensibilidade antimicrobiana representa um tergo das cepas isoladas na pratica clmica. Hoje em dia, 
A. cyriacigeorgica e o complexo A. asteroides compartilbam dessa mesma designagao. A seguir, relacionamos as 
especies que correspondem a cada um dos seis padroes de sensibilidade antimicrobiana descritos na Tabela 15.3, 
que aumentara na medida em que especies novas forem identificadas com frequencia: 

I. A. abscessus 211 

II. Complexo A. brevicatena 99 ’ 162 IN. paucivorans 53,215 e um grupo inominado 

III. Complexo A. nova, que e formado por A. nova, 196 , A. veteran, 1 ' 26,1 ' 2 A. africana 78 e A. kruczakiae 26 

IV. Complexo A. transvalensis (inclusive A. wallacei) 29,126,222 

V. A. farcinica 204 

VI. Complexo A. asteroides (ou sensu stricto) e A. asteroides tipo VI (inominada)/A. cyriacigeorgica 219 

Especies que nao fazem parte do complexo N. asteroides 

Entre as especies que nao fazem parte do “complexo A. asteroides ” (ou seja, que nao apresentam os padroes de 
sensibilidade antimicrobiana de I a V), A. brasiliensis, 167,116 N. pseudobrasiliensis 90,165,195 e A. otitidiscavarium ,4 ‘ 14S 
(antes conhecida como A. caviae ) sao as cepas isoladas mais comumente nas doengas humanas. Alem disso, outras 
especies de Nocardia envolvidas nas doengas clinicas sao A. arthritidis, 91 A. punis 211 A. asiatica , 89 A. 
beijingensis, 142 A. mexicana 161 e muitas outras especies nomeadas e inominadas. 19,60,99 

Epidemiologia, patologia e patogenese. Os membros do que antes era referido como complexo A. asteroides 
sao os actinomicetos aerobios patogenicos isolados mais comumente dos seres humanos e estao distribuidos 
amplamente em todas as regioes dos EUA. 1(1 As especies identificadas mais comumente sao A. farcinica, A. 
cyriacigeorgica e A. nova; contudo, parte dessa variagao e determinada geograficamente. Beaman et al. 12 estimaram 
que 500 a 1.000 casos de nocardiose ocorram anualmente nos EUA, mas este numero provavelmente esta 
subestimado porque a nocardiose nao e uma doenga de notificagao compulsoria. Infelizmente, esse estudo foi 
realizado na decada de 1970 e nao houve outras pesquisas mais recentes quanto a incidencia da nocardiose no pais, 
embora com a ampliagao das populagoes de pacientes imunossuprimidos o numero de infecgoes provavelmente e 
maior hoje em dia. 


Tabela 15.3 Perfis de sensibilidade antimicrobiana de 78 cepas isoladas do complexo Nocardia 
asteroides. 


Tipo 

Porcentagem das 

cepas (%) 

Sensibilidade 

Resistencia 

Correlagao da especie 

1 

20 

Ampicilina, carbenicilina, 

cefalosporinas de amplo 

espectro, imipenem (50%%) 

Imipenem (50%) 

Nocardia abscessus 

II 

0 

Igual a do tipo 1, mas e sensivel a 

canamicina e ao ciprofloxacino 

Gentamicina e claritromicina 

N. brevicatena/N. paucivorans 

III 

18 

Ampicilina, eritromicina 

Carbenicilina 

Nocardia nova 

IV 

5 

Ciprofloxacino 

Todos os aminoglicosidios, inclusive 

amicacina 

Complexo N. transvaiensis 

V 

17 

Ciprofloxacino, imipenem 

Todas as penicilinas e cefalosporinas 

de amplo espectro; todos os 

aminoglicosidios, exceto 

amicacina 

Nocardia farcinica 

VI 

35 

Cefalosporinas de amplo espectro 

Penicilinas 

Nocardia asteroides sensu stricto, 

Nocardia cyriacigeorgica 



Dados baseados na referenda 199. 


As especies de Nocardia sao patogenos oportunistas que, na maioria dos casos, causam infecgoes em pacientes 
imunossuprimidos ou em portadores de doengas debilitantes. A combi nagao de tratamento prolongado com 
corticosteroide e a presenga de doenga pulmonar cronica foi sugerida como uma associagao de fatores de risco 
especialmente importante. 16 Os pacientes com nocardiose podem nao ter anormalidades imunologicas coexistentes 
detectaveis, mas estes nao sao os hospedeiros naturais das especies de Nocardia, com excegao dos casos de 
introdugao traumatica da bacteria na pele e nos tecidos moles. Especies de Nocardia podem colonizar a pele e as 
vias respiratorias e, por isso, o isolamento de Nocardia sp. poderia potencialmente representar colonizagao, em vez 
de infecgao de alguma area nao esteril. De acordo com um estudo australiano, apenas cerca de 20% das cepas 
isoladas estavam associadas a alguma doenga clinica.' 1 Mesmo o isolamento das especies de Nocardia em 
hemoculturas pode nao ter significado. Dentre oito pacientes com bacteriemia causada por Nocardia, que foram 
relatados por Esteban et al., N. asteroides parecia ser clinicamente relevante em apenas dois casos; as cepas 
restantes foram consideradas clinicamente irrelevantes ou de significado duvidoso. ' Contudo, existem alguns 
relatos mais recentes sobre hemoculturas positivas, especialmente casos de bacteriemia relacionada com cateter, nos 
quais as especies de Nocardia realmente eram significativas. A correlagao clinica com os resultados laboratoriais 
sempre e necessaria, de forma que as cepas isoladas nao sejam descartadas simplesmente como contaminantes 
laboratoriais ou “difteroides”. 147,168 

A apresentagao clinica mais comum da nocardiose, especialmente quando e causada por membros do complexo 
N. asteroides, e doenga pulmonar no paciente imunossuprimido; a porta de entrada dos microrganismos e por 
inalagao de fragmentos bacterianos suspensos no ar ambiente. A doenga extrapulmonar resultante da disseminagao 
da doenga pulmonar primaria ou de uma infecgao localizada pode afetar qualquer parte do corpo, mas ocorre 
predominantemente na pele, nos tecidos subcutaneos e no sistema nervoso central. Aproximadamente 20% dos 
pacientes com doenga disseminada tern apenas acometimento extrapulmonar. 19 

A segunda apresentagao mais comum da nocardiose - infecgoes da pele e dos tecidos moles - e causada mais 
frequentemente por outras especies, que nao fazem parte do complexo N. asteroides. N. brasiliensis e uma causa 
comum de infecgoes subcutaneas e micetomas na America do Sul e grande parte da America Central. Na decada de 
1960, 85 a 95% dos micetomas relatados no Mexico foram causados por N. brasiliensis . 71 Castro et al. observaram 
que N. brasiliensis era certamente o actinomiceto mais comumente isolado dos 41 pacientes atendidos em Sao 
Paulo, Brasil, entre os anos de 1978 e 1989. 28 A maioria dos pacientes vinha de areas rurais da regiao Nordeste do 
pais e era de agricultores. As infecgoes significativas da pele e dos tecidos moles por N. brasiliensis tambem foram 
diagnosticadas em pacientes de Queensland, Australia, que apresentavam nocardiose. 64 Embora seja encontrada 
principalmente nos paises tropicais, N. brasiliensis esta entre as especies de Nocardia isoladas mais comumente nos 
EUA, e e mais prevalente nos estados do sudoeste e do sudeste. 176 Como ja foi mencionado, muitos casos relatados 
de infecgao por N. brasiliensis sao, na verdade, atribuidos a uma especie recem-identificada conhecida como N. 
pseudo brasiliensis . 90 ' 165,195 N. brasiliensis e N. pseudobrasiliensis tambem podem causar doenga pulmonar nos 
pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos. 103 

N. otitidiscaviarum (antes conhecida como N. caviae ) foi isolada do solo de todas as partes do planeta. Esse 
microrganismo e causa menos comum de nocardiose e isolada com menos frequencia do que as outras especies de 
Nocardia. A distribuigao e o significado clinico das outras especies de Nocardia isoladas raramente sao menos 
evidentes, embora os metodos moleculares e a espectrometria de massa usados no processo de identificagao possam 
mudar esse panorama no futuro. 4193,202 

Infecgao pulmonar cronica com ou sem disseminagao para outros orgaos e uma das formas mais graves de 
nocardiose. A patogenese das infecgoes causadas por especies de Nocardia e por inalagao de bacterias suspensas no 
ar, o que talvez explique a frequencia com que sao isoladas nos estados secos do sudoeste, assim como tambem 
ocorre com as infecgoes causadas por especies de Coccidioides. 19 ’ 161 A doenga cutanea (inclusive micetomas 
actinomicoticos) pode ser causada pela inoculagao direta das bacterias depois de traumatismo, inclusive durante 
jardinagem, passeios descalgos, depois de procedimentos esteticos ou cinirgicos, ou como consequencia da doenga 

disseminada. 45 ’ 51 ’ 167 

As especies de Nocardia sao patogenos intracelulares facultativos. Sua capacidade de crescer dentro dos 
macrofagos e tambem dos leucocitos polimorfonucleares certamente e importante para sua infecciosidade. Esses 



microrganismos conseguem viver dentro dos macrofagos porque inibem a fusao do fagossomo com o lisossomo e 
em razao de sua capacidade de produzir catalase e superoxido-dismutase, que inativam os produtos do sistema das 
mieloperoxidases destas celulas fagoclticas. Especialmente os pacientes com doenga granulomatosa cronica sao 
suscetlveis a nocardiose grave, assim como as infecgoes causadas por outras bacterias que produzem catalase. 4 ' 1 A 
resposta imune celular e fundamental a erradicagao da infecgao, conforme foi sugerido por estudos experimentais e 
pela ocorrencia da doenga nos pacientes com imunodepressao celular. 11 ’' 1 ' 1 Inicialmente, as infecgoes causadas por 
Nocardia pareciam estar sub-representadas entre os pacientes infectados pelo HIV; contudo, Beaman et al. 
observaram numeros crescentes de casos e infecgoes subnotificadas e demonstraram que as variances geograficas 
das nocardias do ambiente, que nao correspondem aos focos de infecgao pelo HIV, possam explicar em parte 
quaisquer discrepancias na incidencia. 11 

As celulas bacterianas das especies de Nocardia geralmente nao sao detectadas nos cortes histologicos corados 
com hematoxilina-eosina, mas podem ficar evidentes nas coloragoes com acido periodico de SchifF (PAS). Essas 
bacterias sao detectadas muito facilmente com as seguintes coloragoes histologicas: metenamina de prata de 
Gomori, Gram-Weigert, Giemsa ou Gram histologico (p. ex., corantes de Brown e Brenn ou Brown-Hopps). Em 
uma coloragao histologica por Gram, esses microrganismos geralmente sao bacilos filamentosos ramificados fmos 
em formato de contas. A coloragao alcool-acida de Kinyoun modificada (i. e., coloragao alcool-acida parcial, na 
qual a descoloragao e realizada com solugao aquosa de H 2 S0 4 , em vez de HC1 a 3%, que e utilizado comumente 
com o metodo de Ziehl-Neelsen) e util para esfregagos diretos e cortes congelados, enquanto a coloragao alcool- 
acida de Fite-Ferraco (/. e., tambem uma coloragao alcool-acida parcial) e recomendada para cortes em 
parafma. 209 ’ 210 Quando se utilizam coloragoes alcool-acidas parcial e completa, as especies de Nocardia sao 
parcialmente alcool-acidorresistentes ou totalmente alcool-acido-negativas, enquanto as especies Mycobacterium 
sao positivas nas coloragoes alcool-acidas parcial e completa e Actinomyces israelii e outros actinomicetos 
anaerobios sao negativos nas coloragoes alcool-acidas parciais e completas. Outros membros do grapo dos 
actinomicetos aerobios (p. ex., Rhodococcus, Gordonia e Tsukamurella ) sao parcialmente alcool-acidorresistentes 
ou totalmente negativos. Com todos os actinomicetos aerobios, o uso da coloragao alcool-acido parcial diretamente 
nas amostras histologicas e nos especimes clinicos comumente fomece um indicio real de sua alcool- 
acidorresistencia, em comparaqao com a aplicaqao da coloraqao as colonias isoladas in vitro, nas quais a 
propriedade de alcool-acidorresistencia pode desvanecer. O Boxe 15.2 descreve o metodo usado para preparar uma 
coloraqao alcool-acida parcial. 

Doenga clinica. A doenga clinica causada por todas as especies do genero Nocardia e semelhante. A doenga 
pulmonar pode ser subaguda ou indolente, estendendo-se por alguns dias ou semanas antes que o paciente procure 
atendimento medico. 19125 As manifestagoes clinicas sao febre, tosse produtiva com expectoragao de escarro 
mucopurulento espesso, algumas vezes acompanhadas de emagrecimento e fadiga, semelhante a uma doenga 
causada por micobacterias atipicas (exceto M. tuberculosis). Em geral, as radiografias do torax mostram indicios de 
infiltrados persistentes, com ou sem nodulos arredondados lisos em uma ou mais areas pulmonares. Em alguns 
casos, pode haver cavitagao do infiltrado ou do nodulo. 19 Alguns pacientes tern broncopneumonia progressiva, 
consolidagao difiisa, um ou varios abscessos, derrames pleurais, empiema e trajetos fistulares com acometimento da 
parede toracica. A reagao inflamatoria primaria e neutrofilica, mas existem descritos casos raros de granulomas. 


Boxe 15.2 


Colorado alcool-acida modificada para especies de Nocardia 

1. Prepare um esfregago com os microrganismos retirados do meio de cultura e fixe-o com calor. 

2. Irrigue a lamina com carbolfucsina de Kinyoun por 5 min. 

3. Descarte o excesso de corante. 

4. Fagaadescoloragaocomsolu^aoaguosadeH 2 S0 4 a 1% 

5. Lave com agua da torneira. 

6. Faga a contracoloragao com azul de metileno por 1 min. 

7. Enxague com agua e segue. Exame com lente de imersao em oleo. 



A infecgao disseminada geralmente comeqa em um foco pulmonar, mas tambem pode ocorrer depois de uma 
infecgao primaria em qualquer outra parte do corpo. A disseminagao bacteriemica causa infecgao de varios orgaos, 
especialmente cerebro e pele. 19,41,8(1 Cerca de 45% dos pacientes com nocardiose disseminada tern infeegoes do 
sistema nervoso central, geralmente na forma de um ou mais abscessos cerebrais. 7,19,60,113 O prognostico desses 
pacientes e desfavoravel, com taxa de mortalidade entre 7 e 44% na populagao em geral e ate 85% dos pacientes 
gravemente imunossuprimidos. 125 Infeegoes graves causadas por especies de Nocardia foram documentadas em 
pacientes com doengas neoplasicas 188 ou sindrome de imunodeficiencia adquirida 85 e tambem nos transplantados 
renais, 207 dentre outros. Os abscessos cerebrais metastaticos, que se desenvolvem em cerca de um terqo dos casos, 
causam cefaleia, nauseas, vomitos, disturbios do estado mental e depressao do nivel de consciencia. Tambem podem 
ocorrer convulsoes, deficits neurologicos focais ou outras anormalidades neurologicas. As hemoculturas e as 
culturas do liquido cefalorraquidiano (LCR) quase sempre nao conseguem demonstrar o agente patogenico (apesar 
da disseminaqao hematogenica da bacteria). 53 

As infeegoes cutaneas provavelmente sao subdiagnosticadas porque geralmente sao autolimitadas e os exames 
microbiologicos adequados podem nao ser realizados nos pacientes com in fee goes superficiais. 113 Em geral, as 
infeegoes cutaneas primarias evidenciam-se por celulite linfocutanea superficial ou infeegoes localizadas da face, 
quando ocorrem em criangas, ou dos membros inferiores em adultos. 19 Quando ha disseminaqao linfangitica para os 
linfonodos regionais, podem formar-se fistulas clinicamente semelhantes a esporotricose, tambem conhecidas como 
nocardiose esporotricoide. 175 A infecgao cutanea secundaria tambem pode ser resultante da doenqa disseminada. Ao 
contrario da doenqa pulmonar, os pacientes que desenvolvem doenqa cutanea primaria quase sempre sao 
imunocompetentes. Como ja foi mencionado, N. brasiliensis e N. pseudobrasiliensis estao associadas mais 
comumente a nocardiose cutanea que os membros do complexo N. asteroides e podem infectar pacientes 
imunocompetentes e imunossuprimidos. 62 Uma especie do complexo Nocardia asteroides identificada mais 
recentemente - N. neocaldoneniensis - foi isolada de um abscesso mandibular de um paciente de 68 anos em 
tratamento com prednisona e metotrexato para sua artrite reumatoide. 124 Alem disso, a lesao cutanea classica - o 
micetoma - pode ser causado por fiingos verdadeiros (micetomas eumicoticos) ou actinomicetos aerobios, inclusive 
especies de Nocardia (micetomas actinomicoticos). (Ver seqao Actinomadura.) 

As especies de Nocardia podem causar esporadicamente bacteriemia nos pacientes com e sem cateteres 
intravasculares. 2 ' 1 N. nova foi o microrganismo isolado mais comumente de pacientes com cancer e causou 
bacteriemia relacionada com cateter; a existencia de uma biopelicula pode sugerir seu mecanismo patogenico. 2 

A nocardiose ocular pode ocorrer nos individuos imunocompetentes depois de traumatismos ou como uma 
complicaqao pos-operatoria. Outra possibilidade e que o olho seja infectado em consequencia da doenqa 
disseminada de um paciente imunossuprimido. As infeegoes oculares causadas por Nocardia incluem ceratite, 51 
uveite, abscessos da retina ou endoftalmite. 

As especies de Nocardia podem causar muitas outras infeegoes. Pacientes em dialise peritoneal ambulatorial 
continua podem desenvolver peritonite, cujas manifestagoes clinicas sao indistinguiveis da que e causada por outras 
bacterias. Recentemente, N. veterana foi isolada do liquido ascitico infectado de um paciente HIV-positivo. 36 ' 69 
Nocardia synovitis tambem foi isolada, mas e rara. Existem relatos de infeegoes causadas por Nocardia nos servigos 
de saude, assim como surtos raros relatados de infeegoes nas comunidades. Um desses surtos envolveu N. 
cyriacigeorgica, no qual oito pacientes desenvolveram infeegoes dos tecidos moles depois da realizagao de um 
procedimento cosmetico nao regulamentado para rejuvenescimento. Todos os oito pacientes necessitaram de 
internagao hospitalar, desbridamento cinirgico e tratamento antibiotico prolongado. 6 

A frequencia das infeegoes causadas por Nocardia nos transplantados de orgaos varia de 0,7 a 3%. Uma revisao 
de 5.126 transplantes realizados nos EUA detectou infeegoes por Nocardia em 0,6% dos casos. A maioria dos 
pacientes tinha doenqa pulmonar, embora 20% tivessem nocardiose disseminada. As incidencias de nocardiose entre 
os receptores de transplante foram as seguintes: pulmao, 3,5%; coragao, 2,5%; intestino, 1,3%; rim, 0,2%; e figado, 
0,1%. A especie envolvida mais comumente era N. nova, seguida de N. farcinica, N. asteroides e N. brasiliensis. 
Sessenta e nove por cento dos pacientes faziam profilaxia com sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) e 89% foram 
tratados com sucesso e curados da nocardiose. 144 Outra revisao dos receptores de transplantes pulmonares de 
Pittsburgh relatou que 2,1% dos 473 pacientes tiveram infeegoes causadas por Nocardia e a especie principal 
envolvida era N. farcinica', a mortalidade global foi muito maior que a do estudo publicado por Peleg (40%). 83 



Dentre as especies do complexo N. asteroides, N. farcinica e comumente mais resistente aos antibioticos e isto 
poderia explicar a diferenga de prevalencia. 

Especies de Rhodococcus 

Taxonomia e classificagao. O genero Rhodococcus constitui um grupo heterogeneo de bacterias diretamente 
relacionadas com as especies de Nocardia, embora o primeiro nao forme as “hifas” aereas (Figura 15.2) tipicas 
destas ultimas (Figura 15.3). Os membros desse grupo de actinomicetos aerobios sao gram-positivos, nao formam 
esporos e geralmente sao parcialmente alcool-acidorresistentes. Como o nome indica, o aspecto de todos os 
membros em condigoes ambientais predefmidas ou nas coloragoes especificas pode ser cocoide ou baciliforme. As 
especies de Rhodococcus estao amplamente disponiveis no ambiente, no solo, nas plantas ou no trato gastrintestinal 
de varios insetos ou animais. Houve algumas modificagoes da taxonomia do genero Rhodococcus e algumas das 
especies mais antigas foram reclassificadas em outros generos, inclusive Gordonia, Dietzia, Tsukamurella e outros. 

O termo Rhodococcus foi utilizado primeiramente por um botanico alemao (Zopf) em 1891, quando classificava 
as bacterias e os fiingos produtores de pigmentos; estas bacterias especificas formavam colonias de cor rosa-salmao 
ou vermelha depois de 4 dias de cultura em meios solidos e suas colonias comumente eram mucoides. O nome do 
genero ( Rhodococcus ) foi redefmido em 1977, de forma a incluir os membros do complexo de bacterias 
“rhodochrous”, que incluia microrganismos situados evolutivamente em algum ponto entre as especies 
nocardioforme e micobacterianas. 214 Algumas das especies de Rhodococcus nunca causaram infecgoes 
comprovadas. 12 '' 



■ FIGURA 15.2 Rhodococcus em agar com agua de torneira. Essa bacteria nao forma hifas aereas. 

O Rhodococcus equi (antes conhecido como Corynebacterium equi e Mycobacterium rhodochrous) e o patogeno 
humano mais importante desse genero. Os outros patogenos humanos - R. erythropolis, R. rhodnii e R. rhodochrous 
- raramente sao isolados de especimes clinicos. 74 As caracteristicas bioquimicas de R. equi incluem a produgao de 
catalase, urease, lipase e fosfatase, mas nao de DNase, elastase ou lecitinase. Essas bacterias sao parcialmente 
alcool-acidorresistentes e podem apresentar formas cocoides e bacilares gram-positivas, ou cadeias ramificadas 
curtas; este grupo nao forma hifas aereas (Figura 15.2). R. equi nao cresce em lisozima e isto tambem ajuda a 
diferencia-lo das especies de Nocardia. Contudo, como a maioria das especies do complexo Nocardia, ele nao 
hidrolisa caseina, tirosina ou xantina. 214 O Quadro 15.1 online descreve esses ensaios de hidrolise, enquanto o 
Quadro 15.2 online explica o teste da lisozima. A Tabela 15.4 apresenta um resumo das caracteristicas de alguns 
actinomicetos aerobios. 




■ FIGURA 15.3 No agar com agua de torneira, as especies de Nocardia formam hifas aereas. 

Tabela 15.4 Caracteristicas principals dos actinomicetos aerobios mais representatives. 


Genero 

Coldnias 

Gram/CAA 

Lisozima 

Hifas aereas 

Nocardia spp. 

Farinaceas ou aveludadas, odor de 

terra ou mofo; inicialmente 

brancas, depois podem ter 

qualquer cor, mas geralmente 

laranja, salmao ou castanho 

Bacterias filamentosas ramificadas 

em formato de contas; reai;ao 

positiva na Colorado alcool- 

acida modificada 

Crescem 

Presentes 

Rhodococcus equi 

Asperas, lisas, embora comumente 

mucoides; a produi;ao de 

pigmento pode ser tardia, mas 

geralmente e rosa, vermelho ou 

laranja 

Formas cocoides e bacilares; em 

geral, reagao positiva a 

Colorado alcool-acida 

modificada 

Nao cresce 

Consideradas negativas; 

entretanto, hifas aereas 

rudimentares podem 

serobservadasao 

exame microscopico 

Gordonia spp. 

Asperas e enrugadas; pigmentos 

marram, rosa, laranja e 

vermelho 

Celulas corineformes curtas 

(difteroides), sem ramificagao; 

em geral, rea^ao positiva fraca 

ou negativa na Colorado 

alcool-acido modificada 

Nao crescem 

Ausentes 

Tsukamurella spp. 

Coldnias pequenas e secas; podem 

ter pigmento branco ou laranja 

Bacilos longos retilineosou 

ligeiramente curvos, isolados 

ou em pares; sem ramificagao; 

algumas podem formar bacilos 

mais curtos com aspecto 

difteroides; a Colorado e muito 

fraca com os corantes alcool- 

acidos modlficados 

Crescem 

Ausentes 

Dietzia spp. 

Coldnias amarelas lisas 

Cocobacilos ou bacilos sem 

ramificaijbes; rea^ao negativa 

Nao crescem 

Ausentes 



na Colorado alcool-acida 
modificada 


Nocardiopsis 

Superficie grosseiramente enrugada 

ou pregueada; pigmento 

amarelo-esverdeado ou 

marrom 

Hifas aereas freguentemente sao 

formas cocoides; mais nitidas 

nas culturas em lamina; reagao 

negativa na coloragao alcool- 

acido modificada 

Nao crescem 

Presentes, geralmente em 

grandesguantidades 

Actinomadura spp. 

Colonias enrugadas e comumente 

coriaceas; podem ter guase 

todos os tiposdepigmentos 

Filamentos ramificados, curtos e 

finos; reagao negativa na 

Colorado alcool-acido 

Nao crescem 

Variaveis; algumas cepas 

podem ter hifas aereas 

Streptomyces spp. 

Colonias liguenoides, coriaceas ou 

butirosas bem-definidas; 

podem serpigmentadas, 

algumas vezes cinzentas, mas 

tambem outras cores, 

dependendoda especie 

Bacilos filamentares, gue as vezes 

podem formar contas; podem 

ser semelhantes as especies de 

Nocardia na Colorado pelo 

Gram; reagao negativa na 

Colorado alcool-acido 

modificada 

Nao crescem 

Positivas, presentes 

Dermatophilus 

Asperas, aglomeradas, opacas ou 

granulosas; podem aderirao 

agar; pode haver alguma (5- 

hemolise 

Filamentos ramificados e celulas 

cocoides dispostos 

longitudinalmente e paralelos 

as outras cadeias; reagao 

negativa na coloragao alcool- 

acido modificada 

Desconhecida 

Positivas, presentes 

Segniliparus 

Lisas e convexas ou asperas e 

enrugadas; geralmente sem 

pigmento 

Bacilar com formas em "V"; sem 

ramificagao; reagao positiva na 

Colorado alcool-acida 

modificada 

Desconhecida 

Ausentes 

Williamsia 

Colonias lisas; vermelhasou 

alaranjadas 

Bacilos curtos ou cocobacilos; 

reagao negativa na coloragao 

alcool-acido modificada 

Desconhecida 

Ausentes 


Epidemiologia, patologia e patogenese. Rhodococcus equi causa doenga pulmonar em potros e outros 
animais domesticos. Entre 1967 e os primeiros anos da decada de 1980, havia relatos de apenas alguns casos de 
doenga humana. A rodococose e uma zoonose e as infecgoes humanas resultam do contato com animais portadores 
(p. ex., bovinos, suinos, equinos) ou estrume, provavelmente por via respiratoria. 190 R. equi causa uma doenga 
pulmonar primaria rara e comumente fatal. Na maioria dos casos, as infecgoes humanas acometem pacientes 
imunossuprimidos, principalmente os que tern anormalidades da imunidade celular - por exemplo, pacientes com 
linfoma, doenga de Hodgkin, leucemia, AIDS e p6s-transplante. |y " :14 Em 1994, McNeil e Brown citaram mais de 
100 casos de infecgao por R. equi em pacientes com AIDS e, todos os anos, tambem sao relatados outros casos desta 
infecgao. 59,125,187 

A histopatologia da infecgao causada por Rhodococcus e singular. Embora os neutrofilos fagam parte da reagao 
inflamatoria, tambem ha um componente inflamatorio cronico proeminente, que consiste basicamente em 
macrofagos. Essas colegoes de histiocitos podem estar intercaladas por microabscessos. 125 Os granulomas caseativos 
bem-formados, como os que ocorrem na tuberculose, nao ocorrem nas infecgoes por Rhodococcus. A malacoplaquia 
- uma reagao histologica tipica, na qual sao encontradas concregoes basofilicas laminares (corpusculos de 



Michaelis-Gutmann) entre os macrofagos - foi descrita nos pacientes com infecgao pulmonar por 
Rhodococcus} 212U Embora possa haver outras causas raras de malacoplaquia pulmonar, esta anormalidade 
histologica tomou-se quase patognomonica da rodococose pulmonar. 

A patogenese das infecgoes causadas pelo R. equi parece ser atribulvel a capacidade que esta bacteria tem de 
persistir dentro dos macrofagos e, por fim, leva-los a destruigao impedindo a fusao do fagossomo com o lisossomo e 
a desgranulagao inespeclfica dos lisossomos in vivo. 153 Alem disso, a produgao de uma biopellcula foi implicada 
como fator predisponente a bacteriemia relacionada com cateter, principalmente com os cateteres venosos centrais. 
A remogao do cateter e importante para o tratamento desses pacientes, alem dos antibioticos apropriados. 1 O Boxe 
15.3 descreve as opgoes terapeuticas. 

Doenga cli'nica. Clinicamente, as infecgoes pulmonares causadas por Rhodococcus podem ser semelhantes a 
tuberculose, porque progridem lentamente e podem formar cavidades. 110,170,190 A pneumonia invasiva com formagao 
de cavidades e especialmente comum nos pacientes HIV-positivos com contagens baixas de CD4, nos quais ha 
propensao maior a disseminagao da infecgao ao cerebro, figado, bago e outros orgaos. 125,1,37 A doenga clinica e 
insidiosa com febre ao longo de varios dias ou semanas, mal-estar, dispneia, tosse seca e dor toracica. Existem 
alguns casos descritos de hemoptise. As radiografias do torax demonstram um processo infiltrativo com lesoes 
opacas, geralmente no lobo superior do pulmao. A formagao de cavidades ocorre quando o paciente nao e tratado e 
alguns casos raros podem formar derrame pleural. 17 " Em uma revisao de 272 casos de doenga causada por 
Rhodococcus em pacientes HIV-positivos, sangue e escarro foram os especimes positivos mais comuns. 1 

Elm paciente HIV-positivo de 37 anos com pneumonia por Pneumocystis desenvolveu abscessos prostaticos e 
escrotais causados por R. equi, que necessitaram de tratamento antibiotico por 6 semanas ate a regressao. 121 
Pacientes imunossuprimidos HIV-negativos tambem devem ser considerados em risco de desenvolver infecgoes 
pulmonares por R. equi, inclusive criangas com leucemia, transplantados (especialmente rins e pulmao) e pacientes 
em tratamento imunossupressor (inclusive alentuzumabe ou corticosteroides, ou antimetabolitos usados para tratar 
doengas do tecido conjuntivo). 129,131,214 R. equi tambem foi descrito como causa de bacteriemia, endoftalmite, 
osteomielite, pleurisia com derrame pleural e infecgoes de feridas. 153,155,166,187,214 A infecgao por essa bacteria e rara 
nos pacientes imunocompetentes, que tem taxas de mortalidade muito menores. Os pacientes imunocompetentes 
com rodococose tiveram taxa de mortalidade de 11%, enquanto os pacientes HIV-positivos tiveram taxa de 
mortalidade entre 50 e 55% e os pacientes imunossuprimidos HIV-negativos apresentaram mortalidade entre 20 e 
25%. 214 


Boxe 15.3 


Padroes de sensibilidade antimicrobiana habituais das especies de actinomicetos aerobios (exceto Nocardia ) 
Rhodococcus equi 

Geralmente sensivel a eritromicina, aminoglicosi'dios (gentamicina, tobramicina e amicacina), rifampicina, vancomicina, imipenem e minocidina 

Resistente a penicilina, ampicilina e cefalosporinas 

Sensibilidade variavel as fluoroguinolonas 

Existem relatos dinicos de eficada do tratamento com linezolida 

Gordonia spp. 

Nao existem esguemas recomendados para tratar infecgoes por Gordonia spp. Contudo, o documento M-24-A2 do Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) recomenda gue os seguintes antibioticos possam ser considerados nos testes de sensibilidade primaria: amicacina, amoxicilina 
com acido davulanico, ceftriaxona, ciprofloxacino, daritromicina, imipenem, linezolida, minocidina, SXT e tobramicina. 

Existem alguns dados baseados em relatos de casos, indicando gue as fluoroguinolonas possam ser eficazes. 

Tsukamurella 

Existem variagoes guanto a resposta das diferentes especies de Tsukamurella e, guando e necessario fornecer informagoes guanto ao tratamento, 
deve-se realizar um teste de sensibilidade com cada cepa isolada. 

Em geral, os seguintes antibioticos podem ser recomendados antes gue se disponha dos resultados do antibiograma: 

Sensivel a amicacina, imipenem, SXT e ciprofloxacino 



Resistente a amoxicilina/davulanato, ampicilina, eritromicina e minocidina 


Streptomyces 

Geralmente sensiveis a amicacina, linezolida, imipenem, claritromicina e minocidina 

Sensibilidade variavel a SXT 

Em geral, resistentes a ciprofloxacino, ampicilina e cefalosporinas 

Actinomadura 

Sensiveis a SXT, eritromicina, linezolida, minocidina, fluoroquinolonas e imipenem 

Resistentes a ampicilina 

Especies de Gordonia 

Taxonomia e classificagao As especies de Gordonia (conhecidas originalmente como Gordona spp.) consistem 
nos actinomicetos aerobios descritos primeiramente por Tsukamura e revisados por Stackebrandt el al. em 1988. 41 
Os membros desse genero sao dificeis de identificar e diferenciar uns dos outros e dos generos relacionados sem 
recorrer aos metodos moleculares mais recentes ou a espectrometria de massa. 41 Essas bacterias podem ter passado 
despercebidas na literatura mais antiga como “difteroides” contaminantes, ou podem ter sido confundida com os 
membros dos generos Nocardia ou Rhodococcus} 6 

Em geral, as especies de Gordonia sao parcialmente alcool-acidorresistentes, nao crescem em lisozima e tem 
acidos micolicos com 48 a 66 atomos de carbono. Futuramente, o uso do sequenciamento do DNA ou da 
espectrometria de massa na identificagao desses microrganismos podera ajudar a identificar as especies de Gordonia 
e a esclarecer seu papel nas doengas clinicas. Existem 29 especies com nomes validos nesse genero, mas as especies 
associadas mais comumente as infecgoes humanas ou isoladas mais frequentemente dos especimes clinicos 68,96,149,174 
sao Gordonia bronchialis, 111,205 G. sputii , 21 G. terrae, 47,68,149 G. otitidis 156 e G. polyisoprenivorans . 96,192 

Epidemiologia, doenga cli'nica e patogenese As infecgoes - mais comumente de bacteriemia associada ao 
cateter e infecgoes da pele e dos tecidos moles de pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos - tem sido 
relatadas com frequencia crescente em razao do uso dos metodos mais modernos de identificagao. A Tabela 15.4 
descreve algumas das caracteristicas diferenciadoras principais entre as especies de Gordonia e outros actinomicetos 
aerobios. Ramanan et al . 156 revisaram o caso de um paciente com bacteriemia causada por G. otitidis e tambem 
revisaram outros casos de bacteriemia por Gordonia associada aos cateteres. O paciente em questao era um menino 
de 4 anos com varios problemas medicos, inclusive doenga de Hirschsprung, que tinha um cateter de Broviac usado 
para nutrigao parenteral total (NPT). A crianga apresentou febre e nao conseguia desenvolver-se normalmente. 
Inicialmente, o paciente foi tratado com amoxicilina, mas quando a especie de Gordonia, identificada 
preliminarmente como “difteroides gram-positivos”, foi isolada de varias hemoculturas em dois episodios diferentes 
de febre, os antibioticos apropriados foram iniciados para tratar Gordonia e as culturas negativaram, quando entao o 
paciente foi curado. -11 Recentemente, Johnson et aid 0 descreveram um paciente com infecgao pleural e bacteriemia; 
este paciente nao tinha cateteres intravasculares. Isso enfatiza a necessidade de que os medicos e os laboratories 
estejam atentos a possibilidade desses microrganismos em qualquer hemocultura, mas especialmente nos pacientes 
imunossuprimidos. Alem disso, existem casos relatados de pneumonia, osteomielite e infecgoes do sistema nervoso 
central. 47 ’ 174 ’ 177 Cinco pacientes pediatricos com bacteriemia associada a cateteres foram revisados em Utah; tres 
foram causados por G. terrae e um por G. otitidis e outro por G. bronchialis. Pesquisadores revisaram outros 15 
casos de infecgoes invasivas por Gordonia em pacientes adultos e pediatricos, dos quais 12 estavam relacionadas 
com cateteres. Doze das 15 infecgoes revisadas ocorreram em pacientes imunossuprimidos, assim como tres dos 
cinco casos revisados no estudo de Blaschke. 16,68,149 Gordonia bronchialis foi descrita como causa de abscessos 
mamarios recidivantes de uma mulher imunocompetente de 43 anos. O exame microscopico da biopsia revelou 
inicialmente alteragoes inflamatorias agudas e bacterias gram-positivas intracelulares e extracelulares, sem abscesso. 
Depois de 2 semanas de tratamento antibiotico ineficaz, formaram-se abscessos dos quais foram drenados 10 mt de 
material purulento. Apesar do tratamento com doxiciclina e das drenagens repetidas, os abscessos recidivaram e isto 
aparentemente era compativel com outros casos relatados de abscessos causados por Gordonia. 205 G. terrae foi 
identificada como causa de mastite granulomatosa depois da colocagao de um piercing no mamilo. G. bronchialis e 



G. terrae sao indistinguiveis pelos metodos de identificagao fenotipica, mas podem ser diferenciadas por 
sequenciamento. 86,22; Uma especie descrita mais recentemente - G. araii - foi associada a infeegao de dispositivos 
medicos e isto pode sugerir que, assim como R. equi, as cepas de gordonia podem formar uma biopelicula, que 
explica sua patogenicidade em determinados pacientes e contextos clinicos. 84 O Boxe 15.3 descreve as opgoes 
terapeuticas. 

Especies de Tsukamurella 

Taxonomia e classificagao. As especies de Tsukamurella constituem outro grupo de actinomicetos aerobios, 
que tern sido identificados com frequencia crescente nos laboratories clinicos, especialmente com os metodos 
moleculares mais novos ou a espectrometria de massa. Esses microrganismos foram nomeados primeiramente pelo 
microbiologista japones Tsukamura, que descreveu um grupo de actinomicetos que continham acidos micolicos 
insaturados de cadeias longas (68 a 70 carbonos). Inicialmente, esse microrganismo foi isolado em 1971 do escarro 
de um paciente com doenga pulmonar semelhante a tuberculose e foi denominado Gordona aurantiaca. Mais tarde, 
o mesmo microrganismo foi descrito como Rhodococcus aurantiaca, mas depois do sequenciamento do rDNA 16S 
em 1988, ficou demonstrado que ele era igual a um microrganismo conhecido como C. paurometabola e os dois 
foram reunidos com um nome novo - Tsukamurella paurometabola -, que hoje representa a especie tipo do 
genero. 169 Outras especies associadas a doenga clinica sao T. inchonensis, T. pulmonis, T. tvrosinosolvens e a especie 
recem-descrita T. strandjordae . 95,216,218 

As especies de Tsukamurella sao ligeiramente alcool-acidorresistentes quando se utiliza uma coloragao parcial, 
geralmente nao formam hifas e podem ocorrer formas de bacilos e cocos, como tambem se observa com o R. equi. 
Os bacilos da especie de Tsukamurella tendem a ser mais longos que os outros actinomicetos. 0 '' 

Epidemiologia e doenga clinica. As infeegoes causadas por esses microrganismos foram relatadas raramente 
na forma de doenga oportunista de pacientes imunossuprimidos ou portadores de corpos estranhos. Assim como as 
especies de Gordonia, as especies de Tsukamurella estao associadas mais comumente a bacteriemia e osteomielite 
associadas a cateteres. 17,108,169,171,173 Estudos demonstraram que a Tsukamurella causou ceratite em um paciente que 
fez transplantes de cornea; a infeegao era semelhante a causada por micobacterias de crescimento rapido e foi 
relatada em 2010 por Tam et a/. 184 Esses e outros autores lembraram aos leitores que a identificagao correta dos 
agentes etiologicos da ceratite e essencial para a escolha do tratamento apropriado. 178,184 Em uma revisao das 
infeegoes causadas por especies de Tsukamurella entre 1997 e 2008, os autores encontraram oito infeegoes e dois 
casos de colonizagao e, em todos eles, os microrganismos foram identificados erroneamente como especies de 
Rhodococcus, ate que o sequenciamento corrigiu as identificagoes. A T. tvrosinosolvens era a especie mais comum e 
as infeegoes causadas mais comumente eram ceratite e bacteriemia, nesta ordem. 114 O Boxe 15.3 descreve as opgoes 
terapeuticas. 

Um pseudossurto de Tsukamurella foi descrito em Hong Kong em 2013, no qual o microrganismo foi isolado 
simultaneamente de quatro pacientes; os autores concluiram que isto era devido a contaminagao laboratorial da 
tesoura usada para processar os tecidos. 18 ' 1 A combinagao do sequenciamento do rDNA 16S, da eletroforese em gel 
de campo pulsado e dos testes fenotipicos e metabolicos foi usada para comprovar que todas as cepas isoladas eram 
identicas. Quando um pequeno numero de casos de infeegao causada por uma bacteria isolada raramente ocorre 
dentro de um periodo curto em determinado laboratorio, deve-se considerar e investigar a possibilidade de um surto 
ou pseudossurto. 

Especies de Dietzia 

As especies de Dietzia sao actinomicetos aerobios e, como os outros descritos anteriormente, tambem sao bacilos 
gram-positivos. Em geral, elas sao mais curtas que as especies de Tsukamurella, geralmente nao sao alcool-acido- 
positivas, tem acidos micolicos de cadeias curtas (34 a 38 carbonos) e nao crescem na presenga de lisozima. 
Normalmente, as especies de Dietzia estao presentes no trato intestinal e na cavidade oral de caes, assim como em 
fontes ambientais como solo e plantas. As coldnias podem ser butirosas ou formar pigmento alaranjado. O nome 
Dietzia foi aplicado a esses microrganismos em homenagem a Alma Dietz, uma microbiologista americana. 154 A 
especie tipo D. maris (antes conhecida como Rhodococcus maris) foi isolada da corrente sanguinea de um paciente 
imunossuprimido, que usava um cateter intravascular de longa permanencia; 14 da infeegao da bolsa subcutanea de 


um marca-passo; 146 da infecgao de uma protese de quadril; 150 das lesoes cutaneas papilomatosas de um paciente 
imunocompetente; 87 e de uma ferida causada por mordida de cao. 81 Recentemente, alguns autores propuseram uma 
especie nova de Dietzia - D. aurantiaca - isolada do LCR de uma mulher jovem. 93 No passado, a maioria das 
especies de Dietzia provavelmente era identificada erroneamente como membros do genero Rhodococcus; com os 
metodos moleculares, a identificagao correta do genero Dietzia tern aumentado. 100,141,151 

Outras bacterias nocardioformes 

As especies de Segniliparus sao actinomicetos aerobios baciliformes sem ramificagao ou hifas aereas; elas tem 
reagao fortemente positiva na coloragao alcool-acido parcial e contem acidos micolicos com cadeias muito longas 
(70 a 90 atomos de carbono). As primeiras cepas de S. rugosus isoladas de pacientes com fibrose cistica foram 
publicadas em 2007. 24 Em 2001, pesquisadores publicaram um caso de pneumonia causada por S. rotundus em um 
paciente com bronquiectasia nao associada a fibrose cistica. O tratamento com claritromicina e ciprofloxacino 
conseguiu erradicar o microrganismo e levou a regressao dos sintomas clinicos. 102 

As especies de Williamsia sao actinomicetos aerobios que se assemelham a bacilos ou cocobacilos gram- 
positivos curtos com reagao negativa na coloragao alcool-acida. Esses microrganismos nao formam hifas aereas e 
nao crescem na presenga de lisozima. As paredes celulares contem acidos micolicos com 50 a 56 atomos de 
carbono. W. muralis e a especie mais comumente isolada de fontes ambientais, inclusive superficies das instalagoes 
de uma creche. 92 Esses actinomicetos aerobios nao eram considerados patogenicos, ate que recentemente W muralis 
foi isolada de um especime obtido por escovagao bronquica protegida de uma mulher de 80 anos com pneumonia; 
esta paciente morreu em razao da pneumonia e nao foram isolados outros patogenos significativos. 44 Com o uso 
crescente das tecnicas moleculares e da espectrometria de massa, os laboratorios podem reconhecer mais cepas de 
W. muralis. 

Farmlia Streptosporangineae 
Especies de Actinomadura 

Taxonomia e classificagao. O genero Actinomadura e geneticamente diversificado e foi subdividido em dois grupos 
supragenericos. 2 '■ 125 Tambem nesse caso, a terminologia e confusa e esta em processo de transigao. Goodfellow 
sugeriu que as especies de Actinomadura devem incluir A. madurae e outras especies semelhantes (inclusive /). 
pelletieri), que geneticamente estao mais relacionadas com o grupo thermomonospora. 73 Por outro lado, o termo 
“maduromicetos” deveria ser reservado para um grupo natural de bacterias, que inclui A. pusilla e microrganismos 
semelhantes. 7 ’ Em uma perspectiva pratica, os patogenos humanos principais - A. madurae e A. pelletieri - sao 
classificados nesse primeiro grupo. Os membros do genero Actinomadura tem meso- DAP em suas paredes 
celulares, assim como os outros actinomicetos aerobios descritos ate agora; contudo, a madurose e um carboidrato 
importante e estas bacterias nao tem acidos micolicos em suas paredes celulares. 41,7 ’ A. sputii sp. nov., uma especie 
descrita mais recentemente nesse genero, foi isolada do escarro de um homem de 64 anos. 22 " As especies de 
Actinomadura nao tem reagao positiva na coloragao alcool-acida, mas podem formar filamentos ramificados curtos. 
O crescimento na presenga de lisozima e variavel. 

Epidemiologia, doenga ch'nica e patologia. As especies de Actinomadura sao microrganismos do solo, que 
sao introduzidos na pele por lesoes traumaticas. As infecgoes sao diagnosticadas principalmente nos paises tropicais 
e subtropicais e, em parte, isto pode refletir a propensao maior dos individuos que vivem nos climas mais quentes a 
passar a maior parte do tempo fora de casa com os pes descalgos. 125 

Os micetomas sao lesoes penetrantes cronicas progressivamente destrutivas, que destroem a pele, os tecidos 
subcutaneos e as estruturas subjacentes, inclusive ossos, musculos e fascias. Como seria esperado com as infecgoes 
causadas por microrganismos do solo, os micetomas tendem a afetar os membros, especialmente os pes. Em muitos 
casos, a inflamagao granulomatosa cronica leva a formagao de trajetos fistulares abertos, dos quais sao eliminados 
granulos (ou graos). Esses granulos geralmente medem menos de 1 mm de diametro e representam colonias do 
microrganismo infectante. A cor dos granulos varia, dependendo do tipo de agente patogenico - por exemplo, 
micetomas com granulos brancos. Ao exame microscopico, os granulos consistem em massas de bacterias 
filamentosas ou hifas fiingicas embebidas em matriz semelhante ao cimento, que confere a cor detectada ao exame 
microscopico. Ao exame histopatologico, pode-se observar uma reagao imune com proteinas e imunoglobulinas 


depositadas ao redor das bacterias - condigao conhecida como fenomeno de Splendore-Hoeppli. Em muitos casos, 
fibrose e o resultado final do micetoma, embora nao seja tao extensiva quanto a que e observada na actinomicose 
causada pelo Actinomyces israelii. Os micetomas causados pelas especies de Actinomadura comumente afetam os 
ossos. 

Os micetomas sao causados por fiingos verdadeiros (micetomas eumicoticos) ou por actinomicetos aerobios 
(micetomas actinomicoticos). Coloquialmente, o micetoma actinomicotico e descrito algumas vezes como “pe de 
Madura”. A Tabela 15.4 descreve os agentes etiologies mais comuns e suas caracterlsticas associadas. Em um 
estudo com 366 cepas de actinomicetos isolados de micetomas e enviados aos CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention) no final da decada de 1980, A. madurae foi o segundo microrganismo isolado mais comumente, 
superado apenas pela N. asteroides (11,5 versus 26%). 12 A maioria das infecgoes ocorre nos palses tropicais, 
principalmente India e Tunisia (A. madurae) ou Senegal, Chade e Somalia (A. pelletieri). Como foi mencionado 
antes, Nocardia asteroides causa infecgoes em todo o planeta, enquanto N. brasiliensis esta limitada ao sul dos EUA 
e as Americas Central e do Sul. Em 2012, uma especie de Nocardia incomum - N. harenae - foi descrita como 
causa de micetomas em dois pacientes do Mexico. Antes do sequenciamento da cepa isolada, supunha-se que fosse 
N. brasiliensis, mas ela era sensivel ao imipenem e o tratamento foi eficaz depois de usar uma combinagao de 
amicacina e imipenem seguida de SXT, minociclina e dapsona por 2 anos. 104 

A grande maioria das infecgoes causadas por A. madurae e superficial e pode ser encontrada em qualquer parte 
do corpo, dependendo de onde o microrganismo penetrou no organismo, mais comumente no pc; ' contudo, 
existem casos de micetomas na lingua, 1 '' pescogo, dorso e torax de dois membros de uma mesma familia em 
Bengala ocidental" 6 e regiao perianal descrita em outro paciente/'" Um caso incomum foi de um homem que tinha 
“pe de Madura” ha 10 anos, quando desenvolveu lesoes na coluna vertebral, parede abdominal e espago 
retroperitoneal. 2 ' Existem casos descritos de infecgoes sistemicas de pacientes imunossuprimidos. A peritonite 
causada por A. madurae foi descrita em um paciente que fazia dialise peritoneal continua. -12 A infecgao disseminada 
por essa bacteria ocorreu em um paciente com AIDS, que tambem era usuario habitual de heroina. L O diagnostic 
dos micetomas pode ser dificil em alguns casos, em razao da dificuldade em cultivar o microrganismo envolvido; 
Liu et a/. 115 descreveram essas dificuldades em 2008. O Boxe 15.3 relaciona as opgoes terapeuticas disponiveis. 

Especies de Nocardiopsis 

Nocardiopsis dassonvillei, especie mais importante do genero, forma cadeias de esporos em zigue-zague dentro de 
uma estrutura semelhante a uma bainha e tern parede celular do tipo II (meso-DAP), sem diagnostics de agucares 
presentes. Os membros do genero Nocardiopsis foram retirados do genero Actinomadura de forma a acomodar 
outros microrganismos semelhantes, que nao tinham o carboidrato tipico em suas paredes celulares (madurose). 
Essas bacterias nao tern acidos micolicos em suas paredes e nao sao alcool-acidorresistentes, mas podem formar 
hifas aereas. Elas nao crescem em lisozima. 41 Embora geralmente seja um saprofito do solo, a N. dassonvillei foi 
isolado de animais e raramente das infecgoes humanas. Quando foi isolado de seres humanos, a infecgao principal 
era micetoma. 70 Recentemente, pesquisadores descreveram um caso de vestibulite nasal causada pela N. dassonvillei 
em um paciente adulto diabetic. 164 Em 1997, Yassin et al. descreveram o isolamento de uma especie nova - N. 
synnemataformans - do escarro de um paciente que recebeu transplante renal; 216 o papel dessa nova especie na 
doenga humana ainda nao foi definido. 

Estreptomicetos 
Especies de Streptomyces 

As especies de Streptomyces sao microrganismos do solo, que tern importancia consideravel nos campos 
farmaceutico e industrial e sao responsaveis pela produgao de dois tergos dos antibiotics naturais, inclusive 
estreptomicina. Clinicamente, as especies de Streptomyces - mais de 500 - sao responsaveis principalmente por 
micetomas actinomicoticos. Em um estudo com 366 actinomicetos aerobios isolados de micetomas clinics e 
enviados para serem estudados nos CDC no final da decada de 1980, apenas N. asteroides e A. madurae foram 
isoladas mais comumente que as especies de Streptomyces , 127 S. somaliensis, que pode causar micetomas 
actinomicoticos, tern distribuigao praticamente mundial e foi isolado de pacientes com micetomas na Arabia 
Saudita, Nigeria, Niger, Sudao, Somalia, Africa do Sul, Venezuela, India e Mexico. 12 '’ Uma porcentagem alta dessas 
infecgoes envolvia a cabega e o pescogo, produzindo a condigao conhecida como “cranio de Madura”. Uma mulher 


com abscessos actinomicoticos no couro cabeludo causados por especies de Streptomvces tambem tinha 
hemoculturas positivas para as mesmas especies, que foram erradicadas eficazmente com SXT e penici 1 ina. Os 
granulos dos micetomas causados por Streptomvces sao grandes (2 a 4 mm) e castanho-amarelados. Streptomvces 
anulatus, tambem conhecido como S. griseus, e um microrganismo que causa micetomas subcutaneos em felinos e 
golfmhos e tambem foi isolado de micetomas humanos. 29 

A maioria das especies de Streptomvces e saprofitica e, quando sao isoladas nos laboratories clinicos, 
geralmente sao consideradas contaminantes dos especimes clinicos. Entretanto, pesquisadores descreveram algumas 
infeegoes humanas nao actinomicoticas, especialmente nos pacientes imunossuprimidos. 94 Existem casos descritos 
de doenga pulmonar invasiva em pacientes com AIDS, um paciente esplenectomizado com sarcoidose e outros 
hospedeiros imunologicamente normais. 48,101,160 Esse microrganismo foi associado a peritonite, provavelmente 
contraida depois de varias paracenteses de um paciente alcoolico cronico, que se apresentou com febre e dor 
abdominal; nao havia qualquer outro patogeno que pudesse explicar seus sintomas. 43 Um paciente que sofreu 
traumatismo cerebral perfurante por um objeto macigamente contaminado com terra desenvolveu abscesso cerebral 
causado por Streptomvces spp. 162 Tambem existem relatos raros de bacteriemia com ou sem cateteres de longa 
permanencia, que foram atribuidos as especies de Streptomvcesr 5 ’ 5 ^ 65 ’^ Em um desses pacientes, o uso de uma 
preparagao holistica para tratar cancer de mama foi implicado como causa da infeegao; embora a ponta do cateter 
nao tivesse o microrganismo patogenico, nenhum outro patogeno foi isolado e os sintomas sistemicos da paciente 
desapareceram depois do tratamento para Streptomvces spp. 25 Existe descrito um paciente da Arabia Saudita, que 
desenvolveu endocardite depois da operagao de implantagao de uma valvula de Carpentier-Edwards para tratar 
estenose aortica. Varias hemoculturas foram positivas para Streptomvces e o tratamento com alguns antibioticos 
especificos para a cepa isolada (alem da substituigao da valvula) foi bem-sucedido. 135 O isolamento repetido de 
quaisquer actinomicetos aerobios de amostras estereis (p. ex., hemocultura) deve ser mais bem-investigado, antes 
que seja considerado simplesmente como contaminante ou saprofito. O Boxe 15.3 descreve as opgoes terapeuticas. 
Com o uso crescente das tecnicas moleculares e da espectrometria de massa na identificagao bacteriologica e com a 
ampliagao das populagoes de pacientes imunossuprimidos, e possivel que mais infeegoes desse tipo sejam 
diagnosticadas e relatadas corretamente. 94,122 

Actinomicetos termofilicos 

Os actinomicetos termofilicos causam doenga nos seres humanos, mas raramente sao encontrados nos laboratories 
de microbiologia clinica. Na maioria dos casos, esses microrganismos causam reagoes alergicas, em vez de 
infeegoes produtivas. Em 1963, Pepys et al. defmiram o antigeno presente no feno mofado como 
Saccharopolyspora rectivirgula. Em seguida, Thermoactinomyces vulgaris foi reconhecido tambem como 
alergenio. A doenga clinica conhecida como “pulmao de fazendeiro” e um exemplo de pneumonite de 
hipersensibilidade ou pneumonite alergica extrinseca causada por esses microrganismos. A doenga pode ser cronica 
e incapacitante, com deterioragao da fungao respiratoria ate que o patogeno infectante seja erradicado ou evitado. 
Outras condigoes semelhantes ocorrem depois da exposigao ao adubo, a cana-de-agucar (bagassose) e aos 
condicionadores de ar ou ductos de ventilagao com mofos. Existem poucas revisoes recentes descrevendo 
apresentagao clinica, a epidemiologia e a patologia da pneumonite de hipersensibilidade. 76,80,106 Varios membros dos 
generos Saccharopolyspora, Micropolyspora (Faenia ) e Thermoactinomyces causam essa doenga. A taxonomia 
desses microrganismos tern passado por diversas alteragoes ao longo dos anos. O uso das tecnicas moleculares de 
identificagao pode permitir que mais cepas desses generos sejam reconhecidas e classificadas, de forma a facilitar 
ainda mais o diagnostico e o tratamento adequado. 213 

Actinomicetos diversos 
Especies de Dermatophilus 

Dermatophilus congolensis e um actinomiceto curioso, que causa uma dermatite exsudativa pustulosa conhecida 
como dermatofilose. Essa doenga tambem e conhecida como podridao do casco, ceratolise deprimida ou 
estreptotricose em algumas especies de animais, inclusive bovinos, ovinos, caprinos, cervideos, suinos, esquilos e 
gatos domesticos. Um quadro clinico semelhante foi observado nas infeegoes humanas, embora esse microrganismo 
raramente cause doenga nos seres humanos. 11 ' D. congolensis foi associado a leucoplaquia pilosa da lingua. 22 O 
mecanismo exato de transmissao nao esta definido, embora a maioria das infeegoes ocorra depois do contato direto 


com materiais infectados e, possivelmente, picadas de ectoparasitas e insetos voadores. As ocupagdes e profissoes 
que parecem estar em risco especial sao basicamente as que envolvem contato extensivo com animais, inclusive 
veterinarios, trabalhadores de abatedouros e cagadores. 541 Recentemente, uma jovem de 15 anos fez um passeio a 
cavalo no campo e desenvolveu dermatite pustulosa causada por um DermatophilusP Os patologistas podem 
encontrar esses microrganismos dentro dos foliculos pilosos ou das camadas de queratina das plantas dos pes na 
forma de massas de fdamentos ramificados nao alcool-acidorresistentes. 

Tropheryma whipplei 

Historia e taxonomia. Essa bacteria foi o ultimo acrescimo ao grupo dos actinomicetos aerobios, mas a doenga 
associada (lipodistrofia intestinal, ou doenga de Whipple) foi descrita primeiramente por George Whipple em 1907. 
A bacteria foi identificada nos tecidos infectados por microscopia optica e eletronica, mas a natureza do agente 
etiologico continuou um misterio ate 1991, quando Wilson et al. usaram amplificagao e sequenciamento dos acidos 
nucleicos do rDNA 16S com uma biopsia duodenal de um paciente com doenga de Whipple para delinear a natureza 
do agente etiologico. 123 O aspecto morfologico das bacterias nos tecidos nao era considerado tipico dos bacilos 
gram-positivos ou gram-negativos, talvez em razao da localizagao intracelular dos microrganismos. 123 Entretanto, 
com base na analise molecular, esse microrganismo alinha-se mais claramente com a familia dos gram-positivos e 
esta relacionado mais diretamente com os generos Rothia , 123 Rhodococcus, Arthrobacter e Streptomvces e esta mais 
distante das micobacterias. 208 Menos de 10 anos depois, essa bacteria foi cultivada em fibroblastos humanos 158 e 
denominada Tropheryma whipplei (uma designagao corrigida do original T. whippelii). m Hoje em dia, o genoma do 
T. whipplei esta inteiramente sequenciado e isto forneceu informagoes uteis quanto a sua natureza. 11 O genoma 
dessa bacteria e surpreendentemente pequeno e demonstra caracteristicas de outras bacterias intracelulares, que 
necessitam de aminoacidos extemos e tern metabolismo energetico deficiente. No entanto, a quantidade de material 
genetico dedicado a codificagao de estruturas da superficie e relativamente grande, sugerindo que as interagoes da 
parte exterior das bacterias com seu hospedeiro sejam fundamentals a sua sobrevivencia. Por fim, ha variagoes 
geneticas consideraveis (p. ex., variagao de fase), que podem ser favoraveis a adaptagao as condigoes intracelulares 
mutaveis. 15 

Ecologia. O nicho ecologico de T. whipplei ainda e desconhecido. Esse microrganismo foi detectado nas fezes 
humanas e nos esgotos. Ainda nao esta claro se o excremento humano e uma fonte de infecgao dos seres humanos, 
ou se essas observagoes resultam simplesmente da excregao da bacteria por individuos infectados. 12 ' T. whipplei foi 
detectado na saliva 142 e nas secregoes gastricas humanas 42 com base nos metodos de amplificagao do acido nucleico. 
Tambem foi detectada nas biopsias duodenais dos pacientes que nao tinham doenga de Whipple, 52 embora outros 
pesquisadores tenham encontrado apenas raramente o DNA dessa bacteria quando nao havia indicios de doenga 
clinica. 50,98,120 Por essa razao, e possivel que os seres humanos sejam reservatorios dessa bacteria, mas ainda existe 
muito a ser descoberto. As analises sao complicadas por dificuldades potenciais com a especificidade dos metodos 
de amplificagao e com a existencia de doenga de Whipple extraintestinal sem acometimento claro do intestino. 

Doenga clinica e patologia. A doenga de Whipple e uma infecgao multissistemica cronica rara. 49 123 A triade 
classica dessa infecgao consiste em diarreia, emagrecimento e disturbios da absorgao, que refletem a frequencia com 
que o trato gastrintestinal e acometido. Outras estruturas do corpo tambem sao afetadas, especialmente articulagoes 
e sistema nervoso central (Boxe 15.4). O coragao tambem pode ser acometido, porque T. whipplei e uma causa 
documentada de endocardite bacteriana com culturas negativas. 58 ' 77 

A patogenese da doenga de Whipple nao esta bem-esclarecida. E provavel que anormalidades da imunidade 
celular e/ou da fiingao dos macrofagos sejam importantes, mas elas parecem ser especificas desse patogeno, porque 
os pacientes geralmente nao sao infectados por outros patogenos oportunistas. O T. whipplei e um patogeno 
intracelular facultativo. Como e verdadeiro para essas bacterias, o macrofago e a celula tipicamente afetada pela 
infecgao. Os macrofagos espumosos, que contem numerosas bacterias dentro de vacuolos, eram responsaveis pelos 
lacteos amarelos que George Whipple observou no intestino delgado. As bacterias presentes nessas celulas podem 
ser coradas pela tecnica de PAS, mas ela nao e especifica. Outras bacterias, especialmente do complexo 
Mycobacterium avium, sao PAS-positivas e ocorrem dentro dos macrofagos, principalmente nos pacientes com 
infecgao avangada pelo HIV. Tropheryma e M. avium podem ser diferenciados com base em uma coloragao alcool- 
acida, porque o primeiro tern reagao negativa nesta tecnica. O Rhodococcus equi presente nos macrofagos tambem 


pode ser incluido no diagnostico diferencial, mas geralmente se localiza fora do trato intestinal. Por fim, as 
coloragoes histologicas imunologicas, a cultura ou a amplificagao do acido nucleico e necessaria para esclarecer o 
diagnostico. Uma revisao recente da doenga de Whipple por Mendolara et al. 4 incluiu um caso incomum, no qual 
uma menina foi diagnosticada durante uma operagao de emergencia para obstrugao e perfuragao gastrintestinais. 
Nos tecidos extraintestinais, podem ser observados granulomas sarcoides nao caseativos. 123 Aparentemente, houve 
um aumento do numero de casos de pacientes com infecgao cardiaca por T. whipplei, sem qualquer indicio de 
acometimento gastrintestinal. 117,206 Com o uso das tecnicas moleculares, inclusive PCR quantitativa aplicada as 
biopsias de tecidos gastrintestinais para determinar a gravidade da doenga subclinica, bem como em razao de alguns 
projetos de microbioma, o impacto da doenga de Whipple e da infecgao por T. whipplei podera aumentar e ser 
entendido com mais detalhes. 50,1 


Boxe15.4 


Focos extraintestinais da doenga de Whipple | Uma analise de 52 casos 0 

Foco extraintestinal N 2 de casos (porcentagem) 

Articulates 43 (83) 

Sistema nervoso 11(21) 

Pelee mucosas 9(17) 

Coragaoevasossanguineos 9(17) 

Pulmoese pleura 7(13) 

Olhos 5(10) 


a Alguns pacientes tinham varios focos extraintestinais. 

Adaptado com base na referenda 21. 

Diagnostico laboratorial das infecgoes causadas por actinomicetos aerobios 

Isolamento primario 

N. asteroides e outros actinomicetos aerobios sao bacterias aerobias capazes de crescer em diversos meios 
bacteriologicos, inclusive SBA, agar de infusao de cerebro-coragao (BHI; do ingles, brain-heart diffusion), ou SBA 
sem antibioticos. Entretanto, esses microrganismos podem ser inibidos por cloranfenicol, penicilina e estreptomicina 
presentes nos meios seletivos. Eles tambem crescem nos meios desenvolvidos para isolar micobacterias. N. 
asteroides cresce bem a 25°C, 35° a 37°C e 42° a 45°C. A incubagao em temperaturas mais altas possibilita a 
cultura de N. asteroides, enquanto muitas outras bacterias sao inibidas. O crescimento pode demorar de 2 dias a 4 
semanas de incubagao. Contudo, em muitos casos verdadeiros de infecgao, a Nocardia pode ser isolada em 5 dias ou 
menos. O crescimento e facilitado pela incubagao em C0 2 a 10%. As especies de Nocardia podem ser isoladas de 
especimes contaminados utilizando o meio de Thayer-Martin modificado (TMM). 139 Shawar et al. aproveitaram a 
capacidade singular dessas bacterias de crescer em parafma como unica fonte de carbono para desenvolver um meio 
seletivo quimicamente defmido, que continha parafma depositada em um bastao de vidro revestido e introduzido em 
caldo sem carbono. 172 Quando as especies de Nocardia estao presentes nesse sistema, o crescimento e evidenciado 
sobre o bastao e pouco acima da superficie do caldo. Do mesmo modo, Ayyar et al. demonstraram que o agar de 
parafma era um meio seletivo de baixo custo para isolar especies de Nocardia e ate melhor que o MTM ou a tecnica 
da “isca” de parafma de Shawar. 9 

O meio tamponado com agar, carvao e extrato de levedura (BCYE; do ingles, buffered charcoal-veast extract ), 
utilizado comumente para isolar especies de Legionella de especimes respiratorios, tambem facilita o isolamento das 
especies de Nocardia do escarro e de outras amostras, que podem estar contaminadas por bacterias mistas. 63,97 O uso 
do agar seletivo de BCYE no qual foram acrescentadas polimixina B, anisomicina e vancomicina e o pre-tratamento 



do especime com uma lavagem acida (Quadro 10.1 online ) aumentaram o Indice de isolamento das especies de 
Nocardia de 8 para 33% no primeiro caso e para 67% no segundo. ' 

N. asteroides pode sobreviver ao procedimento de digestao de /V-acetil-L-cisteina convencional (sem NaOH), 
que e usado para isolar micobacterias do escarro ou dos lavados bronquicos. 138 Alguns autores recomendaram que 
as culturas dos especimes de escarro e lavado broncoalveolar enviados para cultura de Nocardia sejam semeadas 
antes e depois do procedimento de digestao, ainda que esta abordagem duplique o trabalho. 

No meio LJ, as colonias frequentemente se desenvolvem dentro de 1 a 2 semanas. Elas podem ter aspecto 
semelbante ao das micobacterias atipicas (ver Capitulo 19). Contudo, as especies de Mycobacterium nao formam 
hifas aereas, sao fortemente alcool-acidorresistentes e diferem bioquimicamente das nocardias. Os filamentos 
ramificados de Nocardia, que nem sempre sao encontrados nos esfregagos preparados a partir das culturas em meio 
solido, podem ser demonstrados ocasionalmente nas culturas em caldo, enquanto as bacterias geralmente nao se 
ramificam, embora alguns bacilos possam ser mais longos. 

Diferenciagao entre Nocardia e outros generos de actinomicetos aerobios 

As infeccoes humanas causadas pelos generos Streptomyces, Nocardiopsis, Rhodococcus, Actinomadura, Gordonia, 
Tsukamurella e Dermatophilus sao muito menos comuns que as causadas pelas especies de Nocardia. A Tabela 15.4 
descreve algumas caracteristicas que podem ajudar a diferenciar entre os generos de actinomicetos anaerobios e as 
especies de cada genero. A presenga das especies de Nocardia e Streptomyces pode ser considerada com base em 
algumas poucas caracteristicas. As colonias tipicas das especies de Nocardia e Streptomyces tern consistencia seca a 
calcaria e geralmente sao pregueadas ou aglomeradas. As especies de Nocardia comumente apresentam alguma 
tonalidade de amarelo ou laranja-claro, enquanto as especies de Streptomyces sao comumente branco-acinzentadas 
(Prancha 15.1 A). Esses dois grupos formam colonias com odor de porao com mofo pungente. As colonias do 
Rhodococcus equi nao produzem esse odor de mofo e comumente sao rosadas ou cor de salmao nos meios de agar 
(Prancha 15.1 B). As especies de Gordonia formam colonias asperas e enrugadas com algum pigmento, enquanto as 
de Tsukamurella comumente formam colonias menores, que sao secas, enrugadas e sem pigmentos. 

Nos casos tipicos, a coloragao por gram do material retirado de uma colonia de Nocardia ou Streptomyces 
mostra filamentos ramificados delicados com menos de 1 pm de diametro (Prancha 15.1 C). As especies de 
Nocardia sao parcialmente alcool-acidorresistentes (/. e., nao descolorem quando sao tratadas com H 2 S0 4 a 1%, mas 
sim quando se utiliza o descolorante mais ativo HC1 nas coloragoes de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun) (Boxe 15.2). Por 
outro lado, as especies de Streptomyces nao sao parcialmente alcool-acidorresistentes. A propriedade de alcool- 
acidorresistencia das especies de Nocardia pode ser acentuada pelo cultivo dos microrganismos em determinados 
meios, inclusive agar de Middlebrook 7 Hll ou agar-caseina (ver descrigao das tecnicas de identificaqao adiante). 
Quando um microrganismo desconhecido nao e alcool-acidorresistente, o laboratorio pode emitir um laudo de 
“actinomiceto aerobio nao resistente a coloragao alcool-acida”, mas este resultado deve ser postergado ate que sejam 
realizadas tentativas apropriadas de intensificar a propriedade de alcool-acidorresistencia. 

Rhodococcus equi nao forma os filamentos longos encontrados nas colonias de Nocardia e Streptomyces. Eles 
sao cocobacilos gram-positivos, que podem aglomerar-se como letras chinesas, refletindo sua antiga posigao 
taxonomica no genero Corynebacterium (Prancha 15.1 D). As cepas isoladas podem ser parcialmente alcool- 
acidorresistentes, mas isto depende dos meios de cultura e da idade da colonia (Prancha 15.1 E). Quando R. equis 
cresce em caldos de cultura, o aspecto cocoide das bacterias pode ser mais evidente. 

O crescimento em um meio contendo lisozima ajuda a identificar as especies de Nocardia (Tabela 15.4; Quadro 
15.2 online ), principalmente as cepas que tern reagao fraca na coloragao alcool-acida. Todas as especies de Nocardia 
sao resistentes a lisozima e crescem em presenga deste composto dentro de 5 a 10 dias. Um tubo de controle com 
caldo de glicerol sem lisozima sempre deve ser inoculado simultaneamente e incluido junto com os controles 
positivo e negativo. Veja instrugoes especificas quanto a preparagao da lisozima e como realizar o teste no Manual 
of Clinical Microbiology (2011). 8 

A capacidade singular que varias nocardias e actinomicetos aerobios tem de hidrolisar caseina, tirosina, xantina 
e hipoxantina e uma das bases principais dos protocolos de identificagao fenotipica utilizados tradicionalmente nos 
laboratories clinicos. Esse procedimento esta descrito no Quadro 15.1 online. As placas diferenciadas sao 
inoculadas com o microrganismo desconhecido, incubadas por ate 3 semanas a 30°C e examinadas quanto a 
ocorrencia de hidrolise. A hidrolise evidencia-se por clareamento do meio ao redor das colonias. A Figura 15.4 


ilustra um exemplo de hidrolise de caseina por uma colonia de Streptomyces spp. A diferenciagao de algumas 
especies nao pode ser feita unicamente com base na analise da hidrolise. Nesses casos, pode ser necessario 
caracterizar a capacidade em decompor carboidratos ou de utiliza-los como unica fonte de carbono. 1 J A 
diferenciagao de alguns membros do complexo Nocardia e facilitada pela analise da temperatura de crescimento, 1: 
pela capacidade de opacificar o meio de Middlebrook 7 H10 ou 7 Hll (Tabela 15.5) 26 ’ 61,99 e pelo perfil de 
sensibilidade antimicrobiana (Tabela 15.6). 33 



■ FIGURA 15.4 Placa de agar-caseina ilustrando a agao hidrolitica de duas especies de Streptomyces. 


Tabela 15.5 Testes bioquimicos e fisiologicos para a identificagao de alguns actinomicetos aerobios de 
importancia medica. 


Colorado 

alcool- 

acida 

Microrganismo modificada 

Crescimento 

em lisozima 



Decomposicao de 



Caseina 

Tirosina 

Xantina 

Hipoxantina 

Urease 

Hidrolise 

de gelatina 

Nocardia asteroides 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Nocardia brasiliensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Nocardia otitidiscaviarum 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

(At caviae) 









Nocardia transvaiensis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

Nocardia farcinica 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Nocardia nova 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

Nocardia pseudobrasiliensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Rhodococcus equi 

+ 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Rhodococcus erythropolis 

+ 

+ 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 

Rhodococcus rhodnii 

+ 

+ 

Dl 

+ 

- 

- 

Dl 

Dl 

Rhodococcus rhodochrous 

+ 

- 

Dl 

- 

- 

- 

Dl 

Dl 





Gordonia bronchialis + 

Gordonia rubroperdncta + 

Gordonia spud + 

Gordonia terrae + 

Tsukamurellainchonensis + 

Tsukamurella + 

paurometabola 
(Rhodococcus 
aurandacus) 

Tsukamurella pulmonis + 

Tsukamurella strandjordae + 

Tsukamurella + 

tyrosinosolvens 

Tsukamurella wradslaviensis + 

Dietzia ( Rhodococcus ) maris - 

Dermatophilus spp. - 

Acdnomadura madurae - 

Acdnomadura pellederi - 

Streptomycessomaliensis - 

Streptomyces griseus - 

Nocardiopsis dassonvillei - 


+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

Dl 


Dl 

Dl 

Dl 

+ 


Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 


+ 


+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 


Dl 

Dl 

Dl 

+ 


+ 

+ 


Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 


V 

+ 


Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ = positiva; - = negativa; V = variavel; Dl = dado indisponivel. 


Assim como a espectrometria de massa, os metodos moleculares para a identificagao especifica dos bacilos 
gram-positivos aerobios, inclusive os actinomicetos aerobios, tomam-se mais amplamente disponiveis a cada 
dia. 20 ' 143,19j ’ 194 Mishra el al. elaboraram um esquema para a diferenciapao mais detalhada das nocardias e dos 
estreptomicetos. As modiflcagoes estao apresentadas na Tabela 15.5. 1 j2 A inclusao da utilizapao de glicose nos tubos 
de teste ou no sistema do kit foi avaliada para identificar especies de Nocardia, mas a medida que cresce o numero 
de especies identificadas deste genero, e mais dificil identificar as especies desses microrganismos apenas com base 
nas tecnicas fenotipicas. 

A cromatografia de camada fma tern sido util para a identificagao, seja isoladamente ou em combinagao com os 
metodos fenotipicos ou moleculares. As diferengas da composigao das paredes celulares sao usadas em alguns 
laboratories de referenda ou de pesquisa com fmalidades taxondmicas. A Tabela 15.2 resume os componentes 
principais das paredes celulares (Figura 15.1). A maioria das bacterias nocardioformes, inclusive Nocardia e 
Rhodococcus, tem paredes celulares com composigao do tipo IV (/. e., os componentes principais sao meso- DAP, 
arabinose e galactose, alem dos acidos micolicos presentes). As especies de Streptomyces tem paredes celulares do 
tipo I (z. e., sem L-DAP e carboidratos de diagnostico). Alem da determinagao do tipo de parede celular, outros 
testes quimiotaxonomicos incluem as analises das menaquinonas, dos acidos graxos de cadeias longas, dos 
fosfolipidios e dos acidos micolicos. Esses testes nao sao praticos, nem necessarios na diferenciagao da maioria das 
cepas de Nocardia e Rhodococcus isoladas no laboratorio de microbiologia clinica. Se for necessario realizar uma 



identificagao defmitiva, os microbiologistas podem optar por encaminhar as amostras a um laboratorio de 
referenda. 

Tabela 15.6 Perfis de sensibilidade in vitro das especies de Nocardia. 


Padrao farma- 
coloyico (PF)/ 

Especie Arnica Aitipi A/C Carbe CTX CFTR Cipro Ciari Eritro Genta IMI Cana Linez Mino Sulfa Tobra 


COMPLEXO N. 
ASTER 01DES 

PFI 
PFII 
PFIII 
PF IV 
PF V 
PFVI 

N. brasiliensis 
N. 

pseudobrasiliensis 
N. otitidiscavarium 


s s s 

s s — 

S R R 

R R S/R 

S R S 

S R R 

S R S 

S R R 

S R R 


s s s 

s — s 

R S S 

— S S 

R R 

— S S 

S S/R S/R 

S S/R S/R 

R R R 


R R R 

S 

R S S 

S R R 

S R R 

R R R 

R R R 

S S — 

S — — 


— R/S — 
R S S 

— S — 
R S R 
R S R 

— S S 
S R R 
S R R 

— R R 


S S/I s — 

S S/I s s 

S S/I s — 

S S/I S R 

S S/I R/S R 

S S/I S S 

S S/I S S 

S S/I s s 

S — S — 


PF I = N. abscessus; PF II = complexo N. brevicatena/paucivorans e grupo inominado; PF III = complexo N. nova, que inclui N. nova/N. veteran/N. africanum/N. kwcziakiae ; 
PF IV = A/, transvalensis (que inclui N. wallacei]', PF V = N. farcinica\ PFVI = N. asteroidessensustricto ou complexo N.asteroidese N. cyriacigeorgica egrupo inominado. 
Arnica = amicacina; Ampi = ampicilina; A/C = amoxicilina/clavulanato; Carbe = carbenicilina; CTX = cefotaxima; CFTR = ceftriaxona; Cipro = ciprofloxacino; Ciari = claritro- 
micina; Eritro = eritronnicina; Genta = gentamicina; IMI = imipenem; I = intermediary; Cana = canamicina; Linez = linezolida; Mino = minociclina; R = resistente; S = sensi'vel; 
Sulfa = sulfametoxazol; Tobra = tobramicina; -= indeterminado ou nao e utilizado comumente. 

Modificada com base em comunicagao pessoal com Barbara Brown-Elliott e Dr. Richard Wallace. Esses sao "padroes habituais sujeitos a variagoes, porque a resistencia 
pode ocorrer com cepas isoladas". 


As tecnicas de amplificagao do acido nucleico e de sequenciamento do DNA sao uteis tanto para a detecgao 
direta dos actinomicetos aerobios nos especimes clmicos, como para a identificagao das cepas 
isoladas. 13 ’ 42 ’ 100 ’ 107,111 ’ 143 ’ 163 ’ 181,201-203 Cloud et al. sugeriram que o sequenciamento do rDNA 16S seja mais preciso 
que uma combinagao de testes bioquimicos convencionais e perfis de sensibilidade antimicrobiana na identificagao 
das especies de Nocardia. 36 Patel et al. utilizaram o sequenciamento parcial do gene rDNA 16S em comparagao com 
os testes bioquimicos, a analise dos acidos graxos, os testes de sensibilidade antimicrobiana e a analise de restrigao 
do gene 65 hsp por PCR para identificar 74 cepas de Nocardia', algumas especies nao puderam ser diferenciadas 
completamente e dai a introdugao do termo identificador “complexo”, que muitos laboratories utilizavam. 143 O 
sequenciamento parcial do rRNA foi usado com sucesso para identificar R. equi, diferenciar entre as especies de 
Gordonia e Streptomyces e identificar as bacterias Actinomadura no nivel de genero. Os autores encontraram 
alguma dificuldade com as cepas de Tsukamurella , 143 Os metodos moleculares foram usados para identificar 
Gordonia, 16 Dietzia, 150,151 Tsukamurella' 73 ' 186 e Nocardiopsis dansonvillei. 13 Assim como qualquer outro metodo de 
sequenciamento molecular, a validade dos bancos de dados usados e essencial para a realizagao das identificagoes 
mais precisas. 40,130 

Todos os microbiologistas clmicos tem se tornado bem familiarizados com o uso da espectrometria de massa 
MALDI-TOF ( matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight, em ingles) para identificar bacterias 
aerobias e anaerobias; deste modo, nao e surpreendente que a identificagao dos actinomicetos aerobios tambem 
possa ser facilitada com o uso desta tecnica modema. Farfour et al. usaram o equipamento Bruker MS® com o 
software Andromas® para identificar 659 bacilos gram-positivos aerobios. Mais de 98% das cepas, inclusive 46 
especies de Nocardia e duas cepas de R. equi, foram identificadas corretamente ao nivel de especie.’’ 7 Verroken et al. 
demonstraram que a tecnica MALDI-TOF poderia ser utilizada com sucesso para identificar especies de Nocardia 
em menos de uma hora, alem de ser um metodo de baixo custo; 193 Vila et al. descreveram o uso da MALDI-TOF 
para identificar R. equi e tambem especies de Corynebacterium relevantes e Arc an obacterium hemolyticum. 194 

E importante que os microbiologistas clmicos estejam familiarizados com esses metodos avangados de 
identificagao, porque eles comumente permitem identificagoes de microrganismos dificeis de classificar no nivel de 
especie. Por sua vez, a identificagao correta possibilita que o medico tome decisoes mais acertadas, que devem 
resultar na escolha rapida das abordagens terapeuticas apropriadas. Futuramente, sera cada vez mais dificil ou ate 




impossi'vel que os laboratories confiem apenas nos metodos fenotlpicos para identificar o numero sempre crescente 
de actinomicetos aerobios. 

Identificagao dos actinomicetos termofilicos 

Os actinomicetos termofilicos raramente sao encontrados no laboratorio clinico, porque sao microrganismos 
ambientais que causam doenga humana por uma reagao alergica, em vez de infeegoes ativas. 14 Sua capacidade de 
crescer sob temperaturas altas e um indicador util, com base no qual se pode avaliar sua presenga nos especimes 
ambientais, se isto for necessario. Alguns autores sugeriram protocolos para identificagao dessas bacterias. N2 '" b 
Como ja foi mencionado, o uso do sequenciamento do rRNA 16S e de outros metodos moleculares para identificar 
essas bacterias incomuns sera maior no fiituro. l4l ’' :L ' 

Identificagao de Tropheryma whipplei 

Esse actinomiceto pode ser cultivado, embora isto seja dificil. 1 Na maioria dos casos, o diagnostico e firmado com 
base em criterios clinicos e histologicos e por meio de metodos moleculares. Estudos demonstraram a identificagao 
imuno-histoquimica dessa bacteria em cortes histologicos. 10,112,159 Como alternativa, T. whipplei pode ser detectado 
por tecnicas de amplificagao do acido nucleico. 157 Embora a experiencia seja limitada, alguns autores sugeriram que 
os metodos moleculares possam ser mais uteis que a histologia para monitorar a evolugao clinica dos pacientes com 
doenga de Whipple. 147 Ainda que os metodos baseados em PCR sejam recursos diagnostics importantes, vale 
lembrar que o DNA de T. whipplei pode ser detectado mesmo quando nao ha doenga clinica evidente. 52,182 O 
significado desses resultados e duvidoso, mas o diagnostico dessa doenga nao deve ser baseado unicamente na 
deteegao molecular do DNA bacteriano. Os resultados de estudos moleculares devem ser correlacionados com os 
dados clinicos e, se disponiveis, com dados histopatologicos. Hoje em dia, essas tecnicas sao usadas basicamente 
nos laboratories de pesquisa ou de grande porte; os microbiologistas precisam estar atentos a disponibilidade futura 
de produtos fomecidos no mercado. 

Sensibilidade in vitro aos antibioticos e tratamento das infeegoes das especies de 
Nocardia e de outras bacterias relacionadas 

Os padroes de sensibilidade antimicrobiana dos actinomicetos aerobios sao uteis aos taxonomistas, microbiologistas 
clinicos (como indicio a identificagao de uma cepa isolada) e aos clinicos que tratam dos seus pacientes infectados. 
A Tabela 15.6 resume os padroes de sensibilidade das diversas especies de Nocardia. A padronizagao dos testes de 
sensibilidade para uso clinico foi publicada pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e inclui tecnicas 
para realizar os testes por microdiluigao em caldo, assim como parametros para interpretar seus resultados. 33 Essas 
diretrizes devem ser seguidas. 

Quando os resultados do teste de sensibilidade as sulfonamidas forem dificeis de interpretar nos testes de 
microdiluigao em caldo e difiisao em disco, recomenda-se entao o uso do Etest®. Os inoculos usados para realizar 
testes de sensibilidade com actinomicetos aerobios devem ser obtidos a partir de um crescimento em placa de agar- 
sangue ou soja tripticase, que seja suficiente para se obter uma concentragao final de bacterias de aproximadamente 
1,0 x 10 4 a 5,0 x 10 4 unidades formadoras de colonias (UFC)/cavidade. Com algumas especies de Nocardia, que 
tendem a formar grumos, deve-se ter o cuidado de emulsificar o inoculo tao bem quanto possivel. Os paineis de 
microdiluigao em caldo devem ser incubados em ar ambiente a 35°C ± 2°C por 3 dias; algumas especies (p. ex., N. 
nova ) podem necessitar de ate 5 dias de incubagao. Contudo, as culturas de R. equi e de algumas especies de 
Tsukamurella podem ser lidas dentro de 24 a 48 horas. O documento publicado pelo CLSI apresenta alguns 
exemplos de interpretagao das cavidades das placas de microtitulagao, que devem ser consultados frequentemente, 
em especial quando o laboratorista ainda nao esta familiarizado com a tecnica para actinomicetos aerobios. A Tabela 
9 do documento do CLSI descreve os pontos de corte para as especies de Nocardia. No caso de R. equi, recomenda- 
se que sejam usados os pontos de corte para S. aureus, embora devam ser considerados provisorios, ate que sejam 
obtidos mais dados. A nota de rodape da Tabela 9 do documento M24-A2 do CLSI refere-se aos pontos de corte 
fomecidos que devem ser relatados como “provisorios” quanto aos outros actinomicetos aerobios, enquanto se 
aguarda a acumulagao adicional de mais informagoes no future. 

Em 2012, foi publicado um estudo envolvendo varios centros de pesquisa, demonstrando a reprodutibilidade dos 
testes de sensibilidade para especies de Nocardia. Alem disso, esse estudo fomeceu cepas isoladas, que poderiam 
ser usadas como referenda para os laboratories utilizarem como controle para auferir o sucesso de seus testes de 


sensibilidade. No caso dos laboratories que realizam esses testes raramente, e recomendavel enviar as cepas 
isoladas a um laboratorio de referenda, que tenha experiencia significativa com actinomicetos aerobios, embora se 
recomende que todos os laboratoristas entendam os metodos e como interpretar seus resultados. 

Algumas betalactamases foram caracterizadas em varias especies de Nocardia e consistem basicamente em 
penicilinases com menos atividade contra cefalosporinas. 200 O acido clavulanico pode inibir algumas dessas 
betalactamases e a combinagao dos antibioticos betalactamicos com inibidores de betalactamase demonstra 
atividade contra as especies de Nocardia. As enzimas encontradas na N. farcinica sao diferentes das que estao 
presentes nas outras especies de Nocardia e sao homogeneas, em comparagao com a diversidade de betalactamases 
detectadas em N. brasiliensis , m ,197 Os farmacos preferidos para tratar nocardiose, mesmo nos pacientes 
imunossuprimidos, ainda sao sulfonamidas (p. ex., sulfadiazina, sulfisoxazol e combinagoes de tres sulfonamidas). 
A combinagao SXT e preferida pela maioria dos medicos, 19198 mas ainda existe discussao se esta combinagao e 
mais eficaz que o uso de apenas uma sulfa. 198 Estudos in vitro podem ser necessarios para ajudar a escolher os 
antibioticos para tratar pacientes alergicos as sulfonamidas, ou que estejam infectados por N. otitidiscaviarum e 
algumas especies do complexo Nocardia, que apresentam sensibilidades inconsistentes as sulfonamidas. Imipenem, 
minociclina, amicacina e linezolida sao opgoes possfveis, com base nos estudos in vitro e algumas experiences 
clinicas, alem da experiencia clinica publicada na literatura. 136 

Como altemativa, pode-se considerar a dessensibilizagao as sulfonamidas. Recentemente, os CDC publicaram 
um relatorio 189 demonstrando que os dados acumulados em 10 anos de testes indicaram resistencia ao 
sulfametoxazol em 61% das especies de Nocardia', contudo, um artigo subsequente publicado por Brown-Elliott et 
al. sugeriu que esses resultados poderiam ser atribuidos a um erro de interpretagao dos resultados dos testes in vitro, 
porque sua revisao dos exames realizados por seis grandes laboratorios dos EUA demonstraram resistencia de 
apenas 2%. A inclusao das cepas para controle da qualidade para corrigir as leituras das bandejas de microtitulagao 
sera muito util. 18 Recentemente, pesquisadores relataram resistencia a amicacina entre uma especie nova de 
Nocardia (N. amikacinitolerans). 56 Resistencia ao imipenem e comum entre as cepas de N. brasiliensis. 

Para os pacientes com micetomas, recomenda-se uma combinagao de intervengoes farmacologicas, geralmente 
empiricas. Para evitar resistencia aos antibioticos e cobrir todas as especies de Nocardia isoladas clinicamente, e 
preferivel usar uma combinagao de SXT, amicacina e ceftriaxona ou imipenem para tratar pacientes com doenga 
localizada ou disseminada. 19 Um estudo recente testou as cepas de Streptomyces isoladas de pacientes com 
micetomas e demonstrou que todas eram resistentes ao sulfametoxazol, mas eram sensiveis a novobiocina, 
doxiciclina e gentamicina. 79 Outros estudos sugeriram o uso das oxalidinonas (p. ex., linezolida) com base nos 
resultados in vitro} 61 

Rhodococcus eqid e sensivel a vancomicina que, segundo alguns autores, e o antibiotico preferivel; a maioria 
das cepas isoladas e sensivel a eritromicina, aminoglicosidios, rifampicina e imipenem e tambem existem relatos de 
tratamento eficaz das infeegoes por R. equi com linezolida. 3,116,214 A experiencia terapeutica e restrita. Contudo, 
artigos de revisao recentes sugeriram que uma combinagao de desbridamento cirurgico com antibioticos seria eficaz. 
Estudos de sinergia in vitro foram publicados recentemente com algumas combinagoes de antibioticos, inclusive 
macrolidios e rifampicina; contudo, nao foi encontrada qualquer relevancia clinica correlacionavel com os 
resultados in vivo. 66 Quanto ao tratamento das infeegoes por Gordonia, nao existem recomendagoes terapeuticas 
publicadas. O CLSI nao recomenda que os pontos de corte para as especies de Nocardia possam ser usados para 
outros actinomicetos aerobios (inclusive Gordonia ) e recomenda que os testes de sensibilidade para estes ultimos 
microrganismos devam incluir amicacina, amoxicilina-clavulanato, ceftriaxona, ciprofloxacino, claritromicina, 
imipenem, linezolida, minociclina, SXT e tobramicina." 211 Em um artigo recente da China, tres especies de 
Tsukamurella responsaveis por oito infeegoes apresentaram padroes diferentes de sensibilidade antimicrobiana; a T. 
pulmonis era o microrganismo mais resistente, com concentragoes inibitorias minimas mais altas para clindamicina 
(> 2 mg/C), eritromicina (2 mg/C) e tetraciclina (8 mg/C), que os valores correspondentes de T. tyrosinosolvens e T. 
spumae , 114 Pesquisadores avaliaram a sensibilidade in vitro de 24 cepas de Actinomadura madurae a uma 
oxazolidinona nova (DA-7867), ao gatifloxacino, ao moxifloxacino e ao garenoxacino utilizando uma tecnica de 
microdiluigao em caldo; o antibiotico mais ativo foi o DA-7867. 1 1 Um artigo sobre um caso raro de abscesso 
cerebral causado por especies de Streptomyces inclui informagoes dos CDC quanto ao uso eficaz de linezolida e 
amicacina com base nos resultados dos testes de sensibilidade in vitro.' 61 Um artigo de revisao das infeegoes 
invasivas causadas por Streptomyces demonstrou que as cepas eram consistentemente sensiveis a amicacina; 
comumentemente sensiveis ao imipenem, a claritromicina ou a eritromicina, a minociclina e ao SXT; e nao 



comumente senslvel ao ciprofloxacino e a ampicilina. 94 Existem menos informagoes quanto ao tratamento e aos 
testes de sensibilidade para os outros actinomicetos aerobios. 

O tratamento recomendado para a doenga de Whipple consiste em um esquema prolongado (no minimo 1 ano) 
com SXT. 123 Embora fosse utilizado comumente no passado, o tratamento com tetraciclina esta associado a um 
indice inaceitavelmente alto de recidivas. Especialmente aos pacientes em estado grave, deve-se administrar um 
ciclo inicial de tratamento parenteral com ceftriaxona ou uma combinagao de penicilina e estreptomicina, antes de 
iniciar o tratamento prolongado com SXT. 123 

Comentarios finais 

Embora nao sejam isolados comumente nos laboratories clinicos e raramente sejam encontrados na pratica clinica, 
quando comparados com outras bacterias aerobias, os actinomicetos aerobios constituem um grupo muito 
diversificado de bacterias que, tradicionalmente, sao dificeis de identificar e por isto tem sido identificadas 
erroneamente, referidas como “indefmidas” ou descartadas como “contaminantes”. 163,1 ’' Infelizmente, os metodos 
fenotipicos convencionais nao sao suficientes para permitir a identificagao de especies e, em alguns casos, nem 
mesmo de generos de muitas dessas bacterias. Os testes de sensibilidade nao sao realizados em todos os laboratories 
para essas cepas isoladas e, por esta razao, os antibioticos apropriados tambem nao podem ser escolbidos para 
ajudar o clinico a tomar decisoes terapeuticas apropriadas. Contudo, existem boas evidencias para acreditar que os 
metodos moleculares mais modernos e a espectrometria de massa serao muito uteis para superar essas dificuldades. 
Hoje em dia, apenas alguns laboratories de referenda conseguem realizar esses testes, mas espera-se que isto mude 
no futuro. 
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Resumo 

Este capitulo inclui explicagoes sobre a taxonomia atual e a relevancia clinica dos anaerobios nas infecgoes 
humanas; metodos tradicionais para isolamento e identificagao das bacterias anaerobias; metodos nao convencionais 
para identificagao dos anaerobios, inclusive sequenciamento do DNA e time-of-flight por dessorgao/ionizagao a 
laser em matriz (MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)', testes de 
sensibilidade in vitro', e tratamento das infecgoes causadas por anaerobios. Tambem foi acrescentado ao capitulo um 
apendice, que contem alguns dos metodos fenotipicos mais tradicionais para identificar anaerobios incluidos nos 
capitulos anteriores deste livro. Aqui a enfase principal esta na classificagao nao fenotipica e na identificagao dos 
anaerobios, mas conservamos os metodos tradicionais na medida do possivel, ou fomecemos references para a 
identificagao presuntiva destas bacterias. Tambem incluimos atualizagoes sobre infecgoes causadas por anaerobios, 
inclusive doenga de Lemierre, botulismo, tetano, vaginose bacteriana e enterocolite por C. difficile. O capitulo 
conclui com um resumo das alteragoes recentes dos testes de sensibilidade de alguns anaerobios especificos. 

Introducao as bacterias anaerobias 

Classificagao das bacterias com base em sua reagao ao oxigenio 

Embora tenham sido definidas de varias formas por diversos autores, uma definigao operacional pratica e que as 
bacterias anaerobias obrigatorias sao as que crescem sem oxigenio livre, mas nao conseguem multiplicar-se 
quando ha oxigenio na superficie dos meios solidos nutricionalmente adequados incubados em ar ambiente ou em 
uma incubadora de CO 2 (/. e., ar com CO 2 entre 5 e 10%). A quantidade de O 2 de uma incubadora com CO 2 , ou de 
uma jarra de extingao a vela, e consideravel (/. e., cerca de 18 a 19%). Na pratica, as bacterias anaerobias sao 
reconhecidas mais comumente no laboratorio cllnico depois dos testes de aerotolerancia com colonias que 
cresceram nas placas de isolamento primario incubadas em condigoes de anaerobiose (ver adiante). Desse modo, a 
maioria dos anaerobios identificados no laboratorio clinico cresce inicialmente em agar-sangue anaerobio, ou em 
um dos meios anaerobios seletivos, ou ainda em um caldo de enriquecimento incubado em condigoes anaerobias, 
mas nao em placas de agar-sangue ou agar-chocolate incubadas em anaerobiose ou em uma incubadora com CCE. 

Seria uma simplificagao exagerada descrever os anaerobios como se pudessem ser classificados 
homogeneamente em um grupo numeroso, assim como dizer que todas as bacterias que crescem em ar ambiente sao 
aerobios. Por essa razao, varios termos - inclusive aerobio obrigatorio, anaerobio facultativo, microaerofilo, 
anaerobio aerotolerante e anaerobio obrigatorio (estrito ou moderado) - sao usados para subclassificar as bacterias 
com base em suas reagoes ao oxigenio. Esses termos refletem um espectro continuo de bacterias, desde as que nao 
conseguem tolerar oxigenio, ate as que dele dependem para crescer. 

Os aerobios obrigatorios (inclusive as especies de Mycobacterium e Pseudomonas) requerem oxigenio 
molecular como aceptor final de eletrons resultando na formagao de agua e nao obtem energia pelas vias 


fermentadoras. Contudo, e comum encontrar cepas de P. aeruginosa com crescimento escasso nos meios incubados 
em condigoes de anaerobiose no laboratorio clinico, porque estas bacterias podem usar o nitrato presente no meio 
como aceptor final de eletrons por meio da respiragao anaerobia em vez de 0 2 . Por outro lado, o oxigenio molecular 
varia quanto a sua toxicidade as diversas especies de bacterias anaerobias e nao e um aceptor final de eletrons destas 
bacterias. Em geral, os anaerobios clinicamente significativos obtem sua energia por meio das vias fermentadoras, 
nas quais compostos organicos (p. ex., acidos organicos, alcoois e outros moleculas) funcionam como aceptores 
finals de eletrons. 

Os anaerobios sao divididos em dois grupos principals: anaerobios obrigatorios e anaerobios aerotolerantes. Os 
primeiros tambem sao subdivididos em dois grupos com base em sua capacidade de tolerar ou crescer em presenga 
de quantidades pequenas de oxigenio. Os anaerobios obrigatorios estritos nao conseguem crescer nas superficies dos 
agares expostos aos niveis de 0 2 acima de 0,5%. Por motivos ainda nao completamente esclarecidos, o oxigenio 
atmosferico e extremamente toxico para esses microrganismos. Exemplos dessas bacterias sao Clostridium 
haemolyticum, C. novyi tipo B, Selenomonas ruminatum e Treponema denticola. O segundo grupo dos anaerobios 
obrigatorios - referidos como anaerobios obrigatorios moderados - e formado pelas bacterias que conseguem 
crescer quando sao expostas aos niveis de oxigenio em tomo de 2 a 8% (em media, 3%). Exemplos dessas bacterias 
sao os membros do grupo de Bacteroides fragilis e das Prevotella-Porphyromonas pigmentadas (/. e., antes 
conhecido como grupo de Bacteroides pigmentados), Fusobacterium nucleatum e C. perfringens. 299 

O termo anaerobio aerotolerante e usado por alguns microbiologistas para descrever as bacterias anaerobias que 
demonstram crescimento limitado ou escasso no agar cultivado em ar ambiente ou em uma incubadora com C0 2 
entre 5 e 10%, mas crescem mais abundantemente em condigoes de anaerobiose. Exemplos dessas bacterias sao 
Clostridium carnis, C. histolyticum e C. tertium. A maioria dos anaerobios isolados de especimes coletados e 
selecionados adequadamente no laboratorio clinico faz parte da categoria dos anaerobios obrigatorios moderados ou 
aerotolerantes. Esses microrganismos sao mais tolerantes aos efeitos toxicos do oxigenio que os anaerobios 
obrigatorios estritos, mas ainda sao destruidos pelo oxigenio, a menos que as condigoes de anaerobiose sejam 
mantidas adequadamente durante a coleta e o transporte dos especimes ao laboratorio e tambem durante as etapas 
necessarias ao processamento das amostras e ao isolamento e a identificagao, que estao descritas mais adiante neste 
capitulo. Os anaerobios obrigatorios estritos sao raros nas infecgoes humanas, mas os anaerobios obrigatorios 
moderados e estritos sao encontrados em varios habitats nao patogenicos (p. ex., trato gastrintestinal [GI] desde a 
orofaringe ate o intestino grosso), como parte da microbiota. 

Os anaerobios facultativos (p. ex., Escherichia coli e Staphylococcus aureus) crescem em condigoes de 
aerobiose e anaerobiose. Esses microrganismos usam oxigenio como aceptor final de eletrons ou, menos 
comumente, podem obter sua energia por meio das reagoes de fermentagao em condigoes anaerobias. Os anaerobios 
facultativos que crescem em aerobiose obtem muito mais energia quando catabolizam por completo uma molecula 
de glicose em C0 2 e H 2 , que quando crescem em condigoes anaerobias. As bacterias microaerofilas dependem do 
oxigenio como aceptor final de oxigenio, embora nao cresgam na superficie dos meios solidos em um incubadora 
aerobia (/. e., 0 2 a 21%) e cresgam pouquissimo ou nada em condigoes de anaerobiose. Campylobacter jejuni e um 
exemplo de bacteria microaerofila, que cresce preferencialmente em 0 2 a 5%; a mistura gasosa do ambiente de 
incubagao geralmente utilizada para isolar este microrganismo nos laboratories clinicos e 0 2 a 5%, C0 2 a 10% e N 2 
a 85%. As especies de Campylobacter estao descritas em outro capitulo junto com as especies de Capnocytophaga. 
Na edigao atual, nos as retiramos das tabelas deste capitulo, embora elas aparegam nas edigoes anteriores. 

Razoes para a anaerobiose 

Ao longo dos anos, os bacteriologistas que trabalham no desenvolvimento de meios e sistemas aperfeigoados para 
cultivo de anaerobios tem enfatizado dois fatores limitantes fundamentais, que podem afetar o crescimento dos 
anaerobios. O primeiro e mais importante deles e o efeito inibitorio do oxigenio atmosferico e seus derivados. O 
segundo fator limitante em questao e o potencial de oxidagao-redugao do meio de cultura. Alguns dos anaerobios 
obrigatorios mais estritos (p. ex., Clostridium haemolyticum e C. novyi tipo B) sao destruidos quando ficam 
expostos ao oxigenio atmosferico sobre a bancada aberta do laboratorio por 10 minutos ou mais. Por outro lado, a 
maioria dos anaerobios obrigatorios moderados isolados das infecgoes humanas toleram a exposigao ao oxigenio 
por periodos mais longos, ou seja, de 25 minutos a algumas horas. Provavelmente, existem diversas razoes pelas 
quais os anaerobios apresentam tolerancia variavel ao oxigenio, mas uma hipotese e que a tolerancia de alguns 


anaerobios obrigatorios moderados dependa de sua produgao das enzimas superoxido-dismutase (SOD), catalases e, 
possivelmente, peroxidases, que conferem protegao contra os produtos toxicos da redugao do oxigenio. 238 ’ 470 

Uma nogao muito difundida e que a exposigao ao 0 2 atmosferico acarreta uma serie de reagoes dentro das 
celulas bacterianas - possivelmente mediadas por flavoproteinas -, que resulta na produgao do radical superoxido 
carregado negativamente (0 2 “), peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) e outros produtos toxicos da redugao do oxigenio. 325 
O anion superoxido e o H 2 0 2 podem reagir juntos e formar radicais hidroxila (OH-) livres, que sao os oxidantes 
biologicos mais potentes; tambem podem haver produgao de oxigenio singleto toxico (10 2 ) por meio da reagao dos 
anions superoxido com os radicais hidroxila livres. A SOD catalisa a conversao dos radicais superoxido em 
peroxido de hidrogenio menos toxico e oxigenio molecular. A catalase catalisa a conversao do peroxido de 
hidrogenio para formar agua e oxigenio. Estudos demonstraram que varias especies de anaerobios obrigatorios 
moderados aerotolerantes produziam SOD e que o nivel desta enzima produzida correlacionava-se com o nivel de 
tolerancia ao oxigenio e a virulencia da bacteria. 470 Outros estudos nao confirmaram essas correlagoes. Alguns 
pesquisadores demonstraram que varias especies de anaerobios produzem catalase (p. ex., membros do grupo de 
Bacteroides fragilis, Propionibacterium acnes e outros), alem de SOD, e que alguns anaerobios relativamente 
tolerantes ao oxigenio ou aerotolerantes (p. ex., Clostridium tertium ) nao produzem SOD ou catalase. Rolfe et al. 
observaram que o grau de tolerancia ao oxigenio das bacterias anaerobias estava relacionado com a porcentagem de 
celulas bacterianas da populagao, que sobreviviam a exposigao ao oxigenio. 398 

O potencial de oxidagao-redugao (abreviado como potencial “redox” ou Eh) de um meio de cultura - expresso 
em volts ou milivolts - e afetado pelo pH (/. e., concentragao de ions hidrogenio); deste modo, o potencial redox e 
expresso comumente no pH neutro (pH de 7,0) como Eh. Os agentes redutores, inclusive tioglicolato e L-cisteina, 
podem ser acrescentados aos meios de transporte para anaerobios e a alguns meios de cultura para manter as 
condigoes reduzidas (/. e.. Eh baixo) do meio. Um potencial redox positivo (p. ex., indicado pela cor rosa do 
indicador de resazurina de alguns meios, ou pela cor azul do indicador de azul de metileno de outros meios) 
significa que o meio esta oxidado. Na natureza, o limite superior do Eh e de +820 mV, que poderia ser encontrado 
em alguns ambientes com oxigenagao consideravel. As condigoes oxidativas prevalecem nos tecidos humanos 
saudaveis, que sao bem oxigenados e tern suprimento sanguineo preservado (p. ex., o Eh fica em torno de +150 
mV). Por outro lado, o limite inferior do Eh na natureza e de cerca de -420 mV. Um ambiente anaerobio (p. ex., um 
abscesso ou tecido necrotico) ou um meio de cultura rico em hidrogenio poderia alcangar esse Eh baixo. O intestino 
grosso dos seres humanos, que contem quantidades enormes de anaerobios obrigatorios estritos, tern Eh em torno de 
-250 mV. Em um estudo excelente publicado por Walden e Hentges, 300 alguns dos conceitos equivocados acerca dos 
efeitos do Eh nas bacterias anaerobias foram descartados. Esses autores demonstraram que o oxigenio inibia a 
multiplicagao de C. perfringens, B. fragilis e P. magnus, independentemente se o meio tinha potencial redox 
negativo (Eh = -50 mV) ou positivo (Eh em torno de +500 mV). Na ausencia de 0 2 , esses microrganismos 
conseguiam multiplicar-se, mesmo quando o Eh era mantido em +325 mV pelo acrescimo de ferricianida de 
potassio (um agente oxidante). Com base nesse estudo, os autores chegaram a conclusao pratica de que a eliminagao 
do oxigenio do meio de cultura para evitar os efeitos toxicos do oxigenio provavelmente e mais importante que o 
estabelecimento de um Eh baixo. 500 Desse modo, obtengao e manutengao rapidas de uma pressao baixa de oxigenio 
(ou sua ausencia completa) sao requisites essenciais ao sucesso do cultivo dos anaerobios nos sistemas anaerobios 
modemos (p. ex., jarras de anaerobiose e caixas enluvadas usadas para incubar anaerobios no laboratorio clinico). 

Habitats dos anaerobios 

As bacterias anaerobias estao disseminadas no solo, pantanos, sedimentos de lagos e rios, oceanos, esgoto, 
alimentos e animais. Nos seres humanos, as bacterias anaerobias normalmente sao comuns na cavidade oral ao redor 
dos dentes, no trato GI (especialmente intestino grosso, onde superam numericamente os coliformes em uma razao 
de no minimo 1.000:1), nos orificios do trato geniturinario (GU) e na pele. 160,217 A maioria desses habitats 
anaerobios tern pressao baixa de oxigenio e Eh reduzido resultante da atividade metabolica dos microrganismos que 
consomem oxigenio atraves da respiragao. Quando o oxigenio nao e reposto, as condigoes anaerobias sao mantidas 
no ambiente. O Boxe 6.1 descreve um resumo sucinto dos anaerobios encontrados comumente na microbiota do 
corpo humano. 


Classificacao taxonomica e nomenclatura 


Os anaerobios incluem praticamente todas as configuragoes morfologicas bacterianas: bacilos gram-negativos; 
formas curvas, espiraladas e espiroquetas; cocos gram-positivos e gram-negativos; bacilos gram-positivos nao 
formadores de esporos (NFE); e bacterias formadoras de esporos. Com base nos seus aspectos morfologicos 
observados nas preparagoes coradas pelo Gram e na existencia ou nao de esporos, as bacterias anaerobias sao 
classificadas em termos gerais como esta descrito na Tabela 16.1. Varios generos incluidos nessa lista foram 
encontrados apenas nos habitats nao patogenicos (p. ex., areas que abrigam microbiota, inclusive cavidade oral, 
segmento distal do intestino [conforme evidenciado nas fezes], trato GU e pele dos seres humanos ou de varios 
animais) e nao existem relatos indicando que estejam associados as doengas humanas. Alguns desses generos nao 
serao mais descritos adiante. 


Boxe 16.1 


Anaerobios encontrados na microbiota Humana 

Cavidade oral e vias respiratorias superiores 

Especies de Prevotella pigmentadas; especies de Porphyromonas 
Especies de Prevotella nao pigmentadas (p. ex., P. oralis) 

Especies de Bacteroides (p. ex., B. ureolyticus) 

Especies de Fusobacterium (p. ex., F. nucleatum) 

Cocos gram-positivos anaerobios 
Especies de Veillonella 

Especies de Actinomyces e Propionibacterium 

Estomago (durante o jejuni) 

Lactobacilos 

Intestino delgado (segmento proximal) 

Estreptococos microaerofilos 
Lactobacilos 

Intestino grosso (e ileo terminal) 

Grupo de Bacteroides fragilis 
Especies de Porphyromonas 
Especies de Fusobacterium 

Cocos gram-positivos e gram-negativos anaerobios - muitas especies 
Especies de Clostridium 
Especies de Eubacterium 
Especies de Eggerthella 

Especies de Bifidobacterium e generos relacionados 

Especies de Propionibacterium 

Outros bacilos gram-positivos anaerobios 

Trato geniturinario; vagina e cervice 

Especies de Prevotella pigmentadas; especies de Porphyromonas 

Especies de Prevotella nao pigmentadas 

Especies de Bacteroides 

Cocos gram-positivos anaerobios 

Especies de Eubacterium 

Especies de Eggerthella 

Especies de Clostridium 

Especies de Veillonella 

Especies de Lactobacillus 

Especies de Propionibacterium 

Especies de Mobiluncus 



hpkks de Atopobium 
Uretra (masculina e feminina) 

Especies de Propionibacterium 

Cocos gram-positivos e gram-negativos anaerobios 

Especies de Bacteroides 

Especies de Prevotella 

Especies de Fusobacterium 

Pele 

Especies de Propionibacterium 
Cocos anaerobios 


Apos a publicagao da sexta edigao deste livro, 519 houve muito progresso na classificagao taxonomica e 
nomenclatura dos anaerobios recentemente. Estudos geneticos, utilizando reagao da cadeia de polimerase (PCR; do 
ingles, polymerase chain reaction) e sequenciamento do RNA ribossomico (rRNA) 16S, sequenciamento do rDNA 
16S, PCR da regiao intergenica do rRNA 16S-23S e outros metodos moleculares, classificaram os anaerobios com 
maior exatidao que a caracterizagao fenotipica e os metodos geneticos mais antigos e menos sofisticados disponiveis 
no passado permitiam. 449,450 Esses estudos levaram a descrigao de algumas especies e taxons novos. Em alguns 
casos, os generos nos quais um microrganismo foi colocado podem nao estar relacionados com a reagao ao Gram, a 
morfologia de bacilo ou coco, a capacidade de formar esporos, as reagoes ao oxigenio ou a outras caracteristicas 
fenotipicas utilizadas tradicionalmente para classificar os anaerobios. Felizmente, algumas atualizagoes taxonomicas 
excelentes simplificaram a tarefa de manter-se atualizado com as mudangas continuas da nomenclatura. 158,162 ’ 236 ’ 237 
A Tabela 16.2 oferece um compendio de alteragoes taxonomicas compiladas ao longo das ultimas decadas com 
referencia as bacterias anaerobias clinicamente significativas. A Tabela 16.3 relaciona os anaerobios clinicamente 
mais importantes e/ou que sao encontrados mais comumente nos especimes selecionados e colhidos adequadamente. 
Identificagoes corretas e atualizadas podem ter implicagoes importantes no que se refere ao prognostico, tratamento 
e evolugao clinica dos pacientes com doengas infecciosas causadas por anaerobios. 158,160,162 

Taxonomia dos bacilos gram-negativos anaerobios 

Os bacilos gram-negativos anaerobios incluem alguns dos anaerobios patogenicos isolados mais comumente dos 
especimes clinicos. As Tabelas 16.1 e 16.2 oferecem um resumo da taxonomia mais recente desse grupo de 
anaerobios, embora nem todas as bacterias anaerobias estejam incluidas, porque muitas nao sao consideradas 
clinicamente relevantes ou fazem parte da microbiota humana. Os membros do grupo de Bacteroides fragilis 
constituem uma porcentagem expressiva da microbiota do trato GI, no qual as contagens de bacterias podem chegar 
a 10 11 a 10 12 unidades formadoras de colonias (UFC)/g de fezes; numericamente, os anaerobios superam em muito 
os aerobios (razao > 1.000:1). B. thetaiotaomicron c B. ovatus sao os membros mais comuns do grupo de B. fragilis 
no trato GI. Embora represente apenas cerca de 0,5% da microbiota do intestino grosso humano, B. fragilis e a 
especie mais comumente envolvida com doenga clinica, em razao dos seus fatores de virulencia conhecidos. 238 Esse 
microrganismo e a causa mais comum de bacteriemia causada por anaerobios.'' 8,238,420 No grupo de B. fragilis, 
existem mais de 20 especies geneticamente relacionadas e tambem semelhantes em suas caracteristicas fenotipicas: 
resistencia a bile a 20%, morfologia na coloragao pelo Gram e resistencia inata e progressiva a grande numero de 
antibioticos. A Tabela 16.2 relaciona as especies que fazem parte desse grupo. Um grupo do complexo B. fragilis 
(B. merdae, B. goldsteinii e B. distasonis ) foi reclassificado no genero Parabacteroides. 263,403 A maioria das especies 
de Bacteroides que nao faziam parte do grupo de B. fragilis tambem foi reclassificada. Embora hoje em dia B. 
ureolvticus ainda continue a fazer parte do genero Bacteroides, existe uma proposta para reclassifica-lo como 
Campylobacter ureolvticus , 485 Muitas das outras especies que antes estavam classificadas no genero Bacteroides 
estao incluidas em novos generos relacionados na Tabela 16.1. Por exemplo, B. splanchnicus foi classificado no 
genero Odoribacter, enquanto B. capilosus agora se chama Pseudoflavonifractor capilosus e faz parte de um genero 
novo conhecido como Pseudoflavonifractor. 70 ’ 210 

Tabela 16.1 Classificagao dos generos de bacterias anaerobias. 


Bacilos gram-negativos (inclusive 

formas curvas, espiraladas e 

espiroquetas) 

Cocos gram- 

positivos 

Cocos gram- 

negativos 

Bacilos gram-positivos 

nao formadores de 

esporos 

Bacilos gram-positivos 

formadores de esporos 

Alistipes 

Anaerococcus “ 

Acidominococcus 

Alderreutzia 

Clostridium a,b 

Anaerobiospirillum a 

Atopobium b 

Anaeroglobus 

Alloscardovia 

Desulfomaculum 

Bacteroides a 

Coprococcus 

Megasphaera 

Anaerofustis 

Desuifosporosinus 

Barnesiella 

Finegoldia a 

Negativococcus 

Anaerostipes 

Caioramator 1 ’ 

Bilophila a 

Gallicola' 

Viellonella “ 

Anaerotruncus 

Filifactor b 

Butyrivibrio c 

Gemmiger 


Actinobaculum 

Moorella b 

Catonella " 

Murdochiella 


Actinomyces a 

Oxobacte^ 

Desulfuromonas 

Peptococcus 


Atropobium a 

Oxaiophagus b 

Desulfovibrio 

Peptostreptococcus a 


Bifidobacterium 11 


Dialister a 

Ruminococcus 


Bulleidia 


Faecalibacterium 

Sarcina 


Catabacter 


Fusobacterium a 

Peptoniphilus a 


Catenibacterium 


Johnsonella“ 

Staphylococcus " 


Cryptobacterium 


Jonquetella 

Streptococcus" 


Collinsella 


Leptotrichia 

Gemella “ 


Eggerthella a 


Megamonas 



Eubacterium a 


Mitsuokeiia 



Faecalibacterium 


Odoribacter 



Gardonibacter 


Parabacteroides " 



Holdemania 


Paraprevotella a 



Lachnospira 


Parasutterella a 



Lactobacillus“ 


Phocaeicola 



Marvinbryantia 


Porphyromonas “ 



Methanobacterium 


Prevotella° 



Mobiluncus a 


Pyramidobacter 



IZIogibacterium 


Selenomonas 



Olsenella 


Sneathia 



Oribacterium 


Spirochaeta 



Paraeggerthella 


Succinomonas 



Parascardovia 


Succinivibrio 



Propionibacterium“ 




Sutterella“ 

Propionimicrobium 1 

Tarmerella 11 

Pseudoramibacter 

Tissierella 

Roseburia 

Treponema d 

Scardovia 


Shuttleworthia 


Siackia a 


Solobacterium 


Turicibacter 


Varibaculum 


a Na maioria dos especimes clinicos colhidos adequadamente, apenas esses generos devem ser considerados pelo 
microbiologista clinico. Contudo, em situagoes raras, doengas graves podem ser causadas por Anaerobiospirillum, 208 
Leptotrichia , 156 Selenomonas , 278 Desulfovibrio 93 ou um dos outros generos que nao estao citados acima. 
b O genera Clostridium ainda esta sujeito a uma revisao taxonomica significativa. Desse modo, em 1994, Collins et a/. 49 
sugeriram cinco generos novos de anaerobios formadores de esporos. Com uma unica excegao, nenhum deles e 
reconhecido como patogeno humano. Filifactor alocis foi isolado de pacientes com infecgoes endodonticas. 236 
c As especies de Butyrivibrio estao descritas junto com os bacilos gram-negativos no Volume 1 e com os bacilos anaerobios 
gram-positivos nao formadores de esporos no Volume 2 do Bergey’s Manual . 153,241 Embora sejam gram-negativos na 
coloragao pelo Gram, algumas cepas tern aspectos atipicos na parade celular gram-positiva a microscopia eletronica. 

“'As especies de Treponema nao estao descritas neste capitulo, mas foram incluidas aqui porque sao anaerobias estritas. 
Adaptada e modificada do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 153,241 e dos volumes mais recentes do International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, que contem numerosas publicagoes relacionadas com as alteragoes 
recentes da taxonomia dos anaerobios. 

Tabela 16.2 Nomes atuais e antigos das bacterias anaerobias. 


Nome atual 

Nome antigo - comentarios 

Bacilos gram-negativos anaerobios 

Genero Bacteroides - Grupo de Bacteroides fragilis S07a 

Bacteroides caccae 

Microbiota fecal 

B. eggerthii 

Microbiota fecal - nao e comum nas infecgoes 

B. fragilis 

Anaerobio mais comum nas infecgoes 

B. ovatus m 

Microbiota fecal humana; infecgoes ocasionais 

B. stercoris 

Microbiota fecal humana 

B. thetaiotaomicron 

Depois de B. fragilis, e o segundo mais comum nas infecgoes 

B. uniformis 

Isolado ocasionalmente dos especimes clinicos 

B. vulgates 370 

Comum na microbiota fecal; isolado ocasionalmente das fezes 

B. dorei 22370 

Especie nova; isolada raramente do sangue 

B. finegoldii 2] 

Especie nova; infecgoes clinicas ocasionais 

B. massiliensis ’ 56 

Especie nova; isolada raramente do sangue 

Tambem considerados como membros do grupo de B. fragilis, mas do genero Parabacteroides 



Parabacteroides distasonis m 

Infec^oes humanas; antes conhecido como B. diatasonis 

P.goldsteinii * 03 

Antes conhecido como B. goidsteinii; bacteriemia 

P. gordonii K,m 

Especie nova; isolado de hemoculturas 

P.johnsonii 405 

Especie nova; microbiota fecal 

P.merdae™ 

"T4-1" antes conhecido como B. merdae; microbiota fecal humana 


Outras especies restantes do genero Bacteroides, mas que nao fazem parte do grupo de Bacteroides fragilis 


B. coagulans 

Raro nos especimes ch'nicos 

B. galacturonicus 

Microbiota fecal humana 

B. pectinophilus 

Microbiota fecal humana 

B. ureolyticus 485 ™ 

Cavidade oral humana; infecgoes orais; infecgoes da cabe^a e do pesco^o 


Genero Prevotella 


P. amni 

Especie nova; infec^oes geniturinarias (GU) 

P.baronia e 131 ' 397 

Especie nova; cavidade oral; canal radicular infectado e infecgoes com abscesso dentario 

P. bergensis 130 

Especie nova; infec^oes da pele e dos tecidos moles 

P.bivia™ 

Bacteroides bivia; microbiota vaginal; infecgoes GU 

P. buccae 

Bacteroides buccae; cavidade oral; infecgoes da cabe^a, do pesco^o e do torax; feridas de mordidas 

humanas 

P. buccalis 

Bacteroides buccalis; cavidade oral 

P.copri m 

Especie nova; isolados fecais 

P. corporis 

Bacteroides corporis; cavidade oral; infecgoes GU; pigmentada 

P.dentalis 514 

Mitsuokella dentalis; Hallela seregens; cavidade oral 

P. denticola 263 

Bacteroides denticola; cavidade oral; caries; escarro dos pacientes com FC; algumas sao 

pigmentadas 

P.disiens 372 

Bacteroides disiens; microbiota vaginal e oral; infecgoes GU 

P. enoeca™ 

Cavidade oral 

P. heparinolytica 6 

Bacteroides heparinolytica; feridas de mordida animal 

P. histicola 

Especie nova; algumas sao pigmentadas 

P. intermedia™'™ 

Bacteroides intermedius; infecgoes da cabe^a, do pesco^o e do abdome; algumas infecgoes orais; 

feridas de mordida humana; pigmentada 

P.loescheii 461 

Bacteroides loescheii; cavidade oral; pigmentadas; feridas 

P. maculosa 

Especie nova 

P. marshii m 

Especie nova; cavidade oral 

P. melaninogenica 263 

Bacteroides melaninogenica; pigmentada; infecgoes da cavidade oral, pulmoes, pele e tecidos 

moles; escarro dos pacientes com FC 


P.micans 124 

Especie nova; cavidade oral; pigmentada 

P. multi form is m 

Especie nova; nao pigmentada; placa gengival 

P. multisaccharivorax 397 

Especie nova; infec^oes endodonticas 

P. nanceiensis 4 

Especie nova; nao pigmentada; alguns especimes dinicos 

P. nigrescens™- 529 

Indistingui'vel da P. intermedia; cavidade oral; algumas infecgoes orais; pigmentada 

P. oralis 6 

Bacteroides oralis; cavidade oral; abscessos; osteomielite 

P. oris 

Bacteroides oris; cavidade oral; infecgoes odontogenicas 

P. oulorum 

Bacteroides oulorum; cavidade oral; P. oulora 

P. pollens 162 

Especie nova; pigmentada 

P. pleuritidis m 

Especie nova; isolada do Ifquido pleural 

P. saccharolytica m 

Especie nova; cavidade oral 

P.salivae™ 

Especie nova; cavidade oral; escarro dos pacientes com FC 

P.shahii 407 

Especie nova; cavidade oral; pigmentada 

P. stercorea 2,3 

Especie nova; isolados fecais 

P. tannerae 337 

Especie nova; cavidade oral; caries; algumas cepas pigmentadas 

P. timonensis m 

Especie nova; abscesso mamario 

P. veroralis 

Bacteroides veroralis-, cavidade oral 

P.zoogleoidrmans 121 

Bacteroides zoogleoformans 


Genero Porphyromonas 


P. asaccharolytica 469 

Bacteroides asaccharolyticus; alguns especimes dinicos nao orais 

P. bennonis* 66 

Especie nova; infecijoes extraorais; feridas e abscessos 


Porphyromonas spp. 


Porphyromonas catoniae 263 

Oribaculum catoniae-, cavidade oral; nao pigmentada; abscesso abdominal 

P. endodontalis 165 

Bacteroides endodontalis; infec^oes dentarias 

P. gingivaiis 1 ' 1 

Bacteroides gingivaiis; periodontite e abscessos dentarios; infec^oes extraorais 

P.somerae 467 

Infec^oes da pele e dos tecidos moles dos membros inferiores, relacionadas com as cepas de P. 

levii semelhantes as humanas 

Puenonis KS 

Especie nova; apendicite; peritonite; ulcera de pressao 


As especies seguintes fazem parte da microbiota ou sao patogenos dos animais; qualquer uma pode estar envolvida nas infecgoes das feridas de 
mordida humana 


P. cangingivalis 

Caes 

P. canoris 

Caes 


P. cansulci 


Caes 


P. circumdentaria 

Gatos 

P. crevivoricanis 

Caes 

P. gingivicanis 

Caes 

P. gulae 

Gato, coiote, caes, urso, lobos 

P. levll 

Gado 

P. macacae 

Bocteroides macacae-, macacos e gatos 


Fusobacterium spp. 


F. gonldiaformans 

Infecgoes humanas 

F. mortiferum %m 

Infecgoes humanas 

F. naviforme 

Infecgoes humanas 

F. necrogenes 

Microbiota fecal humana; isolada tambem da cavidade oral 

F. necrophorum subesp. fundiliforme u ' m,m 

Microbiota humana; especie virulenta; doenga de Lemierre, infecgoes orais e muitas outras 

infecgoes extraorais 

F. necrophorum subesp. necrophorum m 

Isolada mais comumente dos animais; menos virulenta das duas subespecies 

F.nucleatum 37WSS 

Especie de Fusobacterium isolada mais comumente de especimes ch'nicos; microbiota normal da 

cavidade oral e do tratoGI 

F. periodonticum 465 

Cavidade oral; encontrada tambem no trato Gl 

F. russii 

Microbiota fecal humana 

F. ulcerous 

Especie nova; ulceras tropicais 

F varium 9S,m 

Varias infecgoes humanas 


Outros generos de bacilos gram-negativos anaerobios 


Alistipes fnegoldii K7,m 

Especie nova; apendicite humana; bacteriemia 

A. onderdonki^ 1 

Especie nova; pigmentada; especimes intra-abdominais 

A. putredinis m 

Bacteroides putredinis; encontrado raramente nas infecgoes intra-abdominais 

Alistipes shahid 

Especie nova; pigmentada; infecgoes intra-abdominais 

Anaerobiospiriiium succiniproducens m ' vl fin 

Microbiota fecal humana; bacteriemia 

Anaerobiospirillum thomasii 161 

Especie nova; microbiota fecal humana 

Anaerostipes caccae 

Especie nova; microbiota fecal humana 

Anaerorhabdus furcosa 

Bacteroides furcosus; Anaerorhabdus furcosus 

Barnesiella intestinihominis™ 

Genera e especie novos 

Bilophila wadsworthia mM 

Peritonite, apendicite e abscesso cerebral 

Catonella rnorbi m,m 

Especie nova; endocardite de proteses valvares 

Centipeda periodontii 4,5 

Isolados orais 


Cetobacterium sornerae m 

Especie nova; fezes humanas 

Desulfovibrio piger m 

Desulfomonaspigra; fezes humanas 

D. desulfuricans mA% 

Microbiota fecal 

D. vaginalis 228 

Microbiota vaginal 

Dialister pneumosintes 135,340 

Bacteroides pneumosintes; isolado oral; infecgao odontogenica 

Faecalibacterium prausnitzii™ 

Fusobacteriumprausnitizii; microbiota normal do trato Gl; pode ajudar a eguilibrar a imunidade 

notratoGI 

Filifactor alocis m 

Fusobacterium alocis; cavidade oral; doen^a endodontica 

Jonquetella anthropi 1 ^ 

Genero e especie novos 

Johnsonella ignava iW 

Genero e especie novos; fendas gengivais humanas 


Genero Leptotrichia 


L. amnionii 

Especie nova; liguido amniotico 

L. buccalis w ' m 

Leptothrixbuccalis; microbiota oral; bacteriemia 

L. goodfellowii 69,146 

Especie nova; isolada do sangue 

L. hofstadii U6 

Especie nova; cavidade oral 

L.shahii m 

Especie nova; gengivite 

L. trevisanii 270 

Especie nova; isolado da cavidade oral; bacteriemia 

L. wadeii u6 

Especie nova; cavidade oral 


Outros generos 


Megamonas fumiformis m 

Genero e especie novos; relacionados com a Sutterella; fezes humanas 

Odoribacter splanchnicus m 

Antes conhecido como Bacteroides splanchnicus 

Oxalobacter formigenes 251 

Colonizador do intestino grosso; reduz os calculos de oxalato de calcio 

Paraprevotelia spp. 342 

Genero novo; fezes humanas 

Parasuttereiia secunda m 

Genero novo; fezes humanas 

Phocaeicoia abscessus ' 1 

Genero e especie novos; isolada de abscesso cerebral 

Pyramidobacter piscolens 133 

Genero novo; cavidade oral 

Pseudofiavonifractorcapillosus 1 ' 

Antes conhecido como Bacteroides capillosus; raramente isolado de especies ch'nicos 


Genero Se!enomonas m 


5. artemidis 

Microbiota oral 

S. dianae 

Fendas gengivais humanas 

S. flueggei 

Microbiota oral humana 

S. infelix 

Fendas gengivais humanas 

S. noxia 

Fendas gengivais humanas 


5. sputigena m 

Microbiota oral 

Sneathia sanguinegens m 

Leptotrichia sanguinegens; bacteriemia; associada a vaginose bacteriana 

Sutterellawadsworthensis mmm 

Antes conhecida como Campylobacter ( Bacteroides ) gracilis; microbiota do trato Gl 

Tannerella forsythensis m,m 

Bacteroides forsythus; cavidade oral; periodontite 

Tissierella praeacuta' 5 ' 

Bacteroides praecutus 


Cocos anaerobios 


Cocos gram-positivos 


Peptococcus niger 

Unica especie do genero 

Peptostreptococcus anaerobius m,35 ° 

Unica especie do genero; isolado de muitos especimes clmicos; endocardite 

Anaerococcus prevotii m,ls: 

Peptostreptococcus prevotii; infecijoes GU 

A. tetradius 351 

Peptostreptococcus tetradius-, infecgoes GU 

A. hydrogenalis 351 

Peptostreptococcus hydrogenalis 

A. vaginalis 1 ^ 

Peptostreptococcus vaginalis-, infecgoes GU 

A. lactolyticus 351 

Peptostreptococcus lactolyticus; infecgoes GU 

A. murdochii 448 

Especie nova 

A. octavius 351 

Peptostreptococcus octavius; microbiota GU; microbiota da pele 

Finegoldia magna™- 29 '-™ 

Peptostreptococcus magnus; cocos anaerobios mais comuns nos especimes clinicos; bacteriemia; 

endocardite 

Gallicola barnesae m 

Peptostreptococcus barnesae 

Parvimonas micro 351 ' 396 ' 446 

IZlicromonas micros; Peptostreptococcus micros; alguns especimes clinicos; cavidade oral 

Peptoniphiius asaccharolyticus™ 

Peptostreptococcus asaccharolyticus; alguns especimes clinicos 

P.gorbachii 448 

Especie nova 

P.hareF 

Peptostreptococcus harei; raramente isolado de especimes clinicos 

P.indolicus™ 

Peptostreptococcus indolicus 

P. ivoriF 

Peptostreptococcus ivorii; ulcera de perna 

P. lacrimalis™ 

Peptostreptococcus lacrimalis; abscesso da glandula lacrimal 

P.olseniF 

Especie nova 


Outros cocos gram-positivos anaerobios 


Atopobium parvulum' 

Streptococcusparvulus; cavidade oral; abscessos dentarios 

Coprococcus catus 

Fezes humanas 

Coprococcus comes 

Fezes humanas 

Coprococcus eutactus 

Fezes humanas 

Murdochiella asaccharolyticus 351,483 

Especie nova 


Sarcina ventriculi 


Microbiota Gl 


Staphylococcus saccharolyticus 8,387,256 

Peptococcus saccharolyticus; bacteriemia; plaquetas contaminadas 

Staphylococcus aureus subesp. anaerobius m,m 

Abscessos 


Cocos gram-negativos 


Acidaminococcus fermentans 312 

Fezes humanas; raramente isolado de especimes dinicos 

Anaeroglobus geminatus 7: 

Especie nova; microbiota oral e Gl 

Megasphaera elsdenii 50 

Fezes humanas; endocardite 

Megasphaera micronuciformis 

Especie nova 

Negativicoccus succinicivorans %,m 

Especie nova 

Veillonella atypica 

Microbiota oral humana; raramente isolada de especimes dinicos; infecgoes de proteses 

articulares 

V. dispar 

Microbiota humana; isolada raramente de especimes humanos 

V.parvula nA5 ' m 

Microbiota humana; especie mais comum 

]/. montpellierensis 240 

Especie nova; raramente isolada de especimes dinicos 


Bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos Actinomyces spp. 


A. cardiffensis 203 

Especie nova; abscessos 

A. dentalis m 

Cavidade oral; abscesso dentario 

A. europaeus mA ° 2 

Especie nova; abscessos mamarios 

A. funkei m 

Especie nova; amostras dinicas 

A. georgiae 235 

Fendasgengivais humanas 

A. gerencseriae 235 

Microbiota periodontica humana 

A. graevenitzii 274 

Especie nova; amostras dinicas 

A. horigkongensis 521 

Especie nova; amostras dinicas 

A. israelii 122 ' 365 ' 381499 

Causa actinomicose 

A.johnsonii 216 

Especie nova; relacionada com A. naeslundii 

A. massiliensis 392 

Especie nova; isolado de hemoculturas 

A. meyeri 153 ' 200 ' 238 

Infecgoes da cabe^a e do pescogo; abscesso cerebral 

A. naeslundii m ' 235A99 

Pode causar actinomicose; microbiota oral 

A. nasicola 206 

Especie nova 

A. neuii subesp. neu// 175,176,310,497 

Grupo 1 de corineformes dos CDC 

A. neuii subesp. anitratus 175 

Corineformes semelhantes ao grupo 1 dos CDC 

A. odontolyticus 2i8A " 

Cavidade oral humana; raramente causa actinomicose 

A. oricota 205 

Especie nova; abscessos dentarios 


A. oris m 

Especie nova; relacionado com o A naeslundii 

A. radicidentis m,U7,m '™ 

Especie nova; canais radiculares infectados 

A.radingae 402 ' 526 

Especie nova; amostras ch'nicas 

A. turicensis m,m ' 516 

Especie nova; alguns especimes ch'nicos 

A. urogenitalis m ' iS1 

Especie nova; microbiota urogenital 

A. viscosus m ’ m 

Cavidade oral humana; alguns casos de actinomicose 


Generos relacionados com as especies de Actinomyces 


Actinobaculum massiliense 356 

Especie nova; isolado da urina 

Actinobaculum schaalii m,356 

Especie nova; isolado do sangue e da urina 

Actinobaculum urinale m 

Genero e especie novos 

Varibaculum cambriense n,2m 

Genero e especie novos 


Genero Bifidobacterium spp. 


B. adolescentis 

Cavidade oral 

B. breve 307 

Cavidade oral 

B. dentium 307 

Cavidade oral; envolvido em infecgoes dentarias 

B.gallicum 307 

Fezes humanas 

B. !ongurn m 

Caries dentarias 

B. scardovii m 

Especie nova; cavidade oral; caries dentarias 


Genero Eubacterium 21SA " 


£. brachy 

Periodontite 

E. infirmum 

Especie nova; microbiota oral 

E. limosum u5 

Microbiota Gl; infecgoes da pele e dos tecidos moles e do trato Gl 

£. minutum 

Eubacterium tardum 

E. nodatum 

Microbiota oral; periodontite 

E. saphenum 

Infecgoes dentarias 

E. sulci 

Fusobacterium sulci 

E. tenue m 

Microbiota oral; bacteriemia 

E. yurii 

Placa dentaria 


Genero Lactobacillus 


L cose/ 68,195 

Microbiota normal da boca, vagina e trato Gl; alguns especimes ch'nicos 

L coleohominis 

Especie nova; anaerobio facultativo 


L. oris 


Saliva 


L. paraplantarum 

Especie nova; microbiota fecal 

L. rhamnosus 6i,m 

Microbiota normal da boca, vagina e trato Gl; alguns especimes di'nicos 

Genero Propionibacterium spp. 


P. acidifaciens m 

Microbiota oral; associado as infecgoes dentarias 

P. acnes m ' m,m 

Especie mais comum; microbiota da pele; envolvido em muitas infecgoes 

P.avidum 39331 

Microbiota da pele; raro, mas cresce 0 numero de relatos de infecgoes ch'nicas 

P.granulosum 91360 


P.propionicum m3S ' m ' 524 


Generos novos relacionados com as especies de Propionibacterium 

Propionimicrobium lymphophilum 457 


Outros bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos 

Alloscardovia omnicolens 227 ' 307 

Genero e especie novos; relacionada com as especies de Bifidobacterium. Isolada de algumas 

amostras dinicas 

Anaerofustis stercorihominis m 

Genero e especie novos; microbiota fecal 

Anaerotruncus colihominis 499 

Genero e especie novos; microbiota fecal; bacteriemia 

Atopobium minutum 105,319 

Lactobacillus minutus 

Atopobium rimae ]i,m ‘™ 

Lactobacillus rimae; microbiota oral; periodontite; bacteriemia 

Atopobium vaginae &SA79 

Especie nova; associado a vaginose bacteriana 

B/ouf/fl wexlerae 296 

Especie nova 

Bulleidia extructa n9,m 

Genero e especie novos; cavidade oral 

Catabacter hongkongensis mM1 

Genero e especie novos; bacteriemia 

Catenibacterium mitsuokai 

Genero e especie novos; microbiota fecal 

Collinsella aerofaciens 299 

Eubacterium aerofaciens; microbiota fecal; bacteria mais abundante no intestino 

Collinsella stercoris m 

Especie nova; microbiota fecal 

Collinsella intestinalis m 

Especie nova; microbiota fecal 

Cryptobacterium curtum 152 

Eubacterium curtum; cavidade oral; periodontite 

Dorea formicigenerans 471 

Eubacterium formicigerans ; microbiota fecal 

Dorea longicatena 

Especie nova; microbiota fecal 

Eggerthella lenta mA9imm 

Eubacterium lentum; bacteriemia; especie de Eubacterium/Eggerthella isolada mais comumente 

de areas extraorais 

Eggerthella sinensis m 

Especie nova; bacteriemia 

Flavonifractor plautii'" 

Clostridium orbiscindens e Eubacterium plautii; microbiota fecal; sangue; feridas abdominais 

Holdemania filiformis i]1 

Genero e especie novos; microbiota fecal 


Mobiluncuscurtisii mAS5,mA56 

Microbiota vaginal; associado a vaginose bacteriana 

Mogibacterium vescum 

Genera e especie novos; cavidade oral 

Mogibacterium diversum 

Especie nova; cavidade oral 

Mogibacterium neglectum 

Especie nova; cavidade oral 

Mogibacterium timidum : 

Eubacterium timidum 

Moryeiia indoiigenes 71 

Genera e especie novos; provavelmente faz parte da microbiota Gl; isolado de abscessos 

abdominais 

Olsenella profusa™ 

Especie nova; cavidade oral; periodontite; gengivite 

Olsenella uli us,m 

Lactobacillus uli; fendas gengivais; periodontite; gengivite; bacteriemia 

Paraeggerthella hongkongensis m ' 525 

Eggerthella hongkongensis; bacteriemia 

Parascardovia denticolens m 

Bifidobacterium denticolens 

Pseudoramibacter alactolyticus 439,516 

Eubacterium alactolyticum 

Roseburia intestinali'-' 7 

Especie nova; microbiota fecal 

Scardovia inopinata m,m 

Bifidobacteriuminopinatum- cavidade oral; caries dentarias 

Scardovia wiggsiae m 

Especie nova; cavidade oral; isolada de feridas 

Shuttleworthiasatelles w ' m508 

Genera e especie novos; cavidade oral; endocardite 

Siackiaexigua m '™ A% 

Eubacterium exiguum 

Slackiaheliontrinireducens mA% 

Peptostreptococcushelionitrinireducens 

Soiobacterium mooref ,246 

Isolado das fezes; bacteriemia 

Turicibacter sanguinis 46 

Especie nova; bacteriemia 


Bacilos gram-positivos formadores de esporos 464 


Clostridium aldenense 502 

Especie nova; urn dos membros do grupo de C. clostridioforme 

C. argentinense 131 

C. botulinum tipo G 

C. baratii m 

C. paraperfringens, C. perene; pode produzir toxina botulinica do tipo G 

C. bartlettii 452 

Especie nova; microbiota fecal 

C. bolteae 451 

Especie nova; urn dos membros do grupo de C. clostridioforme ; bacteriemia 

C. botuiinum m 

Causa botulismo alimentar, infantil e da ferida; produz toxinas 

C. butyricurn mAM 

C. pseudotetanicum; pode produzir toxina botulinica do tipo G 


Clostridium celerecrescens 


C. citroniae 502 

Especie nova; urn dos membros do grupo de C. clostridioforme 

C. clostridioforme 163 

Uma das muitas especies do grupo de C. clostridioforme; bacteriemia 

Chathemyi 293 ' 461 

Especie nova; microbiota fecal; urn dos membros do grupo de C. clostridioforme; bacteriemia e 

abscesso hepatico; sugeriu-se mudar o nome para Hungatella hathewayi 


C. hiranonis 

Especie nova; microbiota fecal 

C. hylemonae 

Especie nova; microbiota fecal 

C. innocuurn m 

Especie de Clostridium comum nas amostras clinicas; bacteriemia 

C. lavalense 121 

Especie nova; urn dos membros do grupo de C. clostridioforme 

C. methylpentosum 

Microbiota fecal 

C. neonatale 1 

Especie nova; isolado de urn paciente com enterocolite necrosante 

C. perfrin- gens m,mA% 

C. welchii; gangrena gasosa; intoxicagaoalimentar; bacteriemia 

C. ramosum ! 

Eubacterium fdamentosum, Ramibacterium ramosum, Actinomyces ramosus, Eubacterium ramosus 

Cscindens ' 43 

Especie nova; microbiota fecal; abscesso intra-abdominal 

Csepticum 253 ' 416 

Bacteriemia; fasciite necrosante 

S.sordellii 15 ' 258 ' 463 

Bacteriemia; fasciite necrosante 

5. symbiosurn m 

Fusobacterium symbiosum; bacteriemia 

S. tertium' n ‘ m 

Bacteriemia e outras infecgoes; aerotolerante 


a Por exemplo, hoje em dia, existem mais de 23 especies no grupo de B. fragilis. A maioria dos microrganismos que nao estao 
nesta tabela foi nomeada recentemente e/ou ainda nao foi isolada dos especimes clinicos, nem foi associada as infecgoes 
humanas. 

A intengao desta tabela nao e fornecer uma lista completa. Algumas especies com significado clinico duvidoso ou 
inexistente nao foram incluidas, especialmente as dos generos Bacteroides, Eubacterium, Lactobacillus e Clostridium. 

Algumas especies que podem ter sido incluidas nas edigoes anteriores foram retiradas desta edigao, inclusive 
Propioniferax, que e urn anaerobio, embora esteja relacionado com as especies de Propionibacterium. 

Esta tabela esta baseada em informagoes compiladas principalmente de algumas references (238, 263, 446 e 499) e do 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 

Tabela 16.3 Anaerobios clinicamente mais importantes e/ou isolados mais comumente dos especimes 
clinicos. 

Bacilos gram-negativos 

Grupo de Bacteroides fragilis (especialmente B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. vuigatus e B. ovatus ) 

Parabacteroides distasonis 
Outros Bacteroides [B. ureolyticus ) 

Porphyromonas (especialmente P. asaccharolytica, P. gingivalis e P. endodontalis) 

Especies de Prevotella pigmentadas (P. meianinogenica, P. loescheii, P. denticola, P. tannerae, P. intermedia, P. nigrescens e P. corporis ) 

Especies de Prevotella nao pigmentadas (grupo de P. oraiis, P. oris/buccae, P. bivia e P. dislens ) 

Fusobacterium (especialmente F. nucieatum, F. necrophorum, F. mortiferum e F. varium ) 

Bilophiia wadsworthia 

Cocos anaerobios 

Cocos gram-positivos (especialmente Peptostreptococcus anaerobius, Finegoidia magna, Parvimonasmicro, Peptoniphilus asaccharoiyticus, Anaerococcus 
prevotii, Staphylococcus saccharolyticus e Atopobium parvulum) 

Cocos gram-negativos (especies de Veillonella) 



Bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos 

Actinomyces (especialmente A. israelii, A. meyeri, A. naeslundii, A. odontolyticus, A. turicensis, A. graevenitzii e A. viscosus ) 
Atopobium vaginae 

Propionibacterium (P. acnes e P. propionicum) 

Bifidobacterium dentium 
Eubacterium limosum 
Eggertheiia ienta 
Paraeggerthella spp. 

Lactobacillus spp. 

Bacilos gram-positivos formadores de esporos (Clostridium spp.) 

C. perfringens 

Grupo de C. clostridioforme (especialmente C. clostridioforme, C. hathewayi e C. bolteae, C. citroniae, C. aldenense e C. lavalense) 

C. innocuum 

C. ramosum 

C. difficile 

C. bifermentans 

C. sporogenes 

C. septicum 

C. sordellii 

C. novyi 

C. histolyticum 

C. botulinum 

C. tetani 

C. tertium 


A partir de 1992, o genero Porphyromonas foi profundamente modificado e hoje inclui no minimo 16 especies 
(Tabela 16.2). Alguns desses microrganismos foram isolados da cavidade oral e podem causar infecqoes 
endodonticas. Cinco das especies de Porphyromonas foram isoladas apenas das cavidades orais dos caes (P 
cangingivalis, P. canoris, P. cansulci, P. crevivoricanis e P. gingivicanis ); uma foi isolada apenas das cavidades orais 
dos gatos (P circumdentaria ); outra foi isolada dos macacos e dos gatos (P macacae, que inclui a especie antes 
classificada como P. salivosa ); uma outra foi encontrada no gado (P levii ); uma foi isolada da cavidade oral humana 
(P. catoniae); e a P. gulae descrita em 2001 foi isolada de varios animais, inclusive urso, gato, coiote, cao, lobo e 
macaco. 169,515 Embora sua importancia clinica nos seres humanos ainda seja desconhecida, as especies isoladas das 
bocas dos animais poderiam ser encontradas presumivelmente nas infecqoes das feridas causadas por mordidas. 1 Em 
1995, Willems e Collins nao apenas reclassificaram o Oribaculum catoniae como Porphyromonas catoniae, como 
tambem corrigiram o genero Porphyromonas. De acordo com a descriqao reformada deles, hoje estao incluidas 
algumas especies que sao sacaroliticas (P levii, P. macacae e P. catoniae)', apenas esta ultima bacteria nao produz 
pigmento. 467,515 



Existem mais de 37 especies do genero Prevotella, cujo grupo e formado por cepas pigmentadas e nao 
pigmentadas. Essas bacterias constituem a maior parte da microbiota de anaerobios gram-negativos da cavidade 
oral, mas tambem estao envolvidas em algumas infecgoes orais e extraorais. 263 A Tabela 16.2 relaciona as especies 
de Prevotella mais comuns. 

As especies de Fusobacterium constituem outro genero comum de bacilos gram-negativos e muitas delas 
conservaram seus nomes de genero e especie; a Tabela 16.2 tambem inclui algumas especies de Fusobacterium 
recem-nomeadas.'' Na coloragao pelo Gram, o Fusobacterium nucleatum tern a morfologia tipica de bacilos longos, 
finos e pontiagudos (i. e., formato fusiforme) e poucas especies adicionais tambem demonstram estas caracteristicas, 
embora algumas das especies formem bacilos mais curtos e algumas morfologias muito bizarras, que sao muito 
distintivas para sua identificagao. A virulencia das especies de Fusobacterium tern sido reconhecida e relatada com 
frequencia crescente na literatura, como esta descrito nas segoes dedicadas as infecgoes humanas. 93,395 

Faecalibacterium prausnitizii e uma bacteria muito comum da microbiota GI e e identificada frequentemente na 
materia fecal. ■ Leptotrichia e um bacilo gram-negativo incomum, cujas celulas sao muito maiores que os outros 
bacilos gram-negativos anaerobios; essas bacterias tambem estao incluidas na descrigao subsequente. 411,1 ’ Bilophila 
wadsworthia e muito semelbante ao grupo de B.fragilis em sua resistencia a bile e sensibilidade aos antibioticos e 
tern sido identificada com frequencia crescente como patogeno, a medida que os metodos de isolamento e 
identificagao sao aperfeigoados. B. wadsworthia esta descrita com mais detalhes adiante neste capitulo. 30,484 Alguns 
dos outros generos de bacilos gram-negativos anaerobios nao serao mais descritos daqui para frente, mas quando 
houver references, elas estarao citadas ao longo do texto ou nas tabelas, de forma que os leitores possam conseguir 
informagoes adicionais, caso desejem. 

Taxonomia dos bacilos gram-negativos anaerobios nao formadores de esporos (NFE) 

Os bacilos gram-positivos NFE constituem um grupo muito heterogeneo de anaerobios, que geralmente sao dificeis 
de identificar e caracterizar especificamente. Um dos anaerobios isolados mais comumente - Propionibacterium 
acnes - faz parte desse grupo, assim como os membros do genero Actinomyces, que inclui o patogeno bem 
conhecido A. israelii. Os membros desses dois generos compartilham de um trago de “aerotolerancia” porque, 
embora sejam isolados frequentemente em culturas primarias apenas sob condigoes estritas de anaerobiose, eles 
comumente crescem muito bem em presenga de oxigenio quando sao transferidos das placas de cultura primaria. As 
especies de Propioniferax, que compoem um genero relacionado com as especies de Propionibacterium, na verdade 
sao anaerobios e nao estao incluidos neste capitulo. O Propionibacterium propionicum, o P. acidifaciens e o 
Propionimicrobium lymphophilum (relacionado com as especies de Propionibacterium) nao sao aerotolerantes. Para 
as especies aerotolerantes dos generos Actinomyces e Propionibacterium, os farmacos como o metronidazol - que 
sao ativos apenas contra anaerobios - nao tern qualquer efeito em seu crescimento; as cepas nao aerotolerantes 
variam quanto a sua resposta ao metronidazol. 100,238,263 

P acnes e muito comum como componente da microbiota da pele normal, mas pode ter agao patogenica nas 
infecgoes nas quais a entrada dos microrganismos na pele e facilitada pela colocagao de dispositivos estranhos 
atraves ou perto da pele. Propionibacterium propionicum (antes conhecido como Arachnia propionica ) foi 
implicado na actinomicose e outras infecgoes, conforme esta descrito na segao subsequente. 55 

A. israelii e um bacilo gram-positivo anaerobio ramificado, que ha muitos anos foi associado a doenga 
conhecida como “actinomicose” - uma infecgao granulomatosa cronica, que pode afetar as regioes cervicofaciais, 
toracicas, abdominais ou pelvicas. Na maioria dos casos, essa doenga e causada pelo A. israelii, A. gerencseriae e A. 
graevenitzii. A presenga dos “granulos de enxofre” (massas de bacilos ramificados) evidenciados nos cortes 
histologicos ou nas coloragoes pelo Gram dos especimes clinicos no laboratorio de microbiologia e considerada uma 
marca caracteristica das infecgoes causadas por estes Actinomyces', na verdade, na maioria dos casos a actinomicose 
e uma infecgao polimicrobiana. 55,238,26 -’ Nos ultimos anos, houve revisoes taxonomicas extensivas no genero 
Actinomyces (Tabela 16.2). Essas alteragoes acrescentaram ou incluiram a designagao de varias especies novas, 
inclusive A. cardiffensis , 203 A. europaeus, 402 A. funkei , 283 A. georgiae, 2 ' 5 A. gerencseriae A. graevenitzii , 385 A. 
hongkongensis 221 A. nasicola, 206 A. neuii, 115 ’ 116 ’ 310 , A. oricola, 205 A. radicidentis , 102,247 A. radingae , 402 > 486 - 526 a. 
turicensis , 402,486 ’ 526 e A. urogenitalis , 357 Outros generos descritos mais recentemente, que tambem estao relacionados 
diretamente com o genero Actinomyces, sao Actinobaculum (p. ex., Actinobaculum schaalii e A. urinale), 2 " 42 ' 2 


Arcanobacterium (p. ex., Arcanobacterium bernardiae e A. pyogenes ), 38h e Varibaculum cambriense , 93,207 Neste 
capitulo, o genero Arcanobacterium nao sera mais referido adiante porque nao e anaerobio. 

A Tabela 16.2 descreve a taxonomia mais recente dos bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de 
esporos. Com a utilizagao dos metodos mais modemos de identificaqao molecular, muitas bacterias que antes 
faziam parte dos generos Eubacterium, Bifidobacterium e Lactobacillus foram reclassificadas em novos generos. O 
anaerobio muito comum, Eubacterium lentum, foi renomeado e agora se chama Eggerthella lent a; hoje em dia, 
existem no minimo quatro outras especies clinicamente significativas do genero Eggerthella ou do genero 
Paraeggerthella relacionado. 292,493,498,499 A maioria das outras especies Eggerthella foi reclassificada em mais de 11 
generos/especies novas, como se pode constatar na Tabela 16.2. A maioria dessas bacterias tern sido isolada da 
microbiota oral ou fecal, assim como de alguns especimes clinicos; em alguns casos, elas foram implicadas em 
doengas como unico agente etiologico ou como parte de uma infecgao polimicrobiana. 128 

Algumas das especies que antes faziam parte do genero Bifidobacterium foram reclassificadas nos generos 
Scardovia, Alloscardovia ou Parascardovia; as bacterias B. breve, B. longum, B. scardovia e B. dentium ainda 
fazem parte do genero Bifidobacterium. Todas sao componentes da microbiota oral ou GI e podem contribuir para a 
saude da cavidade oral ou do trato GI e raramente desempenham um papel patogenico nas caries dentarias e na 
periodontite. 482,499 

Os lactobacilos sao habitantes comuns da boca, do sistema GI e do trato genital feminino dos seres humanos. 
Esses microrganismos sao usados como marcadores da microbiota vaginal “normal”, quando sao encontrados nas 
coloragoes por Gram (graduadas) de especimes vaginais fomecidos por mulheres submetidas a triagem para 
vaginose bacteriana. Alguns dos lactobacilos sao anaerobios estritos, mas outros sao facultativos e esta caracteristica 
pode dificultar seu reconhecimento e sua identificaqao, a menos que sejam utilizados metodos moleculares mais 
modemos. As especies isoladas mais comumente dos especimes clinicos sao L. rhamnosus e L. caseif’ 195 Como os 
lactobacilos sao acrescentados ffequentemente aos probioticos terapeuticos, a possibilidade de que sejam 
patogenicos aos pacientes imunocompetentes e questionada comumente. Algumas especies que antes faziam parte 
do genero Lactobacillus foram reclassificadas e colocadas nos generos Atopobium - por exemplo, A. rimae (antes 
conhecido como L. rimae ) e A. minutum (antes referido como L. minutus ). 13 ’ 105 ’ 319 Dois outros membros desse 
genero sao A. parvulum (antes conhecido como Streptococcus parvulus) e A. vaginae, que e uma especie recem- 
descrita associada a infecgoes do trato GU, inclusive vaginose bacteriana. 85,479 Lactobacillus uli foi reclassificado 
como Olsenella uli e outro membro deste genero, O. profusa. Ambos sao anaerobios microaerotolerantes 
encontrados na cavidade oral e foram associados as placas dentarias e a doenga endoddntica. 118 

Como se pode observar na Tabela 16.2, tambem existem muitos outros generos de bacilos gram-positivos 
anaerobios NFE. Alguns deles foram isolados apenas das fezes, sugerindo que possam desempenhar alguma funqao 
como microbiota do trato GI. Esses generos sao Anaerofustis, Anaerostipes, Anaerotruncus, Catenibacterium, 
Colinsella, Dorea, Holdemanii e Roseburia. Mogibacterium e um genero novo com especies encontradas 
principalmente na cavidade oral; M. timidum e o nome novo de Eubacterium timidum. 21 ' Os outros generos mais 
novos, que poderiam ter alguma importancia clinica, estao descritos adiante, depois da segao sobre infecgoes 
humanas. 

Taxonomia das especies de Clostridium 

As especies de Clostridium constituem um grupo de bacilos anaerobios formadores de esporos, que podem fazer 
parte da microbiota, especialmente do trato GI; estas bacterias sao clinicamente relevantes como causadores de 
infecgoes endogenas e exogenas. Clostridium tetani e o agente etiologico do tetano; C. botulinum causa as diversas 
formas de botulismo; C. perfringens e um dos agentes etiologicos da gangrena gasosa e causa infecgoes cutaneas 
necrosantes, alem de intoxicagoes alimentares; C. difficile causa uma sindrome de doengas diarreicas, que variam da 
diarreia associada aos antibioticos (DAA) a colite pseudomembranosa (CPM) e suas complicagoes associadas. 
Todos esses microrganismos sao anaerobios estritos, com excegao de C. perfringens. Eles formam esporos 
facilmente nas culturas preparadas a partir de especimes clinicos, de forma que a identificagao da bacteria como 
uma especie de Clostridium geralmente nao e dificil. Como se pode observar na Tabela 16.2, existem muitas outras 
especies de Clostridium e e provavel que outras sejam identificadas com o uso crescente das tecnicas moleculares e 
da espectrometria de massa nos laboratories clinicos. Uma das especies isoladas mais comumente - C. 
clostridioforme - hoje e considerada um complexo de microrganismos, que inclui C. clostridioforme , 163,518 C. 


hathewayi, 293 ’ 46 ' C. bolteae 45] C. aldenense, 502 C. citroniae, 502 e C. lavalense. m,sn As especies de Clostridium 
aerotolerantes, inclusive C. tertium, C. histolyticum e C. carnis, podem ser confundidas facilmente com 
aerobios. 173,330,464 Existem especies de Clostridium que foram designadas recentemente e/ou reconhecidas ha pouco 
tempo como patogenos humanos, inclusive C. disporicum (um clostridio incomum que forma esporo duplo) e C. 
celerescrescens, algumas vezes confundido com uma cepa do grupo de C. clostridioforme , 48,379 Algumas das 
especies de Clostridium aparecem nas coloragoes pelo Gram apenas como bacilos gram-negativos, inclusive C. 
ramosum 167 e C. symbiosum; 4 outras cepas gram-negativas foram reclassificadas em outros generos diferentes. As 
especies de Clostridium e os generos relacionados formam um grupo complexo de microrganismos responsaveis por 
um conjunto diversificado de infecgoes, dentre as quais algumas ainda nao foram elucidadas. Alem disso, como se 
pode observar na Tabela 16.1, existem outros generos de bacilos gram-positivos anaerobios formadores de esporos, 
mas ate hoje nenhum deles foi considerado patogenico ou relacionado com quaisquer infecgoes humanas, com 
excegao do Filifactor alocis, que foi isolado de infecgoes endodonticas. 4 ' 7 

Taxonomia dos cocos gram-positivos e gram-negativos anaerobios 

Os cocos anaerobios fazem parte da microbiota normal da cavidade oral, dos tratos GI e GU e da pele. Como se 
pode observar na Tabela 16.2, os cocos anaerobios isolados mais comumente passaram por alteragoes taxonomicas 
significativas. Os unicos membros restantes do genero Peptostreptococcus, que antes era o genero predominante 
de cocos gram-positivos anaerobios, sao P. anaerobius e P. stomal is." P. anaerobius, Parvimonas micra (antes 
conhecida como P. micros e Micromonas micros) e Finegoldia magna (antes descrita como Peptostreptococcus 
magnus ) sao os cocos gram-positivos anaerobios isolados mais comumente hoje em dia. 291,349,351 Quatro especies 
que faziam parte do genero Peptostreptococcus agora estao classificadas no genero Peptoniphilus e seis no genero 
Anaerococcus. Os membros desses generos isolados comumente sao Peptoniphilus asaccharolyticus (antes 
conhecido como Peptostreptococcus asaccharolyticus ), que foi isolado da cavidade oral junto com F. magna , 348,351 e 
Anaerococcus prevotii (antes referido como Peptostreptococcus prevotii), que e um habitante comum dos tratos GI e 
GU. 230,351,446 Outros generos novos que agora abrigam as especies antes classificadas como Peptostreptococcus sao 
Gallicola, Slackia e Blautia. Algumas especies de cocos gram-positivos anaerobios recem-nomeadas podem ser 
encontradas na Tabela 16.2 e incluem Blautia wexlerae, Ruminococcus gauvreauii, Anaerococcus murdochii , 448 
Peptoniphilus patogenico e Murdochiella asaccharolytica 4 Atopobium parvulum e o nome novo da bacteria que 
antes era conhecida como Streptococcus parvulum, um coco gram-positivo anaerobio que faz parte da microbiota da 
cavidade oral. 123 E importante ressaltar que os membros do genero Atopobium, que morfologicamente sao bacilos e 
nao cocos, estao descritos na segao sobre bacilos gram-positivos. Por fim, duas especies de Staphylococcus sao 
consideradas anaerobias. Inicialmente, esses microrganismos parecem anaerobios estritos, mas depois da 
transferencia podem comportar-se como aerotolerantes. Essas bacterias sao Staphylococcus saccharolyticus (antes 
conhecido como Peptostreptococcus saccharolyticus) e Staphylococcus anaerobius subesp. anaerobius . 446 A 
primeira pode ser isolada comumente das culturas de anaerobios, embora nem sempre seja facil determinar seu 
significado clinico. O genero Peptococcus contem apenas uma especie - P. niger -, que raramente e isolada dos 
especimes clinicos humanos, e nao sera mais descrito neste capitulo. 

Embora sejam isolados comumente dos especies clinicos, os cocos gram-negativos anaerobios geralmente nao 
estao associados a doenga clinica. Quando essas bacterias estao associadas a alguma doenga, elas geralmente fazem 
parte de uma infecgao polimicrobiana. Hoje em dia, existem seis generos (Tabela 16.2) desses anaerobios, que 
fazem parte da microbiota humana, dentre os quais as especies de Veillonella sao isoladas mais comumente. 72,312,446 

Infecgoes humanas causadas por anaerobios 
Consideragoes gerais 

Estudos demonstraram que as bacterias anaerobias causam infecgoes de quase todos os orgaos e regioes anatomicas 
do corpo. A Figura 16.1 ilustra algumas das estruturas afetadas mais comumente. 519 A Tabela 16.4 resume a 
incidencia relativa dos anaerobios nas infecgoes com base em outros relatos publicados na literatura. 56-60,160,161 ’ 238 

A maioria dos abscessos profundos e das lesoes necrosantes que envolvem bacterias anaerobias e 
polimicrobiana; isto pode incluir aerobios obrigatorios, anaerobios facultativos ou microaerofilos como 
microrganismos coexistentes. 160,161,238 Essas bacterias atuam em condigoes de traumatismo, estase vascular e/ou 
necrose tecidual, reduzem a pressao de oxigenio e o Eh dos tecidos e produzem condigoes favoraveis a propagagao 


dos anaerobios obrigatorios. Historicamente, as infecgoes e as doengas causadas por anaerobios originados de fontes 
exogenas eram as mais bem conhecidas (Boxe 16.2). Contudo, ao longo das ultimas decadas, as infecgoes 
anaerobias endogenas tomaram-se mais comuns. Existem duas explicagoes provaveis. A primeira e que o 
isolamento das bacterias anaerobias nos laboratories aumentou, de forma que as infecgoes endogenas nao sao mais 
confimdidas ou nao passam despercebidas como ocorria no passado. A outra e que uma porcentagem maior da 
populagao de pacientes tern usado imunossupressores para tratar neoplasias malignas e outras doengas, resultando 
em populagoes de individuos imunossuprimidos nos quais os componentes da microbiota - inclusive anaerobios - 
podem transformar-se em patogenos oportunistas. 160 ' 1 ' 1 ' As infecgoes anaerobias primarias facilmente se 
desenvolvem nas areas de lesao tecidual. A consequencia disso pode ser bacteriemia com disseminagao metastatica 
das bacterias e formagao de abscessos a distancia. Em alguns casos, essa cadeia progressiva de eventos leva o 
paciente ao obito. O Boxe 16.3 descreve as causas mais comuns de infecgoes anaerobias endogenas. 
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Infecgoes periodonticas 


Sinusite cronica 


Abscesso pulmonar 

- Pneumonia necrosante 

- Empiema 


Infecgoes abdominais 

- Pds-traumatica ou pos-operatoria 

- Depois de ruptura de urn orgao visceral 

- Neoplasia maligna 


Abscesso perirretal 



Bacteriemia, septicemia e 
endocardite 

Abscessos subdiafragmatico, 
hepatico e sub-hepatico 


Abscesso pelvico da mulher, 
endometrite, infecgoes 
pos-aborto, abscesso tubo- 
ovariano 


Celulite necrosante r f 


Infecgao vascular ou 
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■ FIGURA 16.1 Locais comuns das infecgoes causadas por bacterias anaerobias. 


Tabela 16.4 Porcentagens de culturas com isolamento positivo de anaerobios nas infecgoes. 


Tipo de infec^ao 

Porcentagem (%) de culturas positivas com anaerobios 

Pulmonar 


Pneumonia de aspiragao 

62 a 93 

Abscesso pulmonar 

58 a 100 

Empiema (toracico) 

22 a 36 

Bacteriemia 

la 17“ 

Abscesso cerebral 

62 a 83 

Sinusite 


Cronica 

48 a 100 

Aguda 

<10 

Dental, oral ou facial 

67 a 100 

Abdominal 6 


Intra-abdominal 

60 a 100 

Abscesso hepatico 

<60 

Pelvica f 

50 a 100 

Infecgoesdos tecidos moles 


Feridas de mordidas 

50 a 70" 

Celulite crepitante nao clostrfdica 

75 

Gangrena gasosa (dostrldica) 

100 

Ulceras do pe diabetico 

50 a 90“ 

Infecgoes variadas 


Infecgoes urinarias 

<5 f 

Meningite 

<10 


a Com base em uma revisao sobre bacteriemia anaerobia realizada por Brook em 2010. 58 Outros relataram incidences entre 7 
e 9% em 2008 e 2013. 155,354 

6 Varia, dependendo se os pacientes sao pos-operatorios ou nao. 

“Varia consideravelmente; doenga inflamatoria pelvica, < 50%; abscesso pelvico ou do manguito vaginal = 98%; endometrite 
puerperal = 66%. 

^Depende se e mordida de animal ou de ser humano. 

G Depende dos metodos de coleta da amostra para cultura. 

f Pode alterar-se com a utilizagao dos metodos moleculares ou outras tecnicas novas para detecgao direta nos especimes. 
Modificada de Jousimies-Somer et al. 23a 


Boxe 16.2 


Infecgdes anaerobias exogenas 




Abortamento septico 
Botulismo das feridas 
Botulismo infantil 

Botulismo transmitido por alimentos 
Celulite crepitante (anaerobia) 

Diarreia nosocomial (adquirida no hospital) causada por Clostridium difficile 

Gastrenterite causada por Clostridium perfringens 

Infecgoes de usuarios de drogas injetaveis 

Infecgoes depois de mordidas de animais ou seres humanos 

Infecgoes superficial benignas 

Mionecrose (gangrena gasosa) 

Tetano 


Boxe 16.3 


Infecgoes anaerobias endogenas 

Abscesso de qualquer orgao 
Actinomicose 
Artrite septica 
Bacteriemia 

Celulites crepitante e nao crepitante 
Complicates de apendicite ou colecistite 
Empiema subdural 
Empiema toracico 
Endocardite 

Endoftalmite, geralmente depois de cirurgia de catarata 

Fasciite necrosante 

Infecgoes dentarias e periodontica 

Meningite, geralmente como complicagao de urn abscesso cerebral comunicante 

Osteomielite 

Otite media cronica 

Peritonite 

Pneumonia deaspiragao 
Pneumonia necrosante 

Si'ndrome de Lemierre [Fusobacterium necrophorum: tambem conhecida como necrobacilose) 

Sinusite cronica 
Vaginose bacteriana 

Como seria esperado, a maioria das infecgoes anaerobias mais comuns inclui abscessos intra-abdominais, em 
razao do predominio dos anaerobios como microbiota do trato GI; B. fragilis e o anaerobio mais comum nessas 
infecgoes, principalmente em razao do papel que sua capsula desempenha na formagao do abscesso."" A maioria 
dos abscessos e polimicrobiana e inclui aerobios e anaerobios. Na maioria dos casos, a peritonite causada por 
alguma violagao das barreiras do trato GI (referida comumente como peritonite secundaria) e causada por uma 
combinagao de aerobios (especialmente E. coli ) e anaerobios (mais comumente, B. fragilis). Um estudo com 
criangas cujas peritonites resultaram da perfuragao do apendice demonstrou que 81% das culturas peritoneais eram 
positivas para E. coli (quase sempre sensivel a amoxicilina/clavulanato) e 54% para anaerobios (todos sensiveis ao 
metronidazol). Esse estudo corroborou o uso desses dois antibioticos no tratamento desta doenga). ’" 1 Por outro lado, 
a peritonite bacteriana espontanea raramente e causada por anaerobios; do mesmo modo, a peritonite associada a 
dialise peritoneal raramente e uma infecgao anaerobia; contudo, quando isto ocorre, a infecgao e mais comumente 




polimicrobiana e tem prognostico favoravel. 8 Os abscessos hepaticos piogenicos, das quais a maioria tem origem 
obscura, podem ser causados por uma combinagao de aerobios e anaerobios. Um estudo demonstrou predominio de 
K. pneumoniae (45%) e de E. coli (32%); contudo, os anaerobios foram isolados em apenas 9% das culturas 
positivas. 309 

Os anaerobios sao componentes significativos da cavidade oral e contribuem muito para a patogenia da 
periodontite e de outras infeegoes orais/dentarias. Entretanto, as bacterias anaerobias sao patogenos pulmonares 
incomuns, exceto em determinadas infeegoes, como pneumonia de aspiragao, abscesso pulmonar, pneumonia 
necrosante e empiema. Devido a contaminagao desses especimes pela microbiota das vias respiratorias superiores, 
que inclui anaerobios, os laboratories nao processam para anaerobios a maioria dos especimes que sao enviados 
para diagnostico de pneumonia (/. e., escarro, lavado broncoalveolar e aspirado endotraqueal). A identificagao da 
presenga provavel de anaerobios pelas coloragoes diretas do escarro pelo Gram pode ser muito util aos medicos que, 
de outro modo, nao suspeitariam de pneumonia de aspiragao; quando se espera que o paciente tenha pneumonia de 
aspiragao ou necrosante e o medico solicita identificagao dos anaerobios, e necessario realizar coleta apropriada de 
especimes para culturas de anaerobios, utilizando um dispositivo de coleta de fibra optica protegida, ou enviar 
aspirados de tecido pulmonar. 3 A revisao de Bartlett em 2012 sobre infeegoes pulmonares anaerobias sugeriu que o 
liquido pleural e o aspirado obtido por agulha transtoracica eram os melhores especimes para o isolamento confiavel 
de anaerobios, tendo em vista que a aspiragao transtraqueal nao e mais realizada e que os especimes obtidos por 
broncoscopia de fibra optica geralmente nao sao manuseados de forma adequada. 36 Os anaerobios envolvidos mais 
comumente nessas infeegoes polimicrobianas comuns sao F. nucleatum, especies de Porphyromonas pigmentadas (< 
10%), especies de Prevotella (30 a 50% e, dentre estas, muitas sao positivas para betalactamase) e estreptococos 
anaerobios. O grupo de B. fragilis estava envolvido em menos de 10% das infeegoes pulmonares. 238 O tratamento 
desses pacientes consiste em antibioticos que cubram esses anaerobios e drenagem da area afetada. 36 ’ 37 

As infeegoes da pele e dos tecidos moles sao causadas comumente por cocos gram-positivos aerobios, que 
predominam na microbiota; contudo, as infeegoes complicadas da pele e dos tecidos moles podem incluir 
anaerobios e resultam de fontes endogenas ou exogenas. As especies de Clostridium (p. ex., C. perfringens ) 
predominam nas infeegoes exogenas; as feridas causadas por mordidas de animais e seres humanos frequentemente 
envolvem anaerobios. Uma revisao da microbiologia das feridas causadas por mordidas de caes e gatos, bem como 
de outros animais mais exoticos, demonstrou que 48% das mordidas de caes resultaram em infeegoes 
polimicrobianas, que comumente incluiam anaerobios, mas estas bacterias isoladamente foram responsaveis por 
causar doenga em apenas um paciente com infeegao mista atribuida a Porphyromonas/Bacteroides (Prancha 16.2 B). 
O anaerobio isolado mais comumente das feridas causadas por mordidas de caes foi F. nucleatum, seguido das 
especies de Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella, Peptostreptococcus e P. acnes. Nas feridas causadas por 
mordidas de gatos, 78% tinham infeegoes aerobias/anaerobias mistas e o F. nucleatum tambem foi a bacteria isolada 
mais comumente. Outros microrganismos isolados incluiram outras especies de Fusobacterium, Bacteroides spp., 
Porphyromonas, Prevotella e grande variedade de outras especies anaerobias. 1 

De acordo com a revisao realizada por Brook em 2010, os anaerobios foram responsaveis por 1 a 17% dos casos 
de bacteriemia. Os anaerobios mais comuns eram B. fragilis, seguidos com incidences menores por cocos gram- 
positivos anaerobios e especies de Clostridium e Fusobacterium. 58 Um estudo de vigilancia populacional sobre 
bacteriemia anaerobia realizado no Canada entre 2000 e 2008 detectou incidencia de 8,7/100.000 por ano e os 
microrganismos predominantes eram: B. fragilis, Clostridium (exceto perfringens), Peptostreptococcus (inclusive F. 
magna) e C. perfringens. Os fatores predisponentes eram sexo masculino, idade avangada e diversas doengas e 
neoplasias malignas coexistentes; a mortalidade em 30 dias foi de 20%. 354 Na literatura publicada entre as decadas 
de 1980 e 1990, os anaerobios foram relatados como causa de 1 a 11% dos casos de endocardite. 413 ' 505 Em uma 
revisao mais recente das causas anaerobias ainda incomuns de endocardite, os anaerobios mais comuns eram 
estreptococos microaerofilos, P. acnes, grupo de B. fragilis e Clostridium spp.; a mortalidade foi alta e variou de 21 
a 43%. 57 

E fundamental isolar e identificar as bacterias anaerobias, porque estas infeegoes estao associadas a taxas 
elevadas de morbimortalidade e o tratamento da infeegao varia com a especie bacteriana envolvida. A 
antibioticoterapia para determinadas infeegoes anaerobias e diferente da que e usada em algumas infeegoes causadas 
por bacterias aerobias ou anaerobias facultativas. 160,443,444 A intervengao cirurgica imediata, inclusive com 
desbridamento dos tecidos necroticos ou amputagao de um membro, pode ser extremamente importante, 



especialmente para os pacientes com gangrena gasosa clostridica ou abscessos loculados, nos quais os antibioticos 
nao penetram bem ate que o exsudato seja drenado. 

Infecgoes causadas por bacilos gram-negativos anaerobios 

Antes de meados da decada de 1960, as infecgoes causadas por clostridios predominavam. Contudo, nos ultimos 
anos, menos de 15% de todos os anaerobios eram das especies de Clostridium. 159 Hoje em dia, mais de tres quartos 
dos anaerobios isolados de especimes clinicos selecionados adequadamente estao representados pelo grupo de 
Bacteroides fragilis, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, cocos anaerobios e bacilos gram-positivos 
anaerobios NFE (Tabela 16.3). 

Os bacilos gram-negativos NFE que mais comumente causam doenga e sao isolados dos especimes clinicos 
fazem parte do grupo de Bacteroides fragilis (inclusive especies de Parabacteroides ), grupos de Prevotella- 
Porphyromonas (que antes faziam parte dos Bacteroides pigmentados) e Fusobacterium nucleatum. B. fragilis, B. 
thetaiotaomicron e outras especies do grupo de B. fragilis sao especialmente comuns. Essas bacterias sao 
particularmente importantes, nao apenas porque podem ser isoladas de varias infecgoes potencialmente fatais, como 
tambem em razao de sua resistencia a agao da penicilina e seus analogos e de sua resistencia a algumas 
cefalosporinas (inclusive as cefalosporinas de terceira geragao) e tetraciclinas; do desenvolvimento de resistencia a 
varias quinolonas; e da resistencia crescente a clindamicina. 149 ’ 188,190,355 ’ 364 ’ 443 ’ 444,50 Recentemente, Lorber revisou o 
papel dos anaerobios (especialmente dos Bacteroides ) na manutengao da saude e sua fiingao na doenga clinica. 301 

Como foi mencionado antes, os membros do grupo de Bacteroides fragilis sao responsaveis por varias infecgoes 
clinicas, mas a especie B. fragilis e mais prevalente. Alguns fatores de virulencia foram demonstrados para explicar 
virulencia e patogenicidade acentuadas dessa bacteria especifica: existencia de aglutininas e fimbrias, que conferem 
a capacidade de aderir; protegao contra a reagao imune do hospedeiro em razao da existencia de uma capsula para 
evitar fagocitose; mecanismos para atenuar os efeitos toxicos do oxigenio; e destruigao dos tecidos do hospedeiro 
por meio da produgao de enzimas histiociticas. B. fragilis e responsavel mais comumente pelos abscessos intra- 
abdominais e pela sepse, mas tambem causa abscessos ginecologicos, infecgoes da pele e dos tecidos moles, 
pericardite (secundaria a disseminagao hematogenica ao coragao), bacteriemia comumente associada as neoplasias 
malignas ou as infecgoes pos-operatorias e casos raros de endocardite, meningite e artrite septica. 420,507 Durante 
algum tempo, a incidencia de bacteriemia depois de procedimentos cirurgicos dos tratos GI e GU era alta e 
acarretava mortalidade altissima (ate 60%), mas com a profilaxia voltada para os anaerobios e aerobios, esta 
incidencia diminuiu. Contudo, a mortalidade associada a infecgao por B. fragilis pode chegar a 19% ou ser ainda 
maior quando o paciente tern endocardite, por exemplo. 50 B. thetaiotaomicron e B. ovatus sao outros dois membros 
do grupo de Bacteroides fragilis, que estao envolvidos mais comumente nas infecgoes anaerobias que os outros 
componentes deste grupo (exceto B. fragilis)', estas duas bacterias representam uma porcentagem significativa da 
microbiota do trato GI, muito maior que a atribuida a B. fragilis. Por essa razao, nao e surpreendente que o 
rompimento da integridade da mucosa GI permita a entrada dessas bacterias e o desenvolvimento subsequente de 
infecgoes intra-abdominais. Nos laboratories clinicos, os bacilos gram-negativos anaerobios que crescem nos meios 
seletivos para B. fragilis (p. ex., bile-esculina para Bacteroides ) frequentemente sao relatados como “grupo de B. 
fragilis por isso, e dificil saber quao comuns sao alguns dos outros membros nestas infecgoes. Futuramente, com o 
uso crescente dos metodos moleculares e da tecnica MALDI-TOF, deve-se esperar que consigamos determinar mais 
claramente quais especies realmente estao envolvidas nas infecgoes clinicas; duas das especies identificadas mais 
recentemente com base nas tecnicas moleculares - B. dorei e B. finegoldii - foram identificadas especificamente em 
hemoculturas . 21,22,263 

Bacteroides ureolvticus - bacilo gram-negativo anaerobio corrosivo, que ainda permanece como um dos poucos 
membros que nao fazem parte do grupo de B. fragilis, ao menos ate agora - foi associado a doenga periodontica e 
foi isolado de um paciente com sinusite, mas o significado disto nao foi defmido; em casos raros, B. ureolvticus foi 
implicado em infecgoes extraorais. Existe ao menos um relato de bacteriemia e meningite causada por esse 
microrganismo. 60 ’ 511 

Hoje em dia, alguns de Bacteroides pigmentados estao classificados no genero Porphyromonas. Tres deles sao 
componentes da microbiota oral, mas tambem atuam como patogenos locais e causam infecgoes como periodontite, 
abscessos dentarios e infecgoes do canal radicular. As especies orais sao P. gingivalis (especie significativa mais 
comumente isolada), P. endodontalis e P. catoniae (uma especie recem-nomeada). 263 Essa ultima bacteria nao foi 


envolvida com infecgoes orais, mas foi isolada de um abscesso abdominal. 263 Infecgoes da pele e dos tecidos moles, 
inclusive infecgoes do pe diabetico, foram causadas por P asaccharolytica 469 e P. somerae. 461 Uma especie de 
Porphyromonas nova - P. uenonis - foi isolada de apendicite, peritonite, ulceras de pressao sacrais, abscessos 
pilonidais e outras feridas das nadegas e da virilha. 165,466 Outro patogeno oral diretamente relacionado com o genero 
Porphyromonas e Tannerella forsythia (antes conhecida como Bacteroides forsythus). Essa bacteria desempenha um 
papel importante na patogenia da doenga periodontica e tambem foi isolada de especimes vaginais de mulheres 
supostamente portadoras de vaginose bacteriana e de especimes sinoviais de pacientes com artrite. 193,263,396 

O genero Prevotella tern mais de 37 especies, que antes estavam classificadas entre as especies de Bacteroides 
ou foram nomeadas recentemente. Cerca de um tergo das cepas e pigmentado, enquanto as restantes nao produzem 
pigmento. A maioria dos membros desse genero e encontrada como comensais da cavidade oral (Tabela 16.2); 
contudo, algumas tambem foram associadas as infecgoes orais e tambem extraorais. P. intermedia e P. nigrescens - 
especies orais semelhantes e dificeis de diferenciar com base nas caracteristicas fenotipicas - sao detectadas 
comumente nos casos de gengivite, infecgoes do canal radicular, abscessos dentarios e outras infecgoes orodentarias. 
P. intermedia desempenha um papel importante na periodontite. 263 P. nigrescens tambem foi isolada de um paciente 
com celulite. 529 Prevotella bivia e P. disiens foram isoladas do sangue, de infecgoes da cabega e do pescogo, de 
infecgoes dos tratos GU masculino e feminino e de outros focos infecciosos. 263 Um estudo recente detectou 
contagens bacterianas mais altas de P. bivia e P. disiens nos pacientes com vaginose bacteriana e gengivite, em 
comparagao com os pacientes com vaginose bacteriana, mas sem gengivite. 372 P. melaninogenica (antes conhecida 
como B. melaninogenica) e um anaerobio oral pigmentado identificado comumente no escarro dos pacientes com 
fibrose cistica, assim como P denticola, P. oris e P. salivae. 22s ’ 2a As especies P bivia, P. disiens, P. buccae, P. 
denticola e P. nigrescens foram isoladas de infecgoes da corrente sanguinea. 263,436 Um estudo observacional sobre a 
incidencia e as caracteristicas dos bacilos gram-negativos isolados de alguns hospitais terciarios da Grecia (2005 a 
2006) demonstrou que a maioria das infecgoes era intra-abdominal, pelvica ou da pele e dos tecidos moles; a 
maioria tambem era polimicrobiana. As especies de Prevotella foram isoladas mais comumente das infecgoes das 
vias respiratorias, das feridas superficiais e dos pacientes diabeticos, em comparagao com as especies de 
Bacteroides (principalmente do grupo de B. fragilis), que predominaram nas infecgoes intra-abdominais e na 
bacteriemia. Uma porcentagem maior de pacientes com infecgoes causadas por Prevotella spp. foi tratada 
ambulatorialmente, a maioria com infecgoes da pele e dos tecidos moles, possivelmente indicando doengas menos 
graves. A clindamicina foi usada com mais sucesso para tratar Prevotella spp. que nos casos em que as infecgoes 
incluiam membros do grupo de B. fragilis, envolvidos nas infecgoes intra-abdominais. Prevotella spp. mostraram 
mais resistencia ao metronidazol (16%) que as especies de Bacteroides ou Fusobacterium (as duas com indice 
inferior a 1%). 367 Um dos componentes do grupo de B. fragilis - B. ureolyticus - e um membro importante da 
microbiota oral, mas tern sido envolvido em infecgoes orais e sinusais e de infecgoes da cabega e dos 
compartimentos cervicais. 511 

F. nucleatum e F. necrophorum sao as especies do genero Fusobacterium isoladas mais comumente. F. 
nucleatum faz parte da microbiota da cavidade oral, junto com F. periodonticum e F. simiae, mas e responsavel pela 
formagao das biopeliculas nas bolsas periodonticas e, por isso, esta envolvido na patogenia da doenga periodontica. 
F. nucleatum e a especie encontrada mais comumente nos especimes clinicos. Recentemente, alguns autores 
chamaram a atengao para casos graves de infecgoes sistemicas causadas por F. nucleatum em pacientes com 
neutropenia e mucosite depois de quimioterapia. 67,150 Junto com outros membros do grupo de Prevotella- 
Porphyromonas, F. nucleatum e um dos microrganismos mais comumente envolvidos nas infecgoes 
pleuropulmonares anaerobias (p. ex., pneumonia de aspiragao, abscesso pulmonar, pneumonia necrosante e 
empiema toracico). Alem disso, F. nucleatum pode causar bacteriemia, abscessos e infecgoes do trato GI, 
articulagoes, cerebro e trato GU. 263 A segunda especie isolada mais comumente - F. necrophorum - e dividida em 
duas subespecies (fundiliforme e necrophorum), mas apenas F. necrophorum subesp. fundiliforme e reconhecida 
como causa de infecgoes humanas. Alguns estudos demonstraram que essa ultima bacteria causou cerca de 20% das 
faringites agudas, especialmente entre adolescentes e adultos jovens, assim como ate 20% dos casos de odinofagia 
cronica, persistente ou recidivante. F. necrophorum subesp. fundiliforme pode causar abscessos nos adolescentes, 
otite media e mastoidite nas criangas, abscessos peritonsilares nos adolescentes e adultos jovens e sinusite nos 
adultos de 30 a 50 anos. 289,530 Talvez mais significativo seja que essa bacteria e a causa primaria da sindrome de 
Lemierre (uma doenga grave e potencialmente fatal), que tern incidencia mais alta e morbimortalidade mais grave 
que ate mesmo a febre reumatica dos adolescentes e adultos jovens do hemisferio ocidental. 51,56,384,393,394,474 



A smdrome de Lemierre (septicemia pos-anginosa anaerobia, ou necrobacilose) geralmente comega com 
faringotonsilite e e seguida de edema e hipersensibilidade unilaterais ao longo do musculo estemocleidomastoideo 
em consequencia da tromboflebite septica da veia jugular. Essa doenga cursa com febre alta e abscessos pulmonares 
metastaticos. Quando diagnosticada precocemente e tratada adequadamente, a doenga responde ao tratamento, mas 
ainda impoe desafios ao diagnostico clinico e laboratorial. 51,92 A smdrome de Lemierre e outras infecgoes 
disseminadas causadas pelo F. necrophorum foram estudadas retrospectivamente entre 1998 e 2001 na Dinamarca. 
Os autores encontraram 50 casos, com incidencia anual de 14,4 casos por milhao entre pacientes com idades de 15 a 
24 anos. A infecgao originou-se principalmente de um foco infeccioso orofaringeo, mas havia outros casos que 
comegaram na orelha, nos seios paranasais ou nos dentes. A mortalidade global foi de 9%. Nos pacientes de mais 
idade, a smdrome de Lemierre originou-se de focos situados nas partes inferiores do corpo e os pacientes 
comumente tinham doengas predisponentes, resultando em uma taxa de mortalidade de 26%. 2,1 Pesquisadores 
relataram o caso de um paciente imunocompetente com meningite fulminante, subsequentemente a uma otite media 
causada por F. necrophorum, bem como um caso de endocardite em outro paciente jovem adulto. 12,239 Por fim, 
pesquisadores identificaram F. necrophorum por metodos moleculares no abscesso epidural de um senhor idoso. 412 

Fusobacterium prausnitzii, um anaerobio gram-negativo que representa ate 5% da microbiota do trato GI 
humano e parece ser responsavel por equilibrar as reagoes imunes no intestino, foi reclassificado como 
Faecalibacterium prausnitzii. " ' Ha uma revisao recente sobre o significado das especies de Fusobacterium nas 
infecgoes graves. Nesse estudo, a incidencia das infecgoes por Fusobacterium foi de 0,76 caso/100.000 e o F. 
necrophorum foi a especie isolada mais comumente. O F. nucleatum e o F. varium tambem foram descritos nesse 
estudo. 376 Essa referencia deve ser consultada se o leitor precisar de mais informagoes sobre a relevancia das 
especies de Fusobacterium. 

Entre os generos de bacilos gram-negativos anaerobios descritos mais recentemente, algumas references estao 
incluidas nas Tabelas 16.1 e 16.2, mas apenas alguns destes microrganismos sao considerados com mais detalhes a 
seguir. Por exemplo, Alistipes spp pigmentadas e resistentes a bile foram relacionadas recentemente com apendicite 
pediatrica e as especies deste genero foram isoladas do sangue, liquido intra-abdominal, abscessos e urina. 263 
Bilophila wadsworthia - uma bacteria anaerobia estrita, que e resistente a bile, mas nao faz parte do grupo de B. 
fragilis - passou a ser reconhecida como um patogeno humano significativo. Entretanto, o comportamento exigente 
desse microrganismo pode limitar nossa capacidade de isola-lo das amostras clinicas e, deste modo, reduzir a 
frequencia do seu reconhecimento nos exames de rotina. Essa bacteria tambem foi isolada da microbiota fecal. 
Baron chamou nossa atengao para B. wadsworthia em 1997, quando descreveu sua participagao nas infecgoes intra- 
abdominais polimicrobianas, especialmente apendicite e, mais recentemente, em dois pacientes da Hungria. Um 
desses pacientes teve mastoidite, enquanto o outro desenvolveu um abscesso cerebral. 29,414 Com a utilizagao das 
tecnicas de coleta e dos metodos de cultura mais eficazes para isolar anaerobios e tambem dos metodos moleculares 
ou da espectrometria de massa, os laboratories podem comegar a detectar esse patogeno resistente aos antibioticos 
com mais frequencia. O Boxe 16.4 descreve as caracteristicas da cultura de B. wadsworthia e as manifestagoes 
clinicas de sua infecgao. 

Desulfovibrio sao bacilos gram-negativos curvos, geralmente moveis, que fazem parte da mesma familia de B. 
wadsworthia. As especies sao isoladas das fezes humanas, mas D. desulfuricans e D. fairfieldensis tambem foram 
isoladas de especimes clinicos, inclusive hemoculturas. 263,495 Assim como B. wadsworthia, as especies de 
Desulfovibrio frequentemente sao dificeis de isolar nos laboratories sem meios especiais e metodos moleculares 
disponiveis para sua identificagao, mas devem ser mantidas em mente quando um anaerobio gram-negativo curvo e 
isolado de hemoculturas. 292 


Boxe 16.4 


Caracteristicas da cultura e significado clinico das especies de Bilophila 

Bacilos gram-negativos naoformadores de esporos, imoveis e pleomorficos; medem 0,7 a 1,1 pm de largura e 1 a 10 pm de comprimento 
Crescimento facilitado pelo acrescimo de bile a 20% e piruvato a 1%; cresce lentamente no meio de bile-esculina para Bacteroides (BBE); depois de 4 
dias de incubagao no meio de BBE, as colonias foram descritas com as seguintes caracteristicas: diametro de 1 a 2 mm, circulares, irregulares, 
umbonadas e translucidas com centres negros e escuros, ou colonias negras irregulares, ligeiramente convexas e opacas 



No agar para Brucella, as colonias desenvolveram-se lentamente (4 a 7 dias) e eram puntiformes, mediam menos de 1 mm de diametro e eram 
circulars, irregulares, translucidas e acinzentadas 
Reaqio de catalase fortemente positiva (com utilizaqio de H 2 0 2 a 15%) 

Assacaroh'ticas 
Reaqio de urease positiva 

Betalactamase-negativas (teste da nitrocefin), mas sao resistentes aos antibioticos betalactamicos 

Relevancia ch'nica: microbiota do trato Gl; isoladas comumente dos especimes humanos guando as condiijoes de cultura sao ideais; apendicite 
perfurada e gangrenosa, infec^oes abdominais pos-operatorias; bacteriemia 30 ' 263 ' 484 


As especies de Leptotrichia sao bacilos gram-negativos grandes, “fusiformes” e imoveis, que fazem parte da 
microbiota oral. Essas bacterias sao isoladas raramente dos especimes clinicos, mas podem causar doenga nos 
pacientes neutropenicos com neoplasias malignas coexistentes e podem desenvolver algum tipo de 
mucosite/gengivite. As especies de Leptotrichia foram isoladas do sangue e do liquido peritoneal e ao menos um 
caso de endocardite tambem foi atribuido a L. buccalis , 40 ’ 198 De acordo com alguns estudos, algumas especies de 
Leptotrichia recem-nomeadas - L. trevisanii e L. goodfellowei - tambem foram relatadas com causas de bacteriemia 
e endocardite dos pacientes imunossuprimidos, respectivamente. 69,270 Alem disso, Sneathia sanguinegens (antes 
conhecida como Leptotrichia sanguinegens) foi associada a bacteriemia e tambem a vaginose bacteriana. 103,120 Por 
fim, as especies de Anaerospirillum - bacilos gram-negativos espiralados e longos - foram relatadas nos pacientes 
com bacteriemia e diarreia; estes pacientes tinham disturbios coexistentes, inclusive alcoolismo, cancer, diabetes e 
dentigao precaria. ’ ‘ Recentemente, Kelesidis revisou a patogenicidade e a relevancia clinica dessas bacterias. - 

O Boxe 16.5 fomece informagoes quanto ao significado clinico de algumas especies de bacilos gram-negativos 
anaerobios, que nao foram descritos antes neste capitulo. 

Infecgoes causadas por bacilos gram-positivos anaerobios NFE 

Actinomicose e uma doenga infecciosa aguda ou cronica, que se caracteriza por lesoes supurativas, abscessos e 
trajetos fistulares com drenagem. Na maioria dos casos, a doenga evidencia-se na forma de actinomicose 
cervicofacial, toracica, abdominal ou pelvica, mas tambem pode afetar outras regioes do corpo. 109,186,378,382,401,499 
Actinomyces israelii e o agente etiologico principal de todas as formas de actinomicose. Outras especies 
demonstradas como causa dessa doenga, embora sejam encontradas com menos frequencia que A. israelii, sao A. 
naeslundii, A. odontolyticus, A. meveri, A. viscosus, A. gerencseriae e Propionibacterium propionicum (antes 
conhecido como Arachnia propionica ). Embora sejam isoladas com frequencia relativamente baixa dos especimes 
clinicos comuns, todas essas especies sao patogenos bem documentados. Os membros do genero Actinomyces foram 
descritos primeiramente no seculo 19; A. bovis foi isolado da secregao purulenta eliminada em uma doenga 
conhecida como “mandibula nodulosa” do gado. A associagao entre actinomicose e o uso de um dispositivo 
intrauterino (DIU) foi reconhecida ha muitos anos. Ainda que exista controversia quanto a forma como se pode 
estabelecer esse diagnostico, a ocorrencia de dor abdominal em uma paciente com DIU deve sugerir a possibilidade 
de actinomicose pelvica. 383 Existem alguns relatos publicados, nos quais os casos de actinomicose foram 
confundidos com tumores, algumas vezes resultando em ressecgoes cinirgicas dificeis e desnecessarias. 365 Algumas 
das especies de Actinomyces, inclusive A. odontolyticus e A. naeslundii, fazem parte da microbiota oral e, embora 
possam estar associadas a doenga humana, seu isolamento das vias respiratorias nem sempre significa que estejam 
envolvidas em quaisquer processos infecciosos. A correlagao com o quadro clinico, a demonstragao de 
microrganismos semelhantes a Actinomyces na coloragao pelo Gram e o isolamento da bacteria de focos estereis 
aumentam as chances de que eles desempenhem um papel patogenico. 


Boxe 16.5 


Significado clinico de alguns bacilos gram-negativos anaerobios 

Especie Significado clinico 

Alistipes spp. Microbiota Gl; isoladas de infeqoes abdominais e da urina ' 



Anaerobiospirillumsucciniproducens 

Catonella morbi 

Dia lister pneumosintes 

Filifactor alocis 

Leptotrichia spp. 

Sneathia sanguinegens 
Sutterella wadsworthensis 
Tannerella forsythensis 

Centipeda spp.; Johnsonella spp.; algumas especies de Leptotrichia; 
Pyramidobacter spp.; Seienomonas spp. 

Anaerostipes spp., Barnesiella spp., Cetobacterium spp., Desuifovibrio 
spp., Faecaiibacterium prausnitzii, Megamonas spp., Oxalobacter spp., 
Paraprevoteila spp., Parasutterelia spp. 

Dados da referenda 263 e de outras referencias citadas no boxe. 


Bacteriemia 

Endocardite 329 

Infeqoes endodontogenicas e sinusite 135 
Infeqoes endodonticas 193 
Bacteriemia; 270 peritonite; 19 endocardite' 

Bacteriemia; 1 associada a vaginose bacteriana 
Peritonite; abscessos intra-abdominais; bacteriemia 6 
Infecgoes endodonticas 3,396 
Microbiota oral; relatos de casos esporadicos de infecgao 

Microbiota fecal; relatos de casos esporadicos de infecgao 


A. meveri, ainda que nao seja uma causa comum de actinomicose, pode estar associado mais comumente a 
doenga pulmonar que as outras especies de Actinomyces e parece ter predilegao por disseminar-se. Um estudo de 
revisao que envolveu 32 pacientes detectou higiene dentaria precaria e alcoolismo como fatores predisponentes. 
Esses pacientes nao responderam satisfatoriamente a uma combinagao de penicilina e desbridamento cinirgico. 153 
Tambem foi publicado o caso de um paciente idoso com higiene oral precaria, que desenvolveu meningite causada 
por A. meyeri; neste caso, nao foram realizadas culturas do liquido cefalorraquidiano (LCR) para anaerobios, 
embora tenham sido demonstrados bacilos gram-positivos na coloragao pelo Gram e uma hemocultura tenha sido 
positiva para A. meyeri. 200 Com a utilizagao das tecnicas de sequenciamento ou espectrometria de massa, as especies 
de Actinomyces descritas mais recentemente foram associadas a diversas infecgoes. A. europaeus foi associado a um 
abscesso mamario, A. cadiffensis a septicemia com abscessos pulmonar e hepatico e A. funkei a 
endocardite. 203 ’ 423,435,506 Um caso publicado por Clarridge et al. ajuda a entender o significado das varias especies 
descritas recentemente. 1 ’ 9 Duas especies descritas mais recentemente -A. turicensis e A. neuii- sao responsaveis por 
grande variedade de infecgoes clinicas, inclusive abscesso mamario, endoftalmite, bacteriemia e 
endocardite. 310,402 ’ 497 Embora as especies novas listadas na Tabela 16.2 tenham sido isoladas de varios especimes 
clinicos humanos, ainda nao ha informagoes quanto a importancia clinica de algumas delas; contudo, quando 
existem casos relatados, as referencias foram incluidas nessa tabela. Dois generos novos - Actinobaculum e 
Varibaculum - estao relacionados com as especies de Actinomyces. Actinobaculum spp. isoladas foram associadas a 
infecgoes das vias urinarias e tambem foram cultivadas a partir do sangue. 204 ’ 282,356 

Propionibacterium acnes, durante algum tempo considerado comumente como contaminante quando era isolado 
dos especimes clinicos, foi comprovado como patogeno quando e cultivado a partir de amostras estereis, inclusive 
liquido ocular dos pacientes com endoftalmite pos-operatoria, sangue dos pacientes com endocardite e nas infecgoes 
associadas a implantagao de proteses cirurgicas. 295,324,328,501 Essa ultima condigao inclui infecgoes que se 
desenvolvem depois de artroplastias do ombro, quadril e joelho, bem como infecgoes relacionadas com shunts do 
sistema nervoso central. 290,324,501 A associagao de P. acnes a hemiagao e infecgao dos discos lombares foi 
demonstrada quando esta bacteria foi isolada dos tecidos dos discos hemiados de 38% dos 64 pacientes 
estudados. 399 Pode ser dificil determinar o significado de P. acnes isolado, mas nas infecgoes verdadeiras esta 
bacteria e isolada repetidamente, e demonstrada frequentemente nos especimes corados diretamente pelo Gram eeo 
unico microrganismo isolado do foco infeccioso. A resposta aos antibioticos apropriados tambem pode desempenhar 
um papel importante na defmigao do seu significado clinico.' P. propionicum (antes conhecido como Arachnia 



propionicus ) faz parte da microbiota da cavidade oral, mas tambem foi associado as infecgoes dos ductos lacrimais e 
foi descrito como agente etiologico de infecgoes pelvicas semelhantes a actinomicose. 499,524 P acidifaciens e um dos 
componentes da microbiota oral, mas tambem foi relacionado com caries dentarias. 134,499 Junto a P acnes e outras 
especies de Propionibacterium, P. granulosum foi associado as infecgoes que se desenvolvem depois de 
artroplastia. 331,360 Um bacilo gram-positivo relacionado - Propionimicrobium lymphophilum - foi isolado do 
linfonodo de um paciente com doenga de Hodgkin. 457 

As especies de Eubacterium fazem parte da microbiota dos tratos GU e GI normais. Algumas dessas especies 
sao isoladas raramente dos especimes clinicos como patogenos significativos. Entretanto, isso pode mudar com os 
avangos da identificagao por metodos moleculares e espectrometria de massa. As Tabelas 16.2 e 16.20 relacionam 
alguns membros restantes do genero Eubacterium, assim como outros generos mais novos. Uma das bacterias 
isoladas mais comumente de especimes clinicos - Eggerthella lenta (antes conhecida como Eubacterium lentum ) - 
foi associada a muitos casos de bacteriemia, seja como patogeno unico ou como parte de uma infecgao 
polimicrobiana. 287 ' 292,493 Em uma revisao de 25 pacientes com bacteriemia causada por E. lenta, dos quais foi 
isolado apenas um microrganismo na hemocultura, 52% tinham febre, hipotensao ou leucocitose durante a 
bacteriemia e em 44% dos casos foi detectada uma fonte abdominal da infecgao. A mortalidade chegou a 39% dos 
pacientes, que morreram dentro de 30 dias depois do diagnostico. 493 Alem disso, Paraeggerthella hongkongensis 
(antes conhecida como Eggerthella hongkongensis ) e Eggerthella sinensis foram descritas recentemente como 
agentes etiologicos de bacteriemia e, como E. lenta, foram associadas a morbimortalidade significativa. 280 E. lenta 
tambem foi descrita como causa de abscessos cerebrais multiplos, abscessos hepaticos, pneumonia necrosante e 
osteomielite em um homem jovem imunocompetente. 410 Em um estudo realizado no Egito, Eubacterium limosum 
representou 6% e E. lenta 24% de todos os anaerobios isolados das infecgoes de pacientes com leucemia e tumores 
solidos; nesse estudo, os anaerobios em geral foram responsaveis por 5% das infecgoes dessa populagao. 145 E 
possivel que a natureza exigente desses bacilos gram-positivos anaerobios NFE precise ser contornada pelas 
tecnicas de isolamento mais modemas e pelos metodos mais avangados de identificagao; o significado destas 
bacterias pode continuar a crescer e os laboratories nao devem desprezar seu isolamento, especialmente a partir de 
especimes estereis. 281 Solobacterium moorei, outro bacilo gram-positivo NFE semelhante as especies de 
Eubacterium, foi considerado responsavel por infecgoes orais e esta associado a halitose. Essa bacteria nao e 
encontrada fora da cavidade oral, mas foi isolada de alguns pacientes com bacteriemia. 246,369 As Tabelas 16.2 e 
16.20 descrevem a taxonomia e as caracteristicas fenotipicas dos outros generos de bacilos gram-positivos 
anaerobios NFE relacionados com as especies de Eubacterium. 

O genero Bifidobacterium passou por algumas alteragoes taxonomicas e hoje inclui algumas especies de generos 
recem-nomeados, ou generos de anaerobios semelhantes as especies de Bifidobacterium. Esses microrganismos 
fazem parte da microbiota normal do trato GI humano e sao fisiologicamente importantes para a saude. Entretanto, 
eles podem ser encontrados nas infecgoes polimicrobianas, nas quais seu significado pode ser maior que se pensava 
antes. Bifidobacterium dentium (antes conhecido como Bifidobacterium eriksonii ) esta associado especialmente as 
caries dentarias 161 ’' 117 e, como outras bifidobacterias (p. ex., B. longum, B. adolescentis e B. breve), raramente e 
isolado de especimes clinicos; contudo, esta bacteria pode estar envolvida nas infecgoes de pacientes 
imunossuprimidos. 499 Junto com as especies de Lactobacillus, algumas das especies de Bifidobacterium sao 
importantes para o desenvolvimento dos probioticos utilizados na manutengao da saude nutricional. B. scardovia foi 
causa de infecgoes urinarias repetidas em pacientes idosos e tambem foi isolada do sangue e de outros 
especimes. 25,499 Os bacilos anaerobios gram-positivos semelhantes a Bifidobacterium spp., hoje classificados em 
outros generos (inclusive Parascardovia denticolens, Scardovia inopinata e outras especies de Scardovia), foram 
descritos como patogenos potenciais quando foram isolados de especimes clinicos, especialmente quando estavam 
associados as caries dentarias. O significado dessas bacterias em outras infecgoes nao esta definido. 126,233,499 
Alloscardovia omnicolens e um microrganismo semelhante isolado de varias amostras, inclusive urina, trato GI, 
sangue, pulmao e aorta, na qual produziu abscessos; aparentemente, esta bacteria tern potencial patogenico. 227 ' 11 

Os lactobacilos sao comensais da microbiota humana, mas nao estao associados frequentemente a doenga 
clinica. Em casos raros, as especies de Lactobacillus podem causar endocardite, mas ainda nao esta defmida sua 
patogenicidade quando e isolada das hemoculturas nao associadas a endocardite, ou quando e isolada de outras 
areas. 68 A analise de Lactobacillus spp. isoladas de alguns especimes ao longo de um periodo de 5 anos em um 
hospital frances demonstrou que L. rhamnosus era a especie isolada mais comumente e foi cultivada a partir de 
hemoculturas de 16 pacientes. A maioria desses pacientes estava imunossuprimida e/ou tinha bacteriemia 



relacionada com cateteres. Uma revisao envolvendo 45 pacientes publicada na literatura confirmou esses 
resultados. 195 O potencial patogenico em mais de 200 pacientes com bacteriemia, endocardite e infecgoes 
localizadas associadas a Lactobacillus foi revisado em 2005. A taxa de mortalidade relatada foi de 30%, embora 
aparentemente nao fosse considerada como mortalidade atribuivel. Por essa razao, a bacteriemia causada por 
Lactobacillus pode ser um indicador de doenga coexistente grave e/ou um marcador de prognostico desfavoravel a 
longo prazo. Nesse estudo, a taxa de mortalidade da endocardite associada a Lactobacillus foi de 23%. As infecgoes 
localizadas nas quais Lactobacillus spp. foram isoladas incluiam infecgao pulmonar, abscessos, endoftalmite, 
meningite e infecgoes de enxertos vasculares, entre outras. 68 

Alguns lactobacilos foram reclassificados. Por exemplo, o L. uli, que vive nas fendas gengivais, agora faz parte 
do genero Olsenella. O. uli foi associada a periodontite e a gengivite necrosante. 118 Existe um caso publicado de 
bacteriemia causada por essa bacteria. 274 O. profusa e uma especie recem-identificada, que tambem foi encontrada 
nas fendas gengivais. 118 Outro grupo de microrganismos relacionados com os Lactobacilli esta classificado agora no 
genero Atopobium. A. minutum (antes conhecido como L. minutus ) e A. rimae (antes referido como L. rimae ) sao 
encontrados nas fendas gengivais. 105 Uma especie nova - A. vaginae - foi isolada da vagina e esta associada as 
infecgoes vaginais. 85,479 

Em 1984, Spiegel e Roberts recomendaram o nome Mobiluncus para um genero novo de bacilos anaerobios 
gram-negativos ou gram-variaveis NFE, moveis e curvos, que ocorrem isoladamente ou em pares e tern aspecto de 
“asa de gaivota”. 456 Fotografias de microscopia eletronica revelaram paredes celulares com varias camadas, sem 
membrana externa e com mais caracteristicas de parede celular de bacterias gram-positivas do que gram-negativas. 
No entanto, estes microrganismos tendiam a apresentar aspecto variavel na coloragao pelo Gram nas culturas jovens 
e reagao gram-negativa nas culturas mais antigas. O nome Mobiluncus originou-se dos termos latinos mobilis (que 
significa “capaz de realizar movimento”) e uncus (que significa “gancho”)- 4 9 O potencial patogenico de 
Mobiluncus spp., se houver algum, ainda nao esta defmido. Essas bacterias foram isoladas de pacientes com 
infecgoes extragenitais em poucos casos e ha um relato de isolamento dessas bacterias de um paciente em sepse 
grave. 185,218 Esse microrganismo representa um dos diversos generos de anaerobios que colonizam individuos 
saudaveis e doentes. 499 Junto com outros anaerobios, Mobiluncus podem estar presentes nos especimes vaginais das 
mulheres com vaginose bacteriana. 219,455 

Vaginose bacteriana. A vaginose bacteriana consiste na proliferagao exagerada de varias bacterias, inclusive 
Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp., Prevotella bivia, Prevotella disiens e outras especies 
de Prevotella, Peptostreptococcus anaerobius, P. asaccharolyticus, P. magnus e outros cocos anaerobios e bacilos 
gram-positivos anaerobios, inclusive Propionibacterium spp. 219,455 Desse modo, a vaginose e uma infecgao 
sinergica, na qual alguns microrganismos desempenham um papel importante. Segundo artigos publicados, 445,531 o 
diagnostico da vaginose bacteriana esta baseado na detecgao de criterios clinicos e microbiologicos compativeis. No 
laboratorio, a coloragao “quantificada” de Gram tomou-se o padrao de referenda desse diagnostico e avalia a 
presenga predominante e a quantidade de lactobacilos normais em comparagao com bacilos gram-negativos e gram- 
variaveis curtos. A presenga das “celulas indicadoras” tipicas ainda e utilizada como um metodo rapido e pratico e 
pode tambem ser demonstrada na coloragao pelo Gram. 359 Futuramente, o uso de metodos moleculares para 
identificar os anaerobios especificos, responsaveis pela sindrome e/ou a presenga ou ausencia de biomarcadores 
metabolicos especificos, podera ser o padrao de referenda desse diagnostico. 78,531 Ensaios moleculares mais novos 
tern sido usados para avaliar especimes fomecidos por pacientes supostamente portadores de vaginose bacteriana. 
Entre os generos nomeados mais recentemente de bacilos gram-positivos anaerobios NFE, Catabacter 
hongkongensis foi isolado de pacientes com bacteriemia e esta associado a taxas de mortalidade altas, especialmente 
nos pacientes com neoplasias malignas coexistentes. 278,442 O significado clinico dos outros generos mais novos de 
bacilos gram-positivos anaerobios NFE pode ser revisado nas referencias citadas na Tabela 16.2, no Boxe 16.6 e em 
outras tabelas distribuidas ao longo deste capitulo. 


Boxe 16.6 


Algumas infecgoes causadas por bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos 

Especie Significado clinico 



Actinomyces spp. 

A. israelii, A. meyeri, A. naeslundii, A. odontolyticus, 


A. viscouse A. gerencseriae 

Actinomicose toracica, 109,186 cervicofacial, 382 abdominal 378 e pelvica 401 

A meyeri, A. funkeii e A cardiffensis 

Bacteriemia 153,203,506 

A. europaeus 

Abscesso mamario 435 

A neui 

Sepse neonatal; 310 abscessos, endoftalmite. Bacteriemia e endoca rdite 497 

A. turicensis 

Abscesso mamario; bacteriemia 402 

Actinobaculum spp. 

Infec^oes urinarias 204 


Propionibacterium spp. 


P. acnes 

Infec^oes associadas aos shunts; 5m endoftalmite depois de cirurgia de catarata; 328 
infecgoes de proteses articulares; 290,324 endocardite 295 

P. propionicum 

Infec^ao semelhante a actinomicose; 524 canaliculite lacrimal 238 

Propionimicrobium lymphophilum 

Isolado do linfonodo de urn paciente com doen^a de Hodgkin 457 

P. granulosum 

Infec^ao de artroplastia 360 

Bifidobacterium spp. e generos relacionados 

Infecgoes orodentais; envolvidos principalmente como microbiota para manutemjao da 

saude; usados nos probioticos; algumas especies estao envolvidas com infecgoes 

urinarias e foram isoladas de hemoculturas 307 

Alloscardovia spp., Scardovia spp. 

Isoladas de hemoculturas; 307 caries dentarias 126 

Eubacterium spp. e generos relacionados 

Bacteriemia; 287 infecgoes dentarias 

Eggerthella spp. e Paraeggerthella spp. 

Bacteriemia 280,287,310,493,498 


Catenibacterium spp., Colinsella spp., Dorea spp., 


Flavonifractorplautii, Holdemania spp. 

Microbiota fecal 

Cryptobacterium spp., Bulleidia spp., Mogibacterium spp. 

Microbiota oral 

Pseudoramibacter alactolyticus 

Microbiota oral; envolvido nas infecgoes endodonticas 439 

Slackia exigua 

Microbiota oral; infecgoes deferidas/abscessos 257 

Shuttleworthia satelles 

Microbiota oral; endocardite 430 

Solobacterium moorei 

Microbiota fecal; bacteriemia 369 

Turicibacter sanguinis 

Microbiota fecal; bacteriemia 46 

Lactobacillus spp. e generos relacionados 

Microbiota vaginal; bacteriemia 68,195 

Atopobium vaginae 

Associado a vaginose bacteriana 479 

Atopobium rimae 

Infec^ao oral; 128 bacteriemia 13 

Olsenella spp. 

Cavidade oral; gengivite e periodontite 118 

Generos novos diversos 




Anaerofustis spp., Blautia wexlerae, Roseburia spp. 

Microbiota fecal 

Anaerotruncus colihominis 

Microbiota fecal; bacteriemia 499 

Catabacter hongkongensis 

Bacteriemia 278 - 442 

Mobiluncus spp. 

Associados a vaginose bacteriana; 120 bacteriemia 185 ' 218 

Slackia heliotrinireducens 

Abscessos 381 

Esta nao e uma lista completa de todas as infecgoes causadas por esses microrganismos e publicadas na literatura; ver referencias aos microrganismos ou as infecgoes especfficas 

no texto e na Tabela 16.2, caso nao estejam referidas aqui. 

Adaptado da referenda 499 e de outras referencias citadas no boxe. 


Infecgoes causadas por especies de Clostridium 

As especies de Clostridium sao responsaveis por infecgoes toxigenicas exogenas reconhecidas ha muito tempo, 
inclusive tetano (C. tetani ), botulismo (C. botulinum) e mionecrose ou gangrena gasosa pos-traumatica (C. 
perfringens, C. septicum, C. histolyticum e, ocasionalmente, C. sordellii). As infecgoes causadas por C. tetani e C. 
botulinum estao descritas em uma secao separada adiante. Hoje em dia, a colite causada pelo C. difficile tambem e 
uma infecgao toxigenica bem conhecida, que resulta da colonizagao do trato GI, seja no hospital ou na comunidade; 
esta infecgao tambem esta descrita detalhadamente a seguir. 411 ' Clostridium spp. tambem podem causar infecgoes 
adquiridas endogenamente por especies que fazem parte da microbiota do trato GI ou GU normal, inclusive C. 
perfringens, membros do grupo de C. clostridioforme, C. ramosum, C. difficile, C. innocuum, C. septicum, C. 
sordellii e C. bifermentans (Tabelas 16.2 e 16.23). Outras especies de Clostridium sao encontradas nas fezes 
humanas e, na maioria, o significado clinico de quaisquer especies varia com o contexto clinico. O Boxe 16.7 
fomece informagoes sobre o significado clinico de algumas especies de Clostridium. 

O isolamento de uma especie de Clostridium de uma ferida, hemocultura ou outro liquido corporal nao tern 
necessariamente algum significado clinico. C. perfringens - clostridio isolado mais comumente - e um habitante 
comum do intestino grosso; ele e outros clostridios contaminam transitoriamente a pele da regiao perianal e outras 
superficies cutaneas. Entretanto, quando C. perfringens ou outras especies de Clostridium sao isoladas de varias 
hemoculturas em serie de pacientes com sinais de bacteriemia, eles provavelmente tern significado clinico. Na 
maioria dos casos, C. septicum, C. tertium, C. sordellii e os membros do grupo de C. clostridioforme (C. bolteae, C. 
citroniae, C. clostridioforme, C. aldenense e C. hathewavi ) foram associados a bacteriemia, inclusive choque 
septico de pacientes com neoplasias malignas ou outras doengas coexistentes. 163,463,464,502,518 Em um estudo sobre 
bacteriemia anaerobia realizado no Canada entre 2000 e 2006, os clostridios isolados mais comumente de 138 
pacientes com bacteriemia causada por Clostridium foram Clostridium perfringens (42%), Clostridium septicum 
(14%), Clostridium ramosum (9%), Clostridium clostridioforme (6%) e Clostridium difficile (5%). 184 Trinta por 
cento dos pacientes morreram e a maioria estava em hemodialise ou tinha neoplasias malignas. Sera interessante 
observar se havera mudangas nesses achados a medida que mais metodos moleculares (p. ex., sequenciamento do 
rRNA 16S) forem utilizados para identificar bacterias isoladas da corrente sanguinea. 436,522 

C. perfringens e outras especies de Clostridium envolvidas nas infecgoes da pele e dos tecidos 
moles. C. perfringens esta associado a mionecrose (gangrena gasosa), colecistite gangrenosa, septicemia e 
hemolise intravascular depois de abortamento e infecgoes pleuropulmonares anaerobias. Nos EUA, essa bacteria 
tambem e uma causa importante de intoxicagao alimentar. Os outros clostridios associados mais comumente a 
gangrena gasosa sao C. sordellii, C. septicum e, ocasionalmente, C. histolyticum , 463 A mionecrose clostridica 
(gangrena gasosa) e uma condigao clinica que consiste em invasao rapida e necrose liquefativa dos musculos, com 
formagao de gas e sinais clinicos de toxemia. A mionecrose clostridica e uma condigao grave, que requer 
cooperagao direta entre o laboratorio de microbiologia e a equipe clinica para que o diagnostico clinico seja 
confirmado. Os esfregagos corados por Gram do material aspirado da necrose demonstram uma base necrotica com 
poucas celulas inflamatorias e presenga de bacilos gram-positivos com morfologia semelhante a do C. perfringens 
ou outros clostridios. Em outras condigoes, inclusive infecgoes de feridas simples ou celulite anaerobia, nas quais 
tambem pode haver acumulagao de gas nos tecidos, os contomos das celulas musculares e/ou a presenga de 



granulocitos e bacterias com morfologias mistas nos esfregagos corados pelo Gram podem ser indicios que falam 
contra o diagnostico de mionecrose clostridica. 4 ' 1 ’’ 464 


Boxe 16.7 


Significado ch'nico de algumas especies de Clostridium 


Especie 

C. botulinum A, B, E, F 

C. argentinense 
C. baratii e C. butyricum 

Grupo de C. clostridioforme: C. aldensense, C. bolteae, C. 
citroniae, C. clostridioforme, C. hatbewayi e C. lavalense 

C. perfringens 

C. ramosum 
C. septicum 
C. sordellii 
C. tertium 
C. tetani 


Sindromes clmicas/infeccoes 

Botulismo: transmitido por alimentos, das feridas, infantil, colonizagao do adulto 
(toxemia), iatrogenico (inalatorio) 75,464 

Produz toxina G de C. botulinum e pode causar botulismo 

Podem produzir toxina botuh'nica e causar doen^a 111 

Bacteriemia, abscessos, peritonite 121,163 ' 463,502 

Gangrena gasosa, fasciite necrosante, intoxicaqio alimentar; muitas outras infecgoes da 
peleedostecidos moles 332 ' 463 ' 464 

Bacteriemia 167 

Bacteriemia; 253,311 fasciite necrosante 416 

Bacteriemia; 15 infecijoes pos-aborto; 416 fasciite necrosante 258 

Bacteriemia" 30 

Tetano 88,463 ' 464 


Adaptado da referenda 464 e de outras references citadas no boxe. 


Em geral, a mionecrose causada pelo C. perfringens e desencadeada por uma lesao por esmagamento com 
laceragao de arterias calibrosas e fraturas expostas dos ossos longos, que sao contaminados com esporos da bacteria. 
Isso tambem pode ocorrer no abdome ou nos flancos depois de lesoes traumaticas (p. ex., feridas provocadas por 
armas brancas ou tiro de arma de fogo). Alguns pacientes com gangrena gasosa tambem podem estar infectados por 
C. perfringens, C. novyi tipo A e C. sordellii depois do uso ilicito de drogas intravenosas pelos usuarios de heroina 
com alcatrao (acetato de heroina). 258,463 C. perfringens produz uma toxina alfa e outra teta (perfringinolisina), que 
sao responsaveis pela patogenese da mionecrose. A toxina alfa tern atividades de fosfolipase C e esfmgomielinase e 
e um agonista plaquetario potente. A formagao de trombos obstrui capilares, venulas e arteriolas e isto diminui a 
perfusao tecidual e intensifica as condigoes anaerobias locais, resultando na destruigao rapida dos tecidos e na 
produgao de sinais e sintomas de mionecrose. A toxina teta e uma citolisina, que provoca lise das celulas humanas e, 
alem disto, modula a reagao inflamatoria a infecgao. 380,463,464 

C. septicum tambem produz toxina alfa, mas a toxina que ele produz nao tern atividade de fosfolipase. Alem 
disso, esse microrganismo produz tres outras toxinas: toxina beta (DNase), toxina gama (hialuronidase) e toxina 
delta (septicolisina, que e uma hemolisina).’ 80 Todas essas toxinas podem contribuir para a mionecrose, que 
geralmente ocorre sem historia pregressa de traumatismo. C. septicum pode proliferar nos tecidos normais, 
geralmente depois de bacteriemia. C. sordellii pode produzir ate sete toxinas, sendo duas mais virulentas: toxina 
letal e toxina hemorragica. 380 A gangrena gasosa pode ocorrer depois de abortos medicos induzidos ou 
autoprovocados, assim como depois de cesarianas. Com essas infecgoes ginecologicas, o inicio do choque e da 
falencia de multiplos orgaos e muito rapido e a taxa de mortalidade e alta. O diagnostico precoce da infecgao e 
extremamente importante. 46j 



A celulite crepitante (celulite anaerobia) que ocorre nos pacientes diabeticos afeta os tecidos subcutaneos ou 
retroperitoneais e pode avangar rapidamente para um quadro fulminante. Ao contrario da mionecrose, os musculos e 
as fascias nao sao afetados. Existem varias references com detalhes adicionais sobre os clostridios histotoxicos e a 
celulite anaerobia. 59 ’ 161 ’ 300 ’ 463 

Doengas intestinais causadas por C. perfringens. C. perfringens tomou-se a segunda bacteria associada 
mais comumente as doengas transmitidas por alimentos nos EUA e causa um milhao de infecgoes a cada ano. Nesse 
pais, a maioria dos surtos de infecgao por C. perfringens veiculadas por alimentos inclui cepas que produzem toxina 
do tipo A. 197,463 A intoxicagao alimentar causada por essa bacteria resulta da ingestao de carnes contaminadas de 
boi, pern, frango ou porco, molhos e outros alimentos contendo grandes quantidades do microrganismo; em geral, 
os surtos estao associados a ingestao destes produtos em restaurantes ou cozinhas de hoteis. 197 Em geral, os 
pacientes tern dores abdominais em colicas dentro de 7 a 15 horas depois de ingerir o alimento suspeito. Na maioria 
dos casos, ha diarreia espumosa “fetida”, geralmente sem vomitos ou febre. A doenga comega depois que as formas 
vegetativas viaveis do C. perfringens alcangam o intestino delgado e fazem esporulagao. Uma enterotoxina potente 
produzida no intestino enquanto os esporos sao formados causa a diarreia. A doenga tende a ser branda e 
autolimitada e, em geral, os pacientes recuperam-se dentro de 2 a 3 dias depois dos primeiros sinais da doenga; as 
criangas muito pequenas e os individuos muito idosos encontram-se em risco maior de desenvolver doenga mais 
grave. 463,464 Os laboratories podem diagnosticar intoxicagao alimentar causada por C. perfringens quando detectam 
a toxina bacteriana nas fezes, ou com base nos testes usados para determinar as contagens bacterianas fecais. As 
culturas anaerobias quantitativas em meios seletivos demonstrando no minimo 10 5 celulas do C. perfringens no 
alimento epidemiologicamente suspeito, ou contagens de esporos demonstrando 10 6 ou mais esporos de C. 
perfringens por grama de fezes recolhidas dentro de 48 horas depois do inicio dos sintomas, sao realizadas para 
confirmar o diagnostico durante a investigagao de um surto. 81 Alem disso, a sorotipagem da cepa isolada e realizada 
para determinar se o mesmo sorotipo de C. perfringens esta presente no alimento epidemiologicamente suspeito e 
nas fezes dos pacientes, mas nao nos controles. A tipagem sorologica deve ser realizada em laboratories 
estabelecidos e equipados satisfatoriamente para efetuar este servigo, inclusive nos CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention). 464 A pagina da Internet dos CDC contem mais informagoes sobre C. perfringens e 
seguranga alimentar [www.cdc.gov/foodsafety/Clostridium-perfringens.html], 

A enterite necrosante (ECN) causada pelo C. perfringens e muito mais grave que a doenga veiculada por 
alimentos, que foi descrita antes. A ECN caracteriza-se pelo inicio repentino de colicas abdominais e distensao 
abdominal, vomitos, diarreia sanguinolenta, choque causado por disturbios hidreletroliticos e inflamagao aguda com 
necrose focal ou generalizada da mucosa intestinal. A doenga foi descrita na Alemanha pos-guerra como 
“Darmbrand ” (que significa “intestinos em fogo”) e era uma forma grave de enterocolite necrosante com 
mortalidade associada em tomo de 40%. O “ventre de porco” - um tipo de enterite necrosante encontrada 
principalmente nas criangas que vivem nos planaltos de Papua-Nova Guine - foi associado a taxa de mortalidade em 
torno de 30 a 60%. 463 Entre os supostos fatores predisponentes para ECN esta a ingestao de quantidades excessivas 
de alimentos ricos ou alimentos contendo inibidores de tripsina (p. ex., batatas-doces, amendoins) por individuos 
desnutridos. Conforme foi revisado em outro artigo, os C. perfringens dos tipos C e A foram implicados na 
patogenia dessa doenga. A ECN causada pelo C. perfringens foi relatada em muitos paises ao redor do mundo, 
inclusive na Europa e nos EUA entre adultos desnutridos ou portadores de diabetes, hepatopatia alcoolica ou 
neutropenia. 463 Nos bebes de baixo peso ao nascer, que sao mantidos em unidades de cuidados intensivos, a ECN 
causada pelo C. perfringens (toxina alfa, tipo A) pode ser muito grave, com mortalidade de ate 44%. 119,172 A 
gravidade da ECN demonstra um espectro clinicopatologico. Alguns pacientes podem sobreviver com medidas de 
suporte e descompressao intestinal; outros podem necessitar de resseegao do segmento intestinal afetado; e outros 
sao inoperaveis e morrem em consequencia da necrose gangrenosa extensiva dos intestinos delgado e grosso. O 
diagnostico diferencial inclui CPM (esteja ou nao associada ao Clostridium difficile), shigelose aguda, doenga 
veiculada por alimento causada por varias bacterias (inclusive Escherichia coli, Campylobacter jejuni e outras), 
colite ulcerativa aguda e obstrugao intestinal (causada por aderencias, volvulo etc.). Nos casos suspeitos, devem ser 
realizados esforgos para cultivar o C. perfringens dos tipos A e C (p. ex., hemoculturas, culturas do liquido 
peritoneal se houver peritonite e cultura do conteudo intestinal dos especimes obtidos por resseegao cirurgica ou 
necropsia). Tambem e necessario consultar um laboratorio de referenda (p. ex., laboratories de saude publica dos 
estados ou CDC), no qual a tipagem da cepa isolada possa ser realizada. 


Como foi mencionado antes, o C. perfringens e a causa principal da bacteriemia clostridica encontrada 
comumente nos pacientes idosos e/ou portadores de doenga hepatica. 284,463 As infecgoes do sistema nervoso central 
sao raras, mas esse microrganismo tern causado meningite, meningoencefalite e empiema subdural. 225 

Infecgoes causadas por diversas especies de Clostridium 

Clostridium ramosum. Clostridium ramosum e um componente importante da microbiota do intestino grosso e 
e isolado comumente dos especimes clinicos colhidos adequadamente, em especial das amostras intra-abdominais 
obtidas depois de traumatismos. Uma revisao dos casos clinicos demonstrou que, embora C. ramosum seja um 
comensal muito comum do trato GI e seja isolado frequentemente dos especimes clinicos, sua associagao as 
infecgoes humanas ainda e muito rara. Esse microrganismo causou infecgoes oticas nas criangas pequenas e 
bacteriemia nos pacientes imunossuprimidos. 1,1 Entretanto, C. ramosum pode ser confundido ou passar 
despercebido facilmente, porque geralmente se apresenta como um bacilo gram-negativo e seus esporos terminais 
comumente sao dificeis de demonstrar. 

Clostridium septicum. Embora Clostridium septicum nao seja encontrado tao frequentemente quanto C. 
perfringens, e muito importante identifica-lo no laboratorio clinico. C. septicum pode ser isolado das infecgoes 
graves e geralmente fatais. Ele pode causar mionecrose com mortalidade entre 67 e 100%. Os fatores 
predisponentes a essa infecgao incluem carcinoma do intestino grosso, diverticulite, cirurgia do trato GI, leucemia, 
quimioterapia para cancer, radioterapia e AIDS. 463 A bacteriemia causada pelo C. septicum esta associada as 
neoplasias malignas coexistentes, especialmente carcinoma do colo ou ceco, carcinoma de mama e neoplasias 
malignas hematologicas (p. ex., leucemia e linfoma); os laboratories nao devem descartar nem mesmo uma unica 
hemocultura positiva para especies de Clostridium e sempre devem avisar aos medicos quando o C. septicum for 
identificado em uma hemocultura, porque devem ser realizados exames diagnosticos extensivos para excluir 
anormalidades gastrintestinais nesses pacientes, caso ainda nao tenham sido efetuados. 265,311 

Grupo de C. clostridioforme. Os membros do grupo de C. clostridioforme sao clostridios isolados 
frequentemente no laboratorio clinico. Como foi mencionado na segao sobre taxonomia, existem ao menos cinco a 
seis especies incluidas no grupo descrito na Tabela 16.2, dos quais alguns requerem metodos moleculares para sua 
identificagao definitiva. As especies diferem quanto a sua virulencia e aos seus padroes de sensibilidade 
antimicrobiana. Esses microrganismos podem fazer parte da microbiota do trato GI e, ocasionalmente, sao 
encontrados no trato GU e como parte da microbiota oral. 1 '” As manifestagoes clinicas associadas mais comumente 
a esse grupo sao de bacteriemia e a maioria das especies do grupo foi descrita na literatura como causa de infecgoes 
da corrente sanguinea (ICS), abscessos intra-abdominais, fasciite necrosante e peritonite. 11 ’ 34,48 ’ 163 ’ 451 ' 463,502 ’ 518 

Outras especies de Clostridium. C. innocuum e um clostridio isolado comumente nos laboratories clinicos e 
pode causar bacteriemia; em uma revisao sobre bacteriemia clostridica, foi observado que os pacientes tiveram 
evolugao muito pior quando esta era a especie infectante, em comparagao com os casos de bacteriemia causada por 
C. septicum ou C. perfringens . 424 C. sordellii foi isolado de pacientes com bacteriemia e, como foi mencionado 
antes, pode causar infecgoes da pele e dos tecidos moles, inclusive gangrena gasosa e fasciite necrosante; algumas 
destas infecgoes foram associadas ao uso de heroina injetavel. 15,463,464 C. tertium e uma especie de Clostridium 
aerotolerante isolada de hemoculturas e foi implicado em bacteriemias, especialmente nos pacientes com 
neutropenia. 330 Essa bacteria tambem foi isolada de um paciente com gangrena gasosa, no qual ela foi identificada 
inicialmente como Lactobacillus, em razao de seu crescimento abundante nas placas aerobias. 173 

Infecgoes causadas por C. botulinum e especies de Clostridium relacionadas. Botulismo e uma 
doenga neuroparalisante potencialmente fatal causada por diferentes toxinas proteicas termolabeis produzidas pelo 
C. botulinum f >4 Embora as diversas cepas do C. botulinum produzam sete tipos de toxina (A a G), a maioria dos 
casos de botulismo humano e causada pelos tipos A, B, E e F. Dentre esses, o tipo Feo menos comum. Os tipos C e 
D estao associados ao botulismo das aves e dos mamiferos, mas nao dos seres humanos. A especie de Clostridium 
que produz a toxina do tipo G, hoje reclassificada como Clostridium argentinense, foi isolada de especimes de 
necropsia de alguns pacientes que morreram repentinamente; ainda nao esta clara a frequencia com que os 
microrganismos que produzem esta toxina causam botulismo nos seres humanos. 294,380,464 Algumas cepas de C. 
butyricum e C. baratii tambem contem toxinas botulinicas e causam doenga. 464 Independentemente do tipo 
antigenico, a toxina botulinica atua ligando-se as vesiculas sinapticas de acetilcolina nas terminagoes nervosas 
perifericas, inclusive nas jungoes neuromusculares. Por fim, quando nao sao tratados, os pacientes desenvolvem 


paralisia descendente flacida aguda. 122 A paralisia comega com disfungao bilateral dos nervos cranianos, que 
acarreta paralisia dos musculos da face, cabega e garganta. Em seguida, a paralisia desce simetricamente e afeta os 
musculos do torax, diafragma e membros. Os pacientes podem morrer em paralisia respiratoria, a menos que 
recebam cuidados respiratorios intensivos apropriados, inclusive respiragao artificial; o obito tambem pode ser 
atribuido a pneumonia secundaria causada por outros microrganismos, alem do C. botulinum} 59294 ' 464 

De acordo com os CDC, anualmente ocorrem cerca de 145 casos de botulismo nos EUA, que representam os 
cinco tipos diferentes de infecgao. O primeiro deles e o botulismo classico veiculado por alimentos que, nos casos 
tipicos, afeta adultos e resulta da ingestao da toxina pre-formada presente no alimento contaminado; este tipo 
representa 13% dos casos notificados de botulismo. O segundo tipo - botulismo das feridas - resulta da produgao da 
toxina botulinica in vivo, depois da multiplicagao do C. botulinum em uma ferida infectada; estes casos representam 
cerca de 20% do total. O terceiro tipo - botulismo infantil - e o mais comum e representa cerca de 65% dos casos 
notificados nos EUA. Esse tipo de botulismo resulta da multiplicagao in vivo no interior do trato intestinal dos 
lactentes. A colonizagao intestinal do adulto, ou a toxemia do adulto, e o quarto tipo, que e muito raro, embora seja 
semelhante ao botulismo infantil. O quinto tipo defmido pelos CDC e o botulismo iatrogenico causado por uma 
hiperdose da toxina botulinica e tambem e muito raro. 80,464 Nesse ultimo grupo, esta incluido o “botulismo 
inalatorio” resultante da aerossolizagao e inalagao da toxina botulinica. Esse tipo pode ser considerado como uma 
ameaga de bioterrorismo e a toxina de C. botulinum e classificada como arma potencial de bioterrorismo. 80 ' 464 Os 
alimentos processados em casa, mais que os alimentos processados comercialmente, foram envolvidos na maioria 
dos surtos de botulismo veiculado por alimentos. Entre os alimentos implicados mais comumente estao vegetais (p. 
ex., tomates, suco de tomate, vagem, verduras, pimentas, milho, beterraba e espinafre enlatados em casa), peixes (p. 
ex., atum processado em casa, salmao defumado, ovas de peixes, atum processado comercialmente, pescada 
defumada etc.), frutas (creme de maga enlatado em casa, amoras-pretas) e diversos outros itens alimentares (p. ex., 
guisados de came, chili, molho de espaguete, frios etc.). Os sinais e sintomas do botulismo veiculado por alimentos 
incluem diplopia e/ou borramento visual, ptose palpebral, fala arrastada, dificuldade de engolir, boca seca e fraqueza 
muscular. 80 

O botulismo infantil foi reconhecido como uma doenga clinica diferenciada em 1976. Entre 1976 e 1988, foram 
diagnosticados 760 pacientes com essa doenga. 14,2 '’ 4 O botulismo infantil foi notificado em muitos estados dos EUA, 
mas o maior numero de casos ocorre na California. A maioria dos casos notificados ao oeste do rio Mississippi e do 
tipo A; a maioria das notificagoes ao leste deste rio e do tipo B. A idade dos bebes afetados varia de 6 dias a 11,7 
meses e os dois sexos sao acometidos com a mesma frequencia. Os bebes ingerem esporos (nao toxina pre-formada) 
do solo, da poeira domestica, do mel ou de alguma outra fonte. Dentro do intestino, o C. botulinum multiplica-se e 
produz toxina. As manifestagoes clinicas sao constipagao intestinal (em geral, o primeiro sinal), irritabilidade, 
dificuldade de mamar e deglutir, alteragao do padrao de choro, hipotonia e fraqueza muscular. Por fim, o bebe 
parece “molengo” e perde o controle postural da cabega. Em seguida, podem ocorrer ptose, oftalmoplegia, 
expressao facial flacida, disfagia e outros sinais neurologicos. Por fim, ha insuficiencia ou parada respiratoria, que 
requer suporte ventilatorio. Uma porcentagem pequena dos bebes com botulismo infantil confirmado 
laboratorialmente morre. O botulismo infantil e responsavel por uma porcentagem pequena dos casos da sindrome 
de morte siibita do lactente. 44 

O diagnostico do botulismo classico veiculado por alimentos e confirmado nos laboratories de referencia (p. ex., 
CDC) com a demonstragao da toxina botulinica no soro, nas fezes, no conteudo gastrico ou no vomito. Alem disso, 
o microrganismo pode ser isolado das fezes. 80,294,464 A detecgao da toxina botulinica no alimento implicado 
epidemiologicamente, com ou sem isolamento do microrganismo, ajuda a confirmar que este alimento esteve 
envolvido no surto. Cerca de 15 a 20 ml de soro e 25 a 50 g de fezes devem ser colhidos para envio ao laboratorio 
de referencia apropriado, conforme as orientagoes do funcionario responsavel do setor de saude publica estadual ou 
federal, que pode colaborar com a investigagao epidemiologica e laboratorial. Nos casos suspeitos de botulismo das 
feridas, devem ser obtidas amostras de exsudato ou swabs retirados da ferida, alem de tecidos (p. ex., especimes de 
necropsia) e fezes. 

Quando ha suspeita de botulismo infantil, deve-se colher soro (2 a 3 mf) e a maior quantidade possivel de fezes 
(de preferencia, 25 a 50 g) em um recipiente plastico a prova de vazamento, que entao devem ser refrigerados ou 
colocados em uma caixa com gelo para envio. Contudo, em muitos casos ou mesmo na maioria deles, esses bebes 
tern constipagao intestinal nos estagios iniciais da doenga e nao ha fezes disponiveis. Por essa razao, o medico deve 
decidir se o risco de colher um especie de swab anorretal e clinicamente justificado para que o laboratorio isole C. 



botulinum desta fonte. O botulismo das feridas e causado pela infecgao de uma ferida pelo C. botulinum. Um tipo 
especial de botulismo das feridas foi atribuido a injegao de heroina com alcatrao. A maioria dos pacientes com esse 
tipo de botulismo provinha da California. 5 ' 2 

Embora nem todos, alguns laboratories dos departamentos de saude estaduais fomecem servigos diagnostics 
para botulismo. Com a aprovagao previa dos CDC e/ou do laboratorio do departamento de saude estadual local, as 
amostras podem ser enviadas aos CDC para diagnostico laboratorial. A confirmagao do diagnostico clinico de 
botulismo baseia-se na demonstragao da toxina botulinica (teste de neutralizagao em camundongo) no soro ou nas 
fezes e/ou identificagao do C. botulinum nas fezes. 80 ' 464 O isolamento e a identificagao desse microrganismo sao 
realizados por tecnicas bioquimicas em cultura convencional e confirmados pelo teste de neutralizagao da toxina. A 
toxina tern sido apenas raramente detectada em soro de bebe infectado. E recomendavel que a cultura e o teste para 
toxina do C. botulinum sejam realizados apenas nos laboratories de referenda adequadamente equipados para estes 
procedimentos especializados. Durante a investigagao de uma possivel agao terrorista, os materiais potencialmente 
uteis seriam soro, aspirado gastrico, fezes, amostras ambientais ou swabs nasais, que devem ser reffigerados ate que 
possam ser transportados a um laboratorio de referenda para exame. O leitor interessado pode obter detalhes 
adicionais nas references citadas a seguir. 80 ’ 464 

Infecgoes causadas por C. tetani. Tetano e uma doenga infecciosa causada pelo C. tetani. Existe uma vacina 
eficaz para evitar a doenga. Nos paises mais desenvolvidos que dispoem de estrategias eficazes de imunizagao, essa 
doenga e encontrada mais comumente entre os usuarios de drogas injetaveis. Nos EUA, a incidencia relatada da 
infecgao por C. tetani foi de 233 casos entre 2001 e 2008, com media aproximada de 29 casos por ano. 1 A taxa de 
mortalidade (dos pacientes com evolugao conhecida) foi de 13,2%, mas aumentou para 31,3% na faixa etaria > 65 
anos. 82 O tetano e uma doenga dramatica, que se caracteriza por contragoes espasticas dos musculos voluntaries e 
hiper-reflexia. A doenga e causada pelas agoes de duas toxinas (tetanolisina e tetanospasmina) produzidas por C. 
tetani. s& ’ 159 ’ 464 O tetano guarda algumas semelhangas com a difteria, porque a infecgao e o microrganismo 
permanecem localizados (em geral, uma pequena ferida com perfuragao), enquanto a toxina e absorvida e causa os 
efeitos sistemicos principais. Os esporos de C. tetani, assim como de C. botulinum, estao amplamente dispersos no 
solo e tambem nos ambientes aquaticos. Em geral, o tetano resulta da contaminagao de feridas com perfuragao, 
laceragoes ou mesmo de lesoes por esmagamento por esporos. t ' 4 A contaminagao fecal do cordao umbilical tern 
sido a causa da infecgao por C. tetani em alguns casos de tetano neonatal. 40 O periodo de incubagao varia de 3 a 21 
dias. Depois de uma lesao com perfuragao localizada, pode haver infecgao mista dos pianos profundos envolvendo 
anaerobios e aerobios nos tecidos desvitalizados; isto diminui a pressao de oxigenio e reduz o Eh e, deste modo, 
oferece as condigoes favoraveis a germinagao dos esporos de C. tetani, a multiplicagao das celulas vegetativas e a 
liberagao de tetanospasmina depois da autolise das bacterias. 2 A tetanospasmina liga-se as terminagoes dos nervos 
motores perifericos e e levada ao longo dos nervos ate o sistema nervoso central (SNC). A toxina liga-se aos 
gangliosidios do SNC e bloqueia os estimulos inibitorios enviados aos neurdnios motores. Os pacientes tern 
espasmos musculares prolongados dos musculos extensores e flexores. A tetanospasmina fixa-se aos locais de 
ligagao das jungoes mioneurais e, deste modo, inibe a liberagao de acetilcolina. Esse processo e semelhante ao da 
ligagao da toxina botulinica as jungoes mioneurais, com excegao de que os locais de ligagao da tetanospasmina e da 
toxina botulinica sao diferentes. 15122 Como foi mencionado antes, os pacientes com tetano tern contragoes 
musculares espasticas, dificuldade de abrir a mandibula (“trismo” ou mandibula travada), um sorriso tipico 
conhecido como “riso sardonico” e contragoes dos musculos dorsais, resultando no arqueamento do corpo para tras. 
Os pacientes fleam extremamente irritaveis e desenvolvem convulsoes tetanicas desencadeadas por contragoes 
musculares violentas e dolorosas depois de estimulos minimos (p. ex., um ruido no ambiente). 15 

A aplicagao rotineira das vacinas e da antitoxina tetanica como medidas terapeuticas para feridas e os avangos 
das praticas obstetricas ajudaram muito a reduzir a incidencia da doenga e melhorar o prognostico quando a infecgao 
ocorre. Hoje em dia, 50% das infeegoes sao secundarias a contaminagao de feridas (traumaticas ou cirurgicas) e 
abscessos, alem dos casos associados ao uso de drogas ilicitas injetaveis. 59 O tetano e uma doenga de notificagao 
compulsoria nos EUA e existem relatos de infeegoes depois de operagoes de reparo laparoscopico de hernias e um 
caso raro de bacteriemia de um paciente de 87 anos, no qual uma suposta fonte de bacterias endogenas foi 
reconhecida como causa da doenga. 209 

O tetano e uma emergencia medica e requer internagao hospitalar, tratamento imediato com imunoglobulina 
antitetanica humana (IGT) (ou antitoxina equina), vacinagao contra o tetano e farmacos para controlar os espasmos 


musculares. Alem disso, o piano terapeutico apropriado tambem inclui cuidados rigorosos com as feridas e 
antibioticos. O diagnostico esta baseado mais nas manifestagoes clmicas do que em exames laboratoriais. 

Em geral, a ferida antecedente e trivial ou inexpressiva. A coloragao direta dos esfregagos pelo Gram e as 
culturas para anaerobios do material retirado da ferida frequentemente nao conseguem isolar C. tetani. Quando e 
isolado em cultura, esse microrganismo produz esporos terminals arredondados, forma colonias dispersivas ou 
crescentes no agar-sangue para anaerobios, produz quantidades significativas de acetato e butirato com quantidades 
minimas de propionato, tern reagoes negativas de lipase e lecitinase no agar gema de ovo (EYA; do ingles, egg yolk 
agar) e e assacarolitico (Prancha 16.4 A e B). 

Infecqoes causadas por cocos gram-positivos e gram-negativos anaerobios. Os cocos anaerobios 
encontrados mais comumente nos especimes clinicos sao Finegoldia magna (antes conhecida como 
Peptostreptococcus magnus), Peptostreptococcus anaerobius, Peptoniphilus asaccharolvticus (antes 
Peptostreptococcus asaccharolvticus), Anaerococcus prevotii (antes Peptostreptococcus prevotii), Parvimonas 
micra (antes Peptostreptococcus micros e Micromonas micros) e Streptococcus intermedins . 446 A Tabela 16.2 
descreve as alteragoes da nomenclatura dos cocos anaerobios. Restam poucas duvidas de que os cocos anaerobios 
possam ser patogenicos aos seres humanos em determinadas condigoes clmicas. Esses microrganismos podem ser 
isolados em cerca de 25% de todas as infecgoes anaerobias. 348 Com as doengas pulmonares, ate 40% das infecgoes 
anaerobias podem conter um coco anaerobio gram-positivo, especialmente F. magna, P. micra ou P 
anaerobius , 348 ’ 351 . 446 Com excegao de F. magna, a maioria das infecgoes que envolvem cocos gram-positivos 
anaerobios e polimicrobiana 446 e esta associada a abscessos, desde abscessos cutaneos comuns ate abscessos 
cerebrais potencialmente fatais. Alem disso, esses microrganismos tambem foram isolados de pacientes com 
bacteriemia, meningite, pneumonia necrosante, abortamento septico e infecgoes de ulceras de pressao e outras 
infecgoes da pele e dos tecidos moles. F. magna e o coco gram-positivo anaerobio patogenico mais comum isolado 
em cultura pura. Essa bacteria tern alguns fatores patogenicos, inclusive fatores de adesao, uma capsula e varias 
enzimas; alguns estudos demonstraram que ela causa endocardite, mediastinite, infecgoes articulares septicas, 
infecgoes de proteses implantadas, infecgoes respiratorias e infecgoes do pe diabetico. 1 70 ’ 252 ' 487 p micra e um 
patogeno predominantemente oral e esta envolvida mais comumente na doenga periodontica. Contudo, essa bacteria 
foi associada a infecgoes polimicrobianas dos ossos e das articulagoes, abscessos cerebrais, septicemia e feridas 
causadas por mordidas humanas, entre outras. 148 P. anaerobius foi isolado de infecgoes polimicrobianas do abdome, 
do trato geniturinario e das vias respiratorias. Assim como P micra, P. anaerobius tambem foi associado as 
infecgoes orais, inclusive abscessos peritonsilares e abscessos periapicais dos canais radiculares. 396 

Atopobium parvulum (antes conhecido como Streptococcus parvulus) foi isolado das culturas orais de pacientes 
com infecgoes odontogenicas, embora a contribuigao especifica desta bacteria para a infecgao em geral nao esteja 
defmida. 128 

Staphylococcus saccharolyticus e uma especie estafilococica anaerobia coagulase-negativa, que faz parte da 
microbiota normal da pele. Essa bacteria foi considerada responsavel por endocardites de valvas naturais e 
artificiais. Alem disso, S. saccharolyticus foi isolado de um paciente com espondilodiscite e tambem de uma bolsa 
com concentrado de hemacias armazenadas. 8187 ' 2 '’ 7 S. aureus subesp. anaerobius e um estafilococo anaerobio, que 
pode causar doengas em animais e seres humanos. Essa bacteria foi isolada de abscessos e identificada como causa 
de bacteriemia. 141 ’ 368 

Os cocos gram-negativos anaerobios causam infecgoes com frequencia muito menor que os outros cocos 
anaerobios ou microaerofilos. 238,446 Existem relatos raros de meningite, osteomielite, infecgoes de proteses 
articulares, discite, endocardite e bacteriemia envolvendo principalmente a V parvulaP . 45 . 94 > 298 . 312 > 31 6 p m alguns 
desses casos, o paciente tinha alguma doenga coexistente, inclusive infecgao periodontica primaria, ou a infecgao 
ocorreu depois de uma intervengao cirurgica ou outros procedimentos invasivos (p. ex., endoscopia). 

O Boxe 16.8 descreve informagoes quanto ao significado clinico dos cocos anaerobios. As Tabelas 16.27 e 
16.28 descrevem as caracteristicas para identificagao dos cocos gram-positivos e gram-negativos anaerobios, 
respectivamente. 


Isolamento das bacterias anaerobias 


As etapas envolvidas no diagnostico laboratorial das infecgoes bacterianas anaerobias sao semelbantes em varios 
aspectos aos procedimentos usados com bacterias aerobias, conforme descrito nos Capitulos 1 e 2. Para isolar 
bacterias anaerobias, deve-se dar atengao especial a selegao, a coleta e ao transporte apropriados dos especimes 
clinicos. O processamento dos especimes, a escolha dos meios, os metodos de inoculagao e incubagao e a inspegao 
das culturas positivas sao procedimentos laboratoriais, que precisam estar sujeitos a um programa de controle da 
qualidade. A realizagao incorreta de qualquer etapa pode produzir resultados erroneos e, deste modo, resultar no 
fomecimento de informagoes equivocadas ao medico. 

Selegao dos especimes para cultura 

Com poucas excegoes, todos os materiais obtidos de estruturas que nao abrigam uma microbiota autoctone (p. ex., 
outros liquidos corporais alem de urina, exsudatos de abscessos profundos, aspirados obtidos por agulha fma e 
biopsias de tecidos) devem ser cultivados para bacterias anaerobias. Contudo, como os anaerobios vivem 
normalmente na pele e nas mucosas como parte da microbiota autoctone, os especimes relacionados na Tabela 16.5 
nao sao aceitaveis para cultura de anaerobios, porque os resultados nao podem ser interpretados. 

Tabela 16.5 Especimes que nao devem ser usados nas culturas para bacterias anaerobias. 

5i/rafofaringeos ou nasofaringeos 
Swabs gengivais 

Escarro ou especimes de broncoscopia" 

Conteudo do estomago e do intestino delgado, fezes, swabs retais, secreqio de fistulas enterocutaneas, estomas de colostomia 6 

Superficies das ulceras de press®, amostras de swab das paredes incrustadas de abscessos, mucosas e escaras 

Material localizado perto da pele ou das mucosas, alem dos gue foram citados acima, mas gue nao foi descontaminado adeguadamente 

Urina eliminada espontaneamente 

Swabs cervicais ou vaginais 

a A coleta de especimes broncoscopicos utilizando um broncoscopio de fibra optica esteril pode ser aceitavel para culturas 
anaerobias. 

b Quando ha indicagao clinica, os especimes originados dessas fontes podem ajudar a diagnosticar botulismo e doenga 
intestinal causada por Clostridium difficile e C. perfringens. 

Em geral, outros swabs alem dos que foram citados antes nesta tabela, nao devem ser processados para anaerobios quando 
sao obtidos de feridas, sem conversar antes com a equipe de saude quanto a necessidade de obter aspirados, liquidos 
corporais ou amostras de tecidos, sempre que isto for possivel. Os swabs enviados do centra cirurgico para cultura de 
anaerobios nao devem ser processados. 

Coleta e transporte dos especimes 

Quando os especimes sao colhidos atraves da pele ou das mucosas, devem ser adotadas precaugoes rigorosas de 
descontaminagao adequada das superficies. Para isso, deve-se realizar esffegagao com sabao cirurgico e, em 
seguida, aplicar alcool etilico ou isopropilico a 70% e, por fim, tintura de iodo (ou iodopovidona a 10%, Betadine® 
por 2 minutos ou, mais recentemente, clorexedina). Essas solugoes devem ser aplicadas em circulos concentricos 
comegando do centro. Como alguns pacientes sao sensiveis ou alergicos a tintura de iodo, e importante remove-lo 
com alcool depois de collier o especime. 


Boxe 16.8 


Manifesta^oes ch'nicas associadas a alguns cocos gram-positivos anaerobios 
Especie Infecgoes ch'nicas 

Finegoldia magna Bacteriemia e endocardite; 170,4fi ' infecgoes dos tecidos moles; 257 infecgoes de proteses 




articulares 


Parvimonas micro 


Patogeno predominantemente oral; 348,351,396 feridas causadas por mordidas humanas; 446 
osteomielite e infec^oes de proteses articulares 446 


. 348 , 351,396 


Peptostreptococcus anaerobius 


Bacteriemia e endocardite; 108 isolado de muitos outros especimes dinicos 446 


Peptoniphilus spp. 


Variam entre as especies, que sao isoladas comumente de infec^oes polimicrobianas e de 
alguns especimes dinicos diferentes 351,446 


Anaerococcus spp. 


Variam entre as especies, que sao isoladas comumente de infec^oes polimicrobianas e de 
alguns especimes dinicos diferentes 351,448 


A. prevotii 


Artrite septica 230 


Atopobium parvulum 


Abscessos dentarios 28 


Staphylococcus saccharolyticus 


Bacteriemia; endocardite de proteses valvares; 267 concentrado de plaquetas contaminado 8 


Adaptado da referenda 243 e de outras references citadas no boxe. 

Sempre que for possivel, deve-se usar agulha e seringa para colher especimes para cultura de anaerobios. A 
coleta de especimes por swab nao deve ser recomendada, porque eles nao permitem recolher uma quantidade 
suficiente de material e tambem porque expoe os anaerobios (quando presentes) ao oxigenio ambiente. Alguns 
estudos demonstraram que, quando havia material purulento abundante no especime, a sobrevida nos swabs era 
suficiente e o indice de isolamento aumentava, contando que eles fossem transportados em dispositivos apropriados 
ao transporte de anaerobios. De qualquer modo, a coleta de liquidos, aspirados ou biopsias de tecidos e preferivel 
para o isolamento otimo das bacterias anaerobias. 96 Depois de colher qualquer especime, devem ser adotadas 
precaugoes especiais para protege-los contra a exposigao ao oxigenio e, acima de tudo, para leva-los imediatamente 
ao laboratorio. 

Hemoculturas para anaerobios 

As tecnicas de hemocultura devem assegurar o isolamento ideal dos anaerobios obrigatorios, assim como dos 
aerobios e dos anaerobios facultativos. Antes da decada de 1980, os anaerobios eram encontrados em cerca de 9 a 
20% de todos os conjuntos de hemoculturas realizadas em alguns centros medicos. 159 Ao longo das ultimas duas ou 
tres decadas, em razao principalmente dos protocolos de profilaxia cinirgica para procedimentos dos tratos GU e GI, 
os anaerobios tem sido responsabilizados por < 5% a 10% das bacteriemias, dependendo das populagoes especificas 
de pacientes. 58,155 ’ 229,354 Um estudo realizado na Mayo Clinic em 2007 sugeriu a possibilidade de ressurgimento da 
bacteriemia anaerobia, enfatizando que as hemoculturas sempre deveriam incluir inoculagoes em meios aerobios e 
anaerobios. Pode haver diferengas entre a incidencia dos anaerobios nos diversos contextos hospitalares (p. ex., 
hospitais comunitarios versus centros medicos de nivel terciario), mas as inoculagoes para anaerobios devem ser 
realizadas com todas as hemoculturas como pratica rotineira; isto assegura a avaliagao ideal dos pacientes, que 
supostamente tenham bacteriemia. 12 Um estudo recente demonstrou prognostico adverso dos pacientes com 
bacteriemia por Bacteroides resistentes aos antibioticos, reforgando o interesse renovado pelo diagnostico 
laboratorial da bacteriemia e a necessidade de realizar testes de sensibilidade antimicrobiana com estas 
bacterias. 214,355 Em outro estudo com receptores de transplantes de medula ossea, 17% de todas as infecgoes da 
corrente sanguinea foram atribuidas aos anaerobios, dentre os quais o mais comum era F. nucleatum, seguido de 
Leptotrichia buccalis, C. septicum e C. tertium. Nesse grupo, os fatores de risco eram neutropenia e mucosite. 274 

Nunca e demais enfatizar a importancia da descontaminagao da pele ao redor da area da pungao venosa, de 
forma a assegurar o isolamento ideal dos anaerobios significativos. A clorexedina parece ser comparavel ou mais 
eficaz que o alcool e a iodopovidona (ou alcool e tintura de iodo) e, hoje em dia, e utilizada como antisseptico 
cutaneo em alguns centros medicos. 26,332 De forma a assegurar o isolamento maximo dos microrganismos dos 
pacientes com infecgoes da corrente sanguinea, o volume da amostra de sangue dos pacientes adultos deve ser de 20 



a 30 m £ por pungao venosa. 503 Nos recem-nascidos e nas criangas maiores, geralmente sao coletados volumes 
menores (p. ex., 0,5 mf dos bebes; 2 a 5 mf das criangas maiores), dependendo do peso do paciente. A coleta de 
mais que tres amostras de sangue por periodo de 24 horas para diagnosticar um episodio suspeito de bacteriemia nao 
e necessaria e nem recomendavel a qualquer paciente. ’ 1 ' 

Quando se utilizam sistemas de hemocultura automatizados, os frascos disponiveis atualmente para promover o 
crescimento das bacterias anaerobias obrigatorias, assim como das bacterias anaerobias facultativas, sao os 
seguintes: 

Bactec® Plus Anaerobic/F (resina, anaerobio; ate 10 mC de sangue) 

Bactec® Lytic/10 Anaerobic F (agente litico; anaerobio; ate 10 mC de sangue) 

Bactec® Anaerobic F (anaerobio padrao; ate 7 m£ de sangue) 

BacT/Alert® (anaerobio padrao; ate 10 m£ de sangue 

BacT/Alert® FN (FAN, anaerobio com carvao ativado; ate 10 mC de sangue) 

Versa Trek REDOX 2® Anaerobic Broth (anaerobio padrao; ate 10 mC de sangue) 

Os sistemas de hemocultura automatizados tern um espago proximal especial, que contem atmosfera anaerobia 
composta de nitrogenio e dioxido de carbono (sem oxigenio). Os frascos aerobios e anaerobios devem ser agitados 
durante a incubagao e devem ser incubados a 35°C por 5 dias. Quando um frasco aerobio ou anaerobio demonstra 
indicios de crescimento, devem ser preparadas subculturas para aerobios e anaerobios; o agar-sangue para 
anaerobios pode ser usado para estas subculturas, seguidas da incubagao em anaerobiose. O uso dos meios de 
cultura seletivos para a subcultura anaerobia (p. ex., agar-sangue para anaerobios com alcool feniletilico [AFE], ou 
agar-sangue com canamicina-vancomicina), alem do agar-sangue nao seletivo para anaerobios, e recomendado para 
facilitar o isolamento destas bacterias dos pacientes com bacteriemia polimicrobiana. Os anaerobios podem ser 
isolados ocasionalmente dos frascos de hemocultura para aerobios. O sistema de lise/centrifugagao (Isolator®; 
Wampole, Cranbury, NJ) e o sistema de hemocultura Septichek® (Roche, Indianapolis, IN) descritos nos Capitulos 
1 e 2 tiveram desempenho abaixo do ideal, em comparagao com os sistemas de caldo tradicional e Bactec® de 
hemocultura para anaerobios. E recomendavel que os laboratories que utilizam um desses sistemas tambem usem 
um metodo tradicional, ou outro sistema de cultura em caldo automatizado nas hemoculturas para anaerobios. 238 

Exame direto do especime chnico 

O exame macroscopico do especime e especialmente util a avaliagao da possivel presenga de anaerobios. Embora 
sejam desagradaveis, os indicios valiosos quanto a presenga dessas bacterias sao odor fetido, aspecto purulento dos 
especimes liquidos e presenga de tecido necrotico e gas ou granulos de enxofre (Prancha 16.2 C). 

A importancia do exame microscopico dos especimes clinicos foi enfatizada por varios autores e as informagoes 
fomecidas podem oferecer evidencia presuntiva imediata quanto a presenga de anaerobios. 238,313 Durante a 
preparagao das laminas para coloragao com Gram, a fixagao por metanol e muito melhor que a fixagao convencional 
por calor. Em seguida, deve-se observar e registrar o “pano de fundo” e as caracteristicas celulares do esfregago; a 
reagao ao corante de Gram; o tamanho, a forma e a disposigao das bacterias; e a quantidade relativa de 
microrganismos presentes. Tambem e importante verificar a existencia de esporos, seu formato e sua posigao na 
celula bacteriana e outras caracteristicas morfologicas distintivas (p. ex., ramificagao, filamentos com corpusculos 
esfericos, extremidades pontiagudas e formas granulares). Embora a coloragao pelo Gram geralmente seja suficiente 
para determinar as caracteristicas celulares, a coloragao com laranja acridina pode ajudar a detectar bacterias nas 
hemoculturas e nas culturas, no LCR, no liquido pleural ou articular e nos exsudatos. 269 As Pranchas 16.1, 16.2, 16.3 
e 16.4, bem como as Pranchas do Capitulo 1, ilustram a morfologia de varios anaerobios nas preparagoes coradas. 

Em geral, a presenga de varias celulas epiteliais escamosas sem celulas inflamatorias nas preparagoes coradas 
pelo Gram com material obtido de feridas cutaneas e secregoes das vias respiratorias e do trato urogenital indica 
qualidade insatisfatoria, ou seja, especimes colhidos superficialmente, que geralmente isolam misturas de 
microrganismos insignificantes da microbiota normal ou contaminantes de superflcie. E recomendavel limitar a 
amplitude dos procedimentos de identificagao quando os exames de microscopia direta demonstram que as amostras 
sao de ma qualidade, porque o valor preditivo destes testes e baixo. Evidentemente, os medicos devem ser 
notificados oportunamente quanto aos resultados do exame direto e ao problema da qualidade da amostra, antes de 


descartar as placas de cultura primaria. Os microbiologistas devem trabalhar em colaboragao direta com os medicos 
no sentido de melhorar a qualidade e a relevancia clinica dos especimes processados e dos resultados relatados. 

Escolha e utilizacao dos meios de cultura 

Conforme esta demonstrado nas Tabelas 16.6 e 16.7, os sistemas utilizados para isolar anaerobios dos especimes 
clinicos devem incluir meios seletivos, nao seletivos e de enriquecimento. Outros meios tambem podem ser 
incluidos ou substituir os que estao relacionados na Tabela 16.6. Por exemplo, o meio de glicose e came cozida e 
usado comumente em lugar o meio de tioglicolato enriquecido; o agar colistina-acido nalidixico (CNA; do ingles, 
colistin-nalidixic acid) pode ser usado em lugar do agar de AFE. O agar-sangue com paromomicina-vancomicina 
ou canamicina-vancomicina pode ser usado para o isolamento seletivo dos anaerobios gram-negativos NFE. O agar 
BBE e recomendado para a selegao e a identificagao presuntiva do grupo de Bacteroides fragilis e tambem se 
mostrou util como meio seletivo para Bilophila wadsworthia , 29,238 Os resultados obtidos com as formulagoes dos 
meios de semeadura (p. ex., Schaedler, Columbia, Brucella ou outros meios) podem nao ser inteiramente 
comparaveis a morfologia e as caracteristicas de crescimento dos anaerobios isolados nos meios a base de agar- 
sangue para anaerobios dos CDC (Pranchas 16.1 a 16.4). 

O uso de um agar-sangue nao seletivo para anaerobios contendo hemina, L-cisteina e vitamina K (p. ex., agar- 
sangue para Brucella ou agar-sangue dos CDC) e recomendado para o isolamento primario e a subcultura da 
maioria dos anaerobios, inclusive algumas bacterias tiol-dependentes ou que requerem aminoacidos contendo 
enxofre (p. ex., Fusobacterium nefrophorum ) e estreptococos tiol-dependentes exigentes, que tern sido isolados de 
pacientes com endocardite. Esse tipo de meio tambem favorece o crescimento excelente dos anaerobios estritos 
Clostridium novyi tipo B e Clostridium haemolyticum. Esses meios podem ser adquiridos por meio dos principais 
vendedores especializados. O Quadro 16.1 online descreve a formula do agar-sangue para anaerobios dos CDC. Os 
meios anaerobicamente esterilizados pre-reduzidos (PRAS; do ingles, prereduced anaerobically sterilized) podem 
ser adquiridos da Anaerobe Systems, CA. Algumas das placas de agar-sangue para anaerobios preparadas 
comercialmente podem ser armazenadas no refrigerador em sacos de celofane pelo menos por 6 semanas, contanto 
que sejam adotadas precaugoes para evitar ressecamento. Antes do uso, as placas podem ser pre-reduzidas 
mantendo-as por 4 a 16 horas em uma jarra de anaerobiose ou uma caixa anaerobia com luvas (camara de 
anaerobiose) com atmosfera contendo 85% de N 2 , 10% de H 2 e 5% de C0 2 . O meio de tioglicolato enriquecido 
(BBL-135C com suplementos de hemina e vitamina K,) e recomendado como backup para o meio de cultivo. Esse 
meio e especialmente util para cultivar especies de crescimento lento como Actinomyces e P. acnes. O caldo de 
glicose e came cozida e uma altemativa satisfatoria ao meio de tioglicolato enriquecido e e util para isolar especies 
de Clostridium pela tecnica de selegao dos esporos e como meio de manutengao das culturas anaerobias em geral. 

Em alguns tratados e artigos de referenda, os autores descrevem outros meios seletivos destinados a fmalidade 
especial de isolar anaerobios e estudar a microbiota. 1 "' 2 Alguns cientistas desenvolveram meios especificos para 
varios anaerobios exigentes. Smith e Moore descreveram meios seletivos e uma tecnica de enriquecimento a frio 
para facilitar o isolamento das especies de Mobiluncus das amostras vaginais. 441 Eley et al. descreveram um meio 
diferencial e seletivo para isolar Bacteroides ureolyticus. 142 Lee et al. elaboraram um meio seletivo para Bacteroides 
fragilis , 285 Malnick et al. formularam um meio seletivo novo para isolar especies de Anaerobiospirillum das fezes. 308 
Existem poucos meios seletivos descritos para isolar Fusobacterium necrophorum, especialmente de swabs 
faringeos e outros especimes respiratorios para diagnosticar faringite e a sindrome de Lemierre mais grave. F. 
necrophorum pode ser um dos componentes da microbiota oral, de forma que o simples isolamento desta bacteria da 
orofaringe nem sempre tern significado clinico; um meio seletivo pode ajudar a isolar esta bacteria do meio dos 
outros componentes da microbiota quando ha suspeita de infecgao. Estudos demonstraram que o acrescimo de 
sangue equino para detectar hemolise e o acrescimo de vancomicina e acido nalidixico para inibir o crescimento de 
algumas outras bacterias gram-positivas e gram-negativas da microbiota normal permitem o isolamento de F. 
necrophorum dos swabs faringeos. 24 84 Alguns desses meios seletivos anaerobios mais novos estao descritos na 
Tabela 16.7. 

O OxyPlate® e um meio disponivel no mercado, que pode ser usado para isolar anaerobios sem a necessidade 
de usar jarras, camaras ou bolsas de anaerobiose. Esse sistema consiste em placas de plastico, que sao fabricadas e 
usadas como vedagao, de forma que as condigoes anaerobias sejam mantidas em seu interior. Uma enzima 
Oxyrase® (Oxyrase, Inc., Mansfield, OH) incorporada ao meio remove o oxigenio do agar-sangue PRAS e tambem 


do espago existente acima do meio. Depois de serem inoculadas com os especimes ou as colonias, as placas sao 
armazenadas em uma incubadora aerobia comum. Ate hoje, foram realizados poucos estudos comparando o uso da 
OxyPlate® com as tecnicas de incubagao anaerobia convencionais. Um estudo com especimes oculares demonstrou 
que ele era equivalente a tecnica de isolamento de anaerobios em uma jarra GasPak® e, embora nao isolasse 
necessariamente mais anaerobios, poderia ser uma altemativa para o laboratorio, na medida em que nao seriam 
necessarias camaras e jarras de anaerobiose. 117 " 12 


Tabela 16.6 Exemplos de meios para isolamento primario de anaerobios dos especimes clinicos. 


Meio 


Ingredientes principals e comentarios 


Finalidade 


Agar-sangue para 
anaerobios dos CDC 
(AnBAP) 


Agar-sangue dealcool 
feniletilico para 
anaerobios (AFE) 


Agar-sangue com 
canamicina- 
vancomicina (KV) 


Agar-sangue com 
paromomicina- 
vancomicina (PV) para 
anaerobios 


Base de agar soja tripticase com sangue de carneiro a 5%; 
suplementado com extrato de levedura, hemina, vitamina K e 
l-cisteina para os anaerobios gue reguerem outros fatores de 
crescimento (p. ex., Prevotella melaninogenica, Fusobacterium 
necrophorum e outros). Outros meios basicos, inclusive agar- 
sangue para Brucella, infusao de cerebro-coragao (BHI), 
Schaedler e Columbia, promovem o crescimento excelente de 
alguns anaerobios, mas a morfologia e outras caracteristicas 
tendem a ser diferentes nestes meios 

Alem de confer os mesmos ingredientes da formula do agar- 
sangue para anaerobios dos CDC descrito antes, esse meio tern 
alcool feniletilico (2,5 g/£). 0 agar de AFE inibe as especies de 
Proteus dispersivas e inibe o crescimento de muitas outras 
bacterias gram-negativas anaerobias facultativas, inclusive a 
maioria das Enterobacteriaceae. 0 AFE e volatil. As placas 
devem ser hermeticamente fechadas em celofane ou sacos 
plasticos e armazenadas a 4°C. Um lote de placas gue nao 
consiga mais inibir o veu de Proteus deve ser descartado, 
independentemente da data de vencimento 

Contem a mesma formula do agar-sangue para anaerobios dos 
CDC (ver AnBAP acima), mas tambem inclui 100 mg/£ de 
canamicina e 7,5 mg/£ de vancomicina. A canamicina inibe 
muitos (embora nao todos) bacilos gram-negativos 
anaerobios facultativos, enguanto a vancomicina inibe as 
bacterias gram-positivas em geral (inclusive a maioria dos 
anaerobios e aerobios gram-positivos). Nessa concentragao, a 
vancomicina tambem pode inibir o crescimento de 
Porphyromonas spp. 

0 meio de PV lisado e semelhante a formula descrita acima, com 
excegao de gue a paromomicina na concentragao de 100 mg/£ 
substitui a canamicina. Tambem no meio de PV, o sangue e 
lisado antes de ser acrescentado (por congelamento e 
descongelamento). 0 desempenho desse meio e semelhante 
ao KV, com excegao de gue a paromomicina pode inibir alguns 
outros anaerobios facultativos resistentes a canamicina, 


Meio de cultura de agar-sangue nao seletivo para 
isolamento primario de todos os tipos de 
anaerobios encontrados nos especimes clinicos 
(ver texto e Pranchas 16.1 a 16.4) 


0 meio de AFE facilita o isolamento seletivo dos 
anaerobios dos materiais infectados contendo 
uma mistura de bacterias. Ele tambem 
favorece o crescimento adeguado da maioria 
dos anaerobios gram-positivos e gram- 
negativos obrigatorios. As bacterias gram- 
positivas anaerobias facultativas, inclusive 
estafilococos, estreptococos, Bacillus spp. e 
bacterias corineformes, tambem crescem bem 
nessemeio 

0 meio de KV e util para o isolamento seletivo da 
maioria das especies de Bacteroides, Prevotella, 
Fusobacterium e Veillonella dos especimes 
clinicos contendo misturas de bacterias 
aerobiase anaerobias 


0 agar de PV lisado e um meio excelente para o 
isolamento primario seletivo dos 
microrganismos do grupo de Bacteroides 
fragilis, Prevotella spp. pigmentadas e nao 
pigmentadas, Fusobacterium nucleatum, F. 
nefrophorum, F. mortiferum, Veillonella e outros 
anaerobios gram-negativos obrigatorios nao 




inclusive algumas cepas de Klebsiella. Semelhante ao agar de 

formadores de esporos. Nao e necessario usar 


KV, o meio de PV lisado deve inibir o cresdmento das bacterias 

ambos os meios de KV e PV; em vez disto, e 


gram-positivas. 0 sangue lisado pode facilitar o 

possi'vel escolher urn ou outro com base nas 


reconhecimento precoce de Prevotella pigmentada 

preferencias do microbiologista 

Agar ciclosserina— 

Base de soja tripticase ou proteose peptona contendo frutose e 

0 CCFA e util para o isolamento seletivo do C. 

cefoxitina-frutose 

indicador vermelho neutro. Alem disso, a ciclosserina (500 

difficile das amostras de fezes ou outros 

(CCFA) 

mg/£) e a cefoxitina (16 mg/£) sao acrescentadas para inibir a 

materiais intestinais. Contudo, o crescimento 


microbiota intestinal. Com 48 h de incubagao, C. difficile form 

no CCFA nao e especffico apenas para esta 


colonias rizoides amareladas com 4 mm de diametro ou mais, 

bacteria; por esta razao, a identificagao de uma 


gue apresentam estruturas internas cristalinas birrefringentes 

cultura pura tambem e necessaria, uma vez 


("opalescencia pontilhada") (Prancha 16.4 F). As colonias de C. 

que, com esse meio, e comum encontrar 


difficile apresentam fluorescencia amarelada guando sao 

crescimento de especies da fami'lia 


examinadas sob luz UV com comprimento de onda longo. 

Enterobacteriaceae, Bacillus spp., estafilococos 


Alem disso, seu odor e semelhante ao do esterco de cavalo. C. 

difficile e negativo para as atividades de lipase e lecitinase 

e outros dostridios 

AgarBBE 

0 agar BBE content digerido de casefna e soja. Flemina, vitamina 

0 agar BBE e usado para a selegao e identificagao 


K„ bile bovina e gentamicina sao inclui'das no agar como 

presuntiva dos membros do grupo de 


fatores seletivos. A bile ( oxgall ) tern agao inibitoria para a 

Bacteroides fragilis, inclusive Parabacteroides 


maioria das bacterias, gue nao fazem parte do grupo de B. 

spp. e Bilophila wadsworthia. As bacterias que 


fragilis. A hidrolise da esculina ajuda a diferenciar as especies 

crescem formam colonias cinzentas, circulares 


deste grupo; ao redor das colonias positivas, forma-se uma 

e elevadas com > 10 mm de diametro. 


zona escurecida 

Tambem ha escurecimento do agar ao redor 

das colonias que podem hidrolisar esculina. A 

maioria dos aerobios e anaerobios gram- 

negativos e inibida nesse meio, assim como as 

Enterobacteriaceae e outras bacterias aerobias 

gram-negativas 

Meiodetioglicolato (THIO) 

0 meio de TFIIO e urn meio h'quido enriquecido preparado por 

Esse meio e urn caldo nao inibitorio especialmente 

enriguecido 

suplementagao da formula do meio de tioglicolato BBL-0135C 

util para o isolamento primario dos 


(sem indicador) com hemina e vitamina K, 

actinomicetos. 0 THIO tambem e urn 

suplemento excelente para os meios 

semissolidos (/. e., agar) para isolar bacterias 

de crescimento lento ou exigentes. Esse meio 

favorece o crescimento adequado de quase 

todos os anaerobios encontrados comumente 

nos especimes ch'nicos 


Todos os meios descritos nesta tabela estao disponiveis em preparagoes fornecidas por varios fabricantes. 


Tabela 16.7 Outros meios usados para cultivar e selecionar anaerobios especificos. 


Meio 

Composi^ao 

Finalidade 

Agar-sangue com neomicina para 

anaerobios 

Agar TSA suplementado com extrato de levedura, vitamina 

Ki, hemina, cistina e agar-sangue de carneiro (SBA) a 

5% com neomicina 

Inibir a maioria das cepas de 5. aureus e muitas 

Enterobacteriaceae 




Agar Forget-Fredette 


Digerido de caseina e leite de soja, glicose e azida sodica Usado para cultivar Clostridium spp. 


Caldodedigeridode Hartley 
Agar Lombard Dowell 


Coraqio bovino, pancreatina, carbonato de sodio e HCI Usado para cultivar Actinomyces spp. 

Digerido de caseina, extrato de levedura, cistina, Usado para isolar a maioria dos anaerobios 

triptofano, sulfito de sodio, hemina e vitamina Ki 


Agar basico McClung-Toabe com Peptona, glicose e emulsao de gema de ovo 
gema de ovo 


Usado para isolar e cultivar C. perfringens 


Agar Shaidi-Ferguson para 
Perfringens 


Triptose, digerido de came de soja, extrato de levedura, Usado para isolar e contar colonias de C. 

citrato de amonio ferrico, sulfito de sodio, emulsao de perfringens; estas bacterias formam colonias 

gema de ovo, canamicina e sulfato de polimixina pretas circundadas por urn precipitado 


Agar triptose-sulfito-ciclosserina Triptose, extrato de came bovina, digerido de came de Usado para isolar e contar colonias de C. perfringens 

soja, extrato de levedura, sulfato de amonio ferrico, 
citrato de amonio ferrico, ciclosserina, polimixina B e 
canamicina 


Caldo de Wilkens-Chalgren para 
anaerobios 


Digerido de caseina, gelatina, peptona, extrato de 
levedura, glicose, piruvato sodico, arginina, hemina e 
vitamina ^ 


Usado para cultivar a maioria dos anaerobios; 
tambem e utilizado nos testes de sensibilidade 
antimicrobiana 


Agar seletivo para fusobacterium SBA com josamicina, neomicina e vancomicina 


Inibe a maioria dos aerobios e anaerobios gram- 
positivos, bem como muitos outros anaerobios 
gram-negativos, exceto especies de 
Fusobacterium 


Meios seletivos para Fusobacterium 
necrophorum 


Agar-sangue de cavalo com acido nalidi'xico e vancomicina Inibe a maioria das bacterias gram-positivas e 

alguns aerobios e anaerobios gram-negativos; 
a (5-hemdlise do sangue de cavalo ajuda a 
identificar especificamente F. necrophorum 
derivada dos swabs farfngeos ou outros 
especimes respiratorios guando se suspeita de 
doen^a de Lemierre 


Sistemas para cultivo de bacterias anaerobias 

Estudos comparativos demonstraram que os sistemas descritos a seguir, quando sao utilizados adequadamente, 
foram satisfatorios ao cultivo das bacterias anaerobias associadas comumente as doenqas humanas: 255,400 jarras de 
esvaziar-substituir; jarras anaerobias com geradores descartaveis de gas; tecnicas utilizando camara de anaerobiose; 
e Roll Tube System e Roll-Streak System com meios PRAS. O Boxe 16.9 descreve os principios gerais necessarios 
para a aquisigao dos resultados ideais. Bacic e Smith descreveram metodos apropriados para o cultivo e 
armazenamento das especies de Bacteroides e, em seu artigo, fomeceram informagoes uteis acerca de alguns dos 
varios metodos usados para incubar anaerobios, citando as vantagens e desvantagens destas tecnicas. 2 " 

Uso da jarra de anaerobiose 

As jarras de anaerobiose sao utilizadas comumente para cultivar bacterias anaerobias em meios de cultura primaria, 
ou em placas de subcultura. A jarra GasPak® (Becton Dickinson) ilustrada na Figura 16.2 tern sido utilizada ha 
muitos anos nos laboratories clinicos americanos. 31 A jarra de anaerobiose Oxoid® (Figura 16.3) tern uma tampa 
metalica, valvulas de Schrader e calibrador de pressao. Assim como a jarra GasPak®, a jarra Oxoid® pode ser 
usada como uma jarra de esvaziar-substituir, ou com um gerador descartavel de gas. Outros fabricantes de jarras de 



anaerobiose disponiveis comercialmente sao a Hardy Diagnostics (Santa Maria, CA) e a Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, MA), entre outros. O principio basico das jarras que requerem um catalisador (p. ex., GasPak®) e a 
remogao do oxigenio da camara por reagao com o hidrogenio acrescentado ao sistema em presenga do catalisador. O 
oxigenio e reduzido em agua na seguinte reagao: 2H 2 + 0 2 + catalisador = 2H 2 0. 


Boxe 16.9 


Principios necessarios ao isolamento ideal de anaerobios 

1. Coleta apropriada dos especimes clmicos, de acordo com as diretrizes adotadas pelo laboratorio. 

2. Transferencia apropriada e oportuna dos especimes clmicos ao laboratorio. 

3. Rotulagao adequada, inclusive tipo de especime e local da coleta. 

4. Criterios de rejeigao publicados e adotados pelo laboratorio. 

5. Processamento dos especimes com exposigao minima ao oxigenio atmosferico. 

6. Uso de meios frescos ou pre-reduzidos. 

7. Uso de um conjunto de meios seletivos e nao seletivos. 

8. Uso adequado de um sistema de incubagao em anaerobiose. 



■ FIGURA 16.2 Sistema anaerobio GasPak® (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD): a jarra contem 
placas inoculadas, tubos com caldo, um envelope com gerador de hidrogenio e dioxido de carbono GasPak®, uma fita 
indicadora com azul de metileno descartavel e uma cesta com o catalisador na tampa. 

As condigoes anaerobias podem ser produzidas nos sistemas de jarra pelo gerador de hidrogenio-dioxido de 
carbono descartavel (GasPak®, Oxoid®), ou pela tecnica de esvaziar-substituir. Essa ultima tecnica, por meio da 
qual o ar dentro da jarra e removido e substituido por uma mistura de N 2 a 85%, H 2 a 10% e C0 2 a 5%, e mais 
economica que os geradores de gas e assegura o estabelecimento mais rapido das condigoes anaerobias. Qualquer 
recipiente a prova de ar pode ser usado, inclusive uma jarra GasPak® com tampa ventilada, uma jarra de Brewer, 
uma jarra Oxoid® ou ate mesmo uma panela de pressao adaptada. 




As condigoes anaerobias sempre devem ser monitoradas quando se utilizam as duas tecnicas em jarra por 
inclusao de um indicador de oxidagao-redugao. As fitas com azul de metileno estao disponiveis no mercado para 
essa fmalidade. Como altemativa, um tubo de ensaio de 13 mm x 100 mm contendo alguns mililitros de uma 
mistura de glicose-NaHC0 3 -azul de metileno pode ser colocado dentro da jarra. O azul de metileno e azul quando 
esta oxidado e clareia quando esta reduzido. As alteragoes de cor ficam em tomo de +11,0 mV. Desse modo, quando 
as condigoes de anaerobiose sao obtidas, a solugao indicadora com azul de metileno toma-se progressivamente 
incolor e assim permanece, contanto que nao haja violagao de forma a permitir que mais oxigenio entre no sistema. 
Quando a solugao torna-se azul depois de estar incolor, isto indica que as condigoes anaerobias nao foram mantidas 
e que os resultados da cultura podem nao ser confiaveis. 





■ FIGURA 16.3 A jarra de anaerobiose Oxoid®(Oxoid USA, Columbia, MD) consiste em uma jarra de policarbonato de 3,5 f, 
que e fechada por uma tampa metalica e grampo de metal resistentes. O centra da tampa tern duas valvulas de Schrader e 
um aferidor de pressao para mais ou menos; as duas valvulas tern a finalidade de facilitar a tecnica de esvaziar-substituir 
(E/S). Tambem ha uma valvula de seguranga na tampa, para evitar pressao gasosa extra causada pelo uso incorreto da 
tecnica de E/S. Um sache contendo um catalisador de baixa temperatura e preso na superficie interna da tampa. Em vez de 
usar a tecnica de E/S, a jarra pode ser utilizada com o kit gerador Oxoid®fornecido pelo fabricante. 

Mais recentemente, foram introduzidos sistemas geradores de gases para anaerobiose, que nao necessitam de 
catalisador ou acrescimo de agua para ativa-los. O AnaeroPack® (Mitsubishi Gas Chemical America, Nova York, 
NY), por exemplo, absorve oxigenio e produz dioxido de carbono, mas nao forma hidrogenio. Esse sistema parece 
ser uma alternativa excelente ao GasPak® e outros sistemas de incubagao anaerobia mais conhecidos. 114 A Becton 
Dickinson ainda distribui seu sistema BBL GasPak® tradicional, mas tambem introduziu o recipiente gerador de 
gas GasPak EZ® e os GasPak® Generating Pouch Systems, que utilizam um sache ou uma bolsa, respectivamente, 
sem necessidade de acrescentar agua para gerar as condigoes de anaerobiose. Outro tipo de sistema sem catalisador 





disponivel no comercio usa limalhas de ferro em um sache, ao qual se acrescenta agua (Anaerocult®, Merck, 
Darmstadt, Alemanha), resultando em uma atmosfera rica em dioxido de carbono e livre de oxigenio. 2 O leitor 
pode obter mais informagoes sobre qualquer um desses produtos nas paginas dos fabricantes na Internet. 

Uso de camara de anaerobiose 

A camara de anaerobiose e um sistema isolado onde se produz anaerobiose, que permite que o microbiologista 
processe especimes e realize a maioria das tecnicas bacteriologicas para isolar e identificar bacterias anaerobias sem 
que haja exposigao ao ar. As camaras de anaerobiose apropriadas ao cultivo de anaerobios podem ser fabricadas 
com varios materiais, inclusive ago, plastico acrilico ou fibra de vidro (Figura 16.4). A camara anaerobia de plastico 
vinilico flexivel e suas modificagoes estao disponiveis em varios tamanhos fomecidos por diversos fabricantes, 
inclusive: Coy Manufacturing (Ann Arbor, MI); A Forma Scientific (Marietta, OH); e Toucan Technologies 
(Cincinnati, OH), entre outras. As camaras de anaerobiose, rigidas, “sem luvas” sao comercializadas pela Anaerobes 
Systems (Bactron Anaerobe Chamber and Sheldon Manufacturing [ComeOR®], entre outros. A Figura 16.5 ilustra 
um exemplo de uma camara de anaerobiose. 

A utilizagao de uma camara de anaerobiose certificada e economica porque permite a utilizagao dos meios de 
cultivo convencionais e o custo dos gases para o funcionamento do sistema e minimo. Depois de instalada, o gasto 
principal e com a mistura gasosa (nitrogenio a 85%, hidrogenio a 10% e dioxido de carbono a 5%) usada para repor 
o ar pre-camara de entrada, quando os materiais sao introduzidos dentro da caixa enluvada. Se o leitor precisar de 
mais informagoes, pode consultar uma revisao referenciada dos principios operacionais e do uso apropriado de uma 
camara de anaerobiose. 454 

Uso de Roll-Streak System 

O Roll-Streak System desenvolvido por W. E. C. Moore et al. do Virginia Polytechnic Institute (VPI) Anaerobe 
Laboratory 2 ™ e uma modificagao da tecnica do tubo de rotagao elaborada por Hungate et al. para cultivar bacterias 
anaerobias obtidas do rumen bovino e outros animais herbivoros. O equipamento para o sistema de cultura 
anaerobia do VPI, inclusive os tubos de Hungate, esta disponivel no mercado e e fomecido pelo CEB Tech Services 
(Aberdeen, SD). O Roll-Streak System utiliza meios PRAS preparados em tubos com fechos de borracha. Esse 
metodo nao e mais utilizado amplamente nos laboratories clinicos e, por esta razao, nao sera mais descrito adiante; 
se o leitor estiver interessado, pode obter mais informagoes nas edigoes anteriores deste livro e na pagina do CEB 
Tech Services na internet (www.CEBtechservices.com). 

Uso das bolsas ou sacos anaerobios 

Anaerobic Bag® (BD Microbiology Systems, Sparks, MD) consiste em um saco plastico transparente (vendido em 
varios tamanhos, que podem acondicionar de uma a tres placas de Petri com 100 mm de diametro), um gerador de 
gas H 2 -C0 2 que gera a atmosfera necessaria quando se acrescenta agua (semelhante ao gerador usado em uma jarra 
GasPak®), esferas de catalisador de paladio frio e um indicador de resazurina. A bolsa e selada por calor depois da 
ativagao do gerador, de forma a assegurar a manutengao das condigoes de anaerobiose, de acordo com os mesmos 
principios descritos com referencia ao sistema da jarra GasPak®. 

Por outro lado, a AnaeroPouch® (Mitsubishi, Nova York, NY) e o Anaerocult® (Merck, Darmstadt, Alemanha) 
produzem condigoes de anaerobiose por metodos diferentes (sem um catalisador), de forma a remover o oxigenio da 
atmosfera e formar C0 2 . O oxigenio e removido de dentro da bolsa Anaerocult® selada combinando-se po de ferro 
para produzir oxidos de ferro. Esses sistemas de bolsas anaerobias parecem ser alternativas praticas aos sistemas de 
jarra ou caixa enluvada de anaerobiose para incubar anaerobios, quando e necessario utilizar apenas algumas placas 
na incubadora. Outros sistemas de bolsa sao o Anaerogen® (Oxoid) e o Anabag® (Hardy Diagnostics). Um estudo 
realizado a partir de 1990 avaliou as bolsas disponiveis na epoca e demonstrou que, embora tivessem bom 
desempenho, a camara de anaerobiose foi superior para isolar o maior numero de anaerobios. 125 A Figura 16.6 
ilustra um exemplo de uma bolsa anaerobia. 



■ FIGURA 16.4 Camara de anaerobiose (Coy Laboratory Products, Ann Arbor, Ml). Os materials sao introduzidos e 
retirados da ampla camara de plastico flexivel por meio de uma pre-camara de entrada automatica. As condigoes de 
anaerobiose sao mantidas por recirculagao continua da atmosfera (N 2 a 85%, H 2 a 10% e C0 2 a 5%) dentro da camara 
atraves de urn catalisador de paladio. As culturas sao incubadas dentro de uma incubadora isolada dentro da camara, ou 
conservando-se toda a camara a 35°C por utilizagao de camaras catalisadoras aquecidas. 



■ FIGURA 16.5 Camara de anaerobiose Forma Model 1024 (Forma Scientific, Marietta, OH). Esse sistema dispoe de uma 
pre-camara de entrada automatica. Durante a operagao diaria rotineira, o ar atmosferico e borbulhado atraves de uma 
solugao tamponada de azul de metileno-glicose-HEPES, que facilita o monitoramento de vazamentos de 0 2 ou detecta 
quando o catalisador nao funciona adequadamente. 








Uso da jarra de conservagao anaerobia 

Uma modificagao da tecnica da jarra de conservagao de Martin e um complemento conveniente de baixo custo para 
os sistemas de anaerobiose em jarra e camara de anaerobiose, porque permite a semeadura primaria, a inspegao das 
culturas e a subcultura das colonias na propria bancada, com exposigao minima das bacterias anaerobias ao oxigenio 
atmosferico. 238 ' 463,468 A Figura 16.7 ilustra a configuragao de uma jarra de conservagao e o Boxe 16.10 descreve 
resumidamente seu uso. 

Anoxomat®. O Anoxomat® (Mart Microbiology, Lichtenvoorde, Holanda) e um sistema de 
evacuagao/substituigao automatizado. Embora seja semelhante em principios ao procedimento descrito por Whaley 
e Gorman, estudos demonstraram crescimento um pouco maior quando se utilizou o Anoxomat®, em comparagao 
com os outros sistemas anaerobios utilizados. 54,429,464 

Incubagao das culturas para anaerobios 

Na maioria dos casos, recomendam-se temperaturas entre 35° e 37°C para o isolamento primario das bacterias 
anaerobias das amostras clinicas. As placas inoculadas na bancada e colocadas nas j arras de anaerobiose devem ser 
incubadas por um periodo minimo de 48 horas e reincubadas por mais 2 a 4 dias para permitir que os 
microrganismos de crescimento lento formem colonias; alguns anaerobios (p. ex., determinadas especies de bacilos 
gram-positivos anaerobios NFE) crescem muito lentamente e as colonias podem nao ser detectadas se as j arras 
foram abertas antes disso. Alem disso, se a jarra foi aberta muito cedo, parte dos microrganismos de crescimento 
lento podem ser destruidos depois da exposigao ao oxigenio. Nas situagoes de emergencia, dois conjuntos de meios 
de cultura podem ser incubados em duas jarras diferentes - um incubado por 18 a 24 horas e o outro por 3 a 5 dias. 
Esse procedimento permite o isolamento rapido dos anaerobios de crescimento rapido na jarra incubada por 18 a 24 
horas e, mais tarde, o isolamento das bacterias de crescimento lento nas jarras deixadas em incubagao por mais 
tempo. Quando ha suspeita clinica de mionecrose clostridica, as placas podem ser examinadas a partir de 6 a 12 
horas do inicio da incubagao. Entretanto, isso depende do volume do especime recebido no laboratorio e da 
capacidade de semear mais de um conjunto de placas com agar. 




■ FIGURA 16.6 Anaerobic Bag® Culture Set (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD). Esse sistema de cultura 
inclui uma placa de agar-sangue para anaerobios dos CDC, que fica embalada dentro de uma bolsa impermeavel ao 
oxigenio. O sistema contem urn kit gerador de gases e urn catalisadorfrio. 



■ FIGURA 16.7 llustragao esquematica do sistema da jarra de conservagao anaerobia. A taxa de fluxo do nitrogenio para 
cada jarra e regulada pelas valvulas de agulha localizadas no coletor (a valvula de tres reguladores esta disponivel nas lojas 
que vendem suprimentos para aquarios). As jarras A, B e C contem placas nao inoculadas, placas com colonias a serem 
subcultivadas e placas recem-inoculadas, respectivamente. 


Boxe 16.10 


Tecnica da jarra de conservagao anaerobia 

1. As tres jarras de conservagao sao utilizadas - a primeira para conservar os meios nao inoculados; a segunda para as placas onde estao crescendo 
as bacterias que devem ser subcultivadas; e a terceira para guardar as placas com meios recem-inoculados, respectivamente. 

2. Placas de agar preparadas comercialmente, ou meios de agar recem-preparados no laboratorio, podem ser usados. Esses meios podem ser 
conservados no refrigerador por ate 6 semanas, desde que estejam embalados em celofane. 

3. As placas a serem utilizadas em determinado dia devem primeiramente ser colocadas na caixa enluvada para anaerobios ou em uma jarra 
anaerobia por 4 a 15 horas antes do uso, de forma a reduzir o meio. 

4. Conforme a necessidade, os meios reduzidos sao colocados na primeira jarra de conservagao e ventilados continuamente com urn jato suave de 

N> 

5. As placas com os meios reduzidos sao inoculadas em suas superficies em ar ambiente, uma de cada vez, e colocadas imediatamente na terceira 
jarra de conservagao, que tambem e ventilada com N 2 . A segunda jarra de conservagao e usada para guardar quaisquer placas retiradas da jarra 
GasPak', que precisem ser subcultivadas. 

6. Quando a jarra contendo as placas recem-inoculadas esta cheia, as placas podem ser transferidas para urn sistema anaerobio conventional (p. 
ex., uma jarra GasPak*) ou para dentro de uma caixa enluvada anaerobia para incubagao a 35°C. 


A exposigao prolongada das placas recem-inoculadas ao ar ambiente precisa ser evitada. Alguns anaerobios 
encontrados comumente nos especimes clinicos, inclusive Peptostreptococcus anaerobius, podem nao conseguir 
crescer ou demonstrar crescimento tardio quando as placas recem-inoculadas sao mantidas em ar ambiente por um 
curto periodo de duas horas. Desse modo, se for utilizada a tecnica da jarra de conservagao, as placas inoculadas 
devem ser colocadas imediatamente em um sistema anaerobio (jarra para anaerobios ou camara de anaerobiose), de 
forma a assegurar o cultivo adequado desses anaerobios. 

O meio de tioglicolato enriquecido e o caldo de glicose e came cozida tambem devem ser inoculados com as 
amostras clinicas e incubados em um sistema anaerobio para assegurar o isolamento maximo dos anaerobios. Nao e 
necessario ferver os tubos com tioglicolato enriquecido ou caldo de glicose e came cozida, quando eles sao 
preparados em tubos com tampas de rosea firmemente fechadas e sao expostos aos gases dentro de uma camara para 
anaerobios depois da autoclavagem. A menos que o crescimento seja visualmente evidente, as culturas em caldo 
devem ser conservadas por um periodo minimo de 5 a 7 dias, antes que sejam descartadas como negativas, com 
















































excegao dos especimes nos quais P acnes ou as especies de Actinomyces sao patogenos comuns. Esses especies 
poderiam ser materiais de infecgoes de proteses articulares implantadas (PAI); amostras de humor aquoso ou 
especimes obtidos de pacientes sob suspeita de endoftalmite; culturas de especimes obtidos durante cirurgia de 
catarata; amostras de LCR retiradas de shunts ; e especimes com pedido para cultura Actinomyces spp. e/ou que os 
especimes demonstrem conter granulos de enxofre na coloragao pelo Gram. 65 ’ 66,224,324,431,499 Existe alguma 
controversia quanto ao periodo de tempo necessario para a conservagao dos caldos quando se considera 
especificamente o P. acnes como patogeno das infecgoes de proteses articulares, especialmente quando sao 
utilizadas medidas como a sonicagao da articulagao (exposigao ao ultrassom) para preparar o inoculo. Alguns 
laboratories poderiam incubar esses caldos por 10 dias, enquanto outros por mais tempo. Os estudos mais recentes 
enfatizaram a incubagao no minimo por 12 dias, antes de descartar as amostras como negativas. Ainda nao esta 
claro se isso tambem se aplica a todos os especimes nos quais se suspeita da presenga do P. acnes, mas 
provavelmente existem estudos em andamento e publicagoes nesta area. 65 ' 66,275,419 ’ 431,480 

No que se refere ao processamento dos especimes ortopedicos para cultura em geral, existem estudos a favor do 
envio de varias amostras ao laboratorio para cultura de aerobios e, possivelmente, anaerobios tambem do mesmo 
local. O principio que embasa essa pratica e que alguns dos microrganismos infectantes fazem parte da microbiota 
cutanea (especialmente estafilococos coagulase-negativos) e, quando aparecem em tres ou mais especimes, existe 
probabilidade maior de que sejam os patogenos responsaveis por esta infecgao; se eles crescem apenas em um ou 
dois especimes retirados do mesmo local, entao nao e provavel que sejam os patogenos responsaveis. Em alguns 
casos, isso resultou no envio de mais de 8 a 10 amostras do mesmo local, o que provavelmente nao e necessario; 
existem evidencias a favor do envio de quatro a cinco amostras do mesmo local. 17,115 A maior parte dos estudos 
favoraveis a essas praticas foi realizada com infecgoes ao redor de proteses articulares e artroplastias de revisao. 
Cada laboratorio que recebe essas amostras deve trabalhar com seus colegas ortopedistas para chegar a um acordo 
quanto ao tipo e a quantidade de amostras aceitaveis. No entanto, nao existem dados a favor do envio de varias 
amostras para culturas de fungos e micobacterias. Muitos estudos foram realizados com tecnicas moleculares para 
identificar diretamente os microrganismos nessas amostras ortopedicas obtidas durante artroplastias de revisao e 
estas tecnicas poderao ser utilizadas com mais frequencia no futuro. 261,494 

Procedimentos de manuseio das culturas para anaerobios 
Inspegao e subcultura das colonias 

Depois da inoculagao, as placas incubadas em atmosferas com C0 2 entre 5 e 10% devem ser examinadas com lupas 
manuais ou, de preferencia, um microscopio de dissecgao. Quando sao usadas j arras de anaerobiose, e necessario 
utilizar um sistema de jarra de conservagao por ocasiao do exame das colonias e da preparagao das subculturas, de 
forma a evitar ao maximo a exposigao ao ar das cepas sensiveis ao oxigenio. A camara de anaerobiose e os sistemas 
de bolsas anaerobias descartaveis (Figura 16.6) permitem examinar as colonias na ausencia de ar. O uso do 
microscopio de dissecgao estereoscopica durante o exame das colonias e extremamente util, porque alguns 
anaerobios apresentam aspectos singulares em suas colonias. O microscopio de dissecgao tambem e um recurso 
valioso durante a subcultura das colonias com o objetivo de obter colonias puras. Durante a inspegao das colonias, 
devem ser registrados quaisquer aspectos diferenciadores no meio, tais como hemolise do agar-sangue ou 
clareamento do agar EYA, bem como as dimensoes e os aspectos singulares das colonias. As Pranchas 16.1, 16.2, 
16.3 e 16.4 ilustram algumas caracteristicas das colonias de anaerobios. Durante o registro das caracteristicas das 
colonias, deve-se anotar o seguinte: idade da cultura e tipo de meio; diametro em milimetros de cada colonia, alem 
de sua cor, caracteristicas como superficie (brilhante, fosca), densidade (opaca, translucida), consistencia (butirosa, 
viscosa, membranosa, quebradiga) e outros aspectos descritivos (ver Capitulos 1 e 2). 

Os esfregagos pelo Gram das colonias retiradas de placas incubadas em anaerobiose e em C0 2 tambem devem 
ser examinados. Com base apenas no aspecto das colonias e nas suas caracteristicas microscopicas, nao se deve 
supor que todas as colonias das placas incubadas em um sistema anaerobio sejam anaerobios obrigatorios. Embora a 
morfologia e as caracteristicas das colonias de alguns anaerobios sejam comumente distintas, nao e possivel 
diferenciar entre alguns anaerobios facultativos e os anaerobios obrigatorios sem os testes de aerotolerancia, mesmo 
quando as placas incubadas com C0 2 nao mostram crescimento. Os testes de aerotolerancia sao muito importantes 
para confirmar que uma bacteria isolada e anaerobia. 


A quantidade de tipos diferentes de colonias nas placas para anaerobios deve ser determinada e tambem e 
necessario fazer uma estimativa semiquantitativa da quantidade de cada tipo (crescimento discreto, moderado ou 
profuso). Utilizando uma agulha ou uma pipeta de Pasteur esteril, o tecnico deve transferir cada colonia diferente 
para outra placa de agar-sangue para anaerobios, de forma a conseguir uma cultura pura, assim como para uma placa 
de agar-sangue para aerobios, com o objetivo de realizar um teste de aerotolerancia (descrito adiante). Quando as 
colonias estao bem separadas na placa de isolamento primario, um tubo com caldo de enriquecimento (p. ex., 
tioglicolato enriquecido ou caldo de glicose e came cozida) deve ser inoculado para obter uma fonte de inoculos 
para os testes diferenciadores. Depois da incubagao, os meios devem ser examinados quanto a turbidez ou outros 
indicios de crescimento. Quando ha evidencia de crescimento nos meios liquidos, deve-se preparar uma coloragao 
com Gram. Quando os microrganismos aparecem em cultura pura, eles podem ser usados para inocular os meios 
diferenciais apropriados a identificagao das cepas isoladas. 

O tecnico deve examinar as culturas primarias em tioglicolato enriquecido e caldo de glicose e came cozida 
junto com todas as placas de isolamento primario. Se nao houver crescimento evidente nas placas de isolamento 
primario para anaerobios, ou quando as colonias isoladas nao conseguem representar todos os tipos morfologicos 
encontrados na coloragao direta dos especimes pelo Gram, o caldo (se estiver turvo) deve ser subcultivado em duas 
placas de agar-sangue para anaerobios - uma para incubagao anaerobia e outra incubada em uma incubadora com ar 
e C0 2 entre 5 e 10%. Como altemativa, uma placa de agar-chocolate pode ser usada como placa de subcultura a ser 
incubada na incubadora com ar e C0 2 entre 5 e 10%. Em seguida, essas placas de subculture sao examinadas da 
mesma forma como foi descrito antes. 


Testes de aerotolerancia 


Cada tipo de colonia retirada da placa de isolamento de anaerobios deve ser subcultivado em placas de agar-sangue 
para aerobios (C0 2 entre 5 e 10%) e anaerobios e incubado durante a noite. Em seguida, deve-se avaliar a 
capacidade que o microrganismo tern de crescer em C0 2 de 5 a 10%, assim como sua preferencia (/. e., se ele 
cresceu em C0 2 de 5 a 10%, se cresceu melhor em condigoes de anaerobiose ou, por outro lado, se as condigoes 
anaerobias foram preferenciais ao crescimento) (Figure 16.8). 



Placa de agar-sangue para anaerobios 
incubada em anaerobiose 
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Placa de agar-sangue para aerobios 
incubada em jarra com vela 


■ FIGURA 16.8 Tecnica de semeadura dos quadrantes, que e utilizada no teste de aerotolerancia de quatro cepas de 
anaerobios. A placa da esquerda foi incubada em uma jarra de anaerobiose por 18 a 24 horas, enquanto a placa da direita foi 
incubada em um jarra com vela. As cepas A e C sao anaerobios obrigatorios. A cepa B e um anaerobio facultativo. A cepa D 
possivelmente e uma bacteria microaerofila e deve ser testada novamente quanto a sua capacidade de crescer no ar 
ambiente, em comparagao com uma atmosfera contendo C0 2 . Uma jarra com vela nao e adequada para testar 
Campylobacter jejuni, porque esta especie cresce preferencialmente em uma atmosfera contendo C0 2 de 5 a 10%, H 2 a 10% 
e N 2 a 85%. 


Relato preliminar dos resultados 







Os resultados da coloragao direta pelo Gram e as informagoes quanto a presenga provavel de anaerobios devem ser 
transmitidos aos medicos tao logo seja possivel, de forma que o tratamento apropriado possa ser iniciado. 
Infelizmente, muitas vezes e necessario aguardar um periodo de 3 dias ou mais, ate que esses exames estejam 
concluidos. Os medicos devem ser avisados de que esse intervalo de tempo nao pode ser evitado com alguns 
anaerobios de crescimento lento (p. ex., algumas especies de Actinomyces e Propionibacterium). Felizmente, a 
morfologia das colonias e as caracteristicas morfologicas de algumas bacterias anaerobias sao tao comumente 
distintas que os relatorios preliminares ou presuntivos podem ser elaborados antes dos testes de aerotolerancia. 
Exemplos dessas bacterias sao Clostridium perfringens, membros do grupo de Bacteroides fragilis e grupo de 
Prevotella-Porphyromonas pigmentadas, entre outras. 


Identificagao das cepas de anaerobios 

Determinagao da morfologia das colonias e das caracteristicas bioquimicas 

Depois de confirmar a presenga de anaerobios com base nos testes de tolerancia e de descrever as caracteristicas 
morfologicas, a proxima prioridade e identificar as cepas isoladas em cultura pura e notificar os resultados ao 
medico com a maior rapidez e precisao possiveis. Embora os taxonomistas hoje reconhegam varias centenas de 
especies de anaerobios, a tarefa do microbiologista clinico de identificar estas bacterias nao e praticamente tao 
complexa quanto seria esperado, porque apenas um numero relativamente pequeno causa infecgoes anaerobias com 
alguma frequencia. 160,238 Hoje em dia, os metodos moleculares e MALDI-TOF sao utilizados com a finalidade de 
reduzir acentuadamente o tempo decorrido ate a identificagao final. 


Identificagao presuntiva 

Quase todas as cepas clinicamente significativas sao anaerobios obrigatorios moderados ou aerotolerantes e, com 
alguma pratica, nao e particularmente dificil isolar e identificar estas bacterias. Alem dos microrganismos do grupo 
de Bacteroides fragilis, do grupo de Prevotella-Porphyromonas pigmentadas, de F. nucleatum e dos cocos 
anaerobios que sao isolados muito frequentemente, alguns outros anaerobios menos comuns tern, no entanto, 
potencial patogenico significative. Por essa razao, e importante estar familiarizado e ser capaz de reconhecer os 
seguintes microrganismos: Actinomyces israelii, A. naeslundii, A. meyeri, Propionibacterium acnes e P 
propionicum, dentre os quais todos podem causar doenga inflamatoria supurativa aguda ou cronica; Fusobacterium 
necrophorum, que pode ser um patogeno extremamente virulento; C. septicum, uma bacteria associada comumente 
ao carcinoma de intestino grosso ou as neoplasias malignas hematologicas quando sao isolados de hemoculturas; os 
clostridios “histotoxicos” alem do C. perfringens, que podem causar gangrena gasosa e varias infecgoes de feridas; 
C. difficile, que e uma causa importante de DAA e colite; e C. tetani e C. botulinum em razao das doengas que 
causam. 160,238,464 

Os laboratories de referenda utilizam comumente baterias numerosas de testes para caracterizar as cepas de 
anaerobios que lhes sao encaminhadas para identificagao ou confirmagao; estas baterias de testes sao semelbantes a 
que esta descrita no Boxe 16.11. Alem disso, tambem tem sido reconhecidas especies novas com base nos metodos 
quimiotaxonomicos, sequenciamento do acido nucleico e MALDI-TOF, que se tomam cada vez mais comuns, 
especialmente nos laboratories de referenda. Os dados derivados da caracterizagao das culturas por meio de grande 
quantidade de testes tem formado bancos de dados valiosos para a compilagao de tabelas com caracteristicas 
diferenciais, inclusive as que sao publicadas pelos CDC, VPI e State University and Wadsworth Anaerobe 
Laboratories. Contudo, na maioria dos laboratories clinicos diagnostics, nao e pratico ou economicamente possivel 
usar um numero tao grande de meios diferenciais e determinantes bioquimicos para identificar as cepas isoladas dos 
especimes clinicos. 


Boxe 16.11 


Caracteristicas essenciais a identificagao das bacterias anaerobias 

Relagao com 0 2 depois da realizagao dos testes de aerotolerancia 

Morfologia das colonias: o uso de lupas manuals ou de um microscopio de dlssecgao e recomendavel 
Descrigao das bordas, da estrutura interna e das dimensoes 

Caracteristicas fundamentais: pigmento, hemolise, fluorescencia, formagao de depressoes no agar 



Tempo de incubaqio ate o aparecimento das colonias 
Ca racterizagao e morfologia na Colorado pelo Gram 
Inclui forma e disposigao das celulas 

Comentarios sobre esporos, filamentos, ramificaqio e Colorado irregular 
Tipo de crescimento nos meios h'guidos 

Testes rapidos ou de mancha: crescimento em present de bile a 20% (BBE); catalase, indol, inibiqio por polianetol sulfonato de sodio (SPS; do ingles, 
sodium polyanethol sulfonate) 

Placa de EYA para lecitinase e lipase 

Testes com discos de antibioticos em potencias definidas: vancomicina, canamicina, colistina; algumas vezes, rifampicina 
Testes bioguimicos (em geral, no formato de kit): 

Hidrolise de amido, esculina e gelatina 
Reduqio de nitrato 

Fermentaqio dos principals carboidratos: glicose, arabinose, celobiose, sacarose, lactose e outros 
Espectrometria de massa (MALDI-TOF) 

Seguenciamento do rRNA 16S 

Sensibilidade aos antibioticos, se fizer parte do protocolo do laboratory ou se for solicitada 
Opcionais: 

Produtos metabolicos (CLG) 

Eletroforese em gel de poliacrilamida das proteinas soluveis 
Acidos graxos de cadeia longa da parede celular; menaguinonas 
Testes realizados apenas nos laboratories de referenda: 

Toxicidade, neutralizaqio de toxinas, patogenicidade nos animais 


Felizmente, algumas caracterfsticas sao especialmente uteis a identificagao dos anaerobios (Quadro 16.2 online). 
Essas caracterlsticas formam a base de uma abordagem pratica para identificar anaerobios isolados comumente no 
laboratorio cllnico e outras especies, que sao menos comuns ou sao patogenos significativos, ainda que sejam raros. 

Uso de meios solidos diferenciais e de testes pontuais 

Varias caracterlsticas importantes a identificagao das bacterias anaerobias podem ser analisadas com culturas puras 
em agar-sangue para anaerobios dos CDC e no meio de tioglicolato enriquecido. Essas caracterlsticas (descritas no 
Quadro 16.2 online ) fomecem indicios adicionais para a diferenciagao dos anaerobios em geral. Outras 
caracterlsticas sao avaliadas por meio do uso dos discos de antibioticos diferenciais, que sao acrescentados as placas 
de agar-sangue com anaerobios recem-inoculados. O disco de penicilina 2 U, o disco de canamicina com 1.000 mg e 
o disco de rifampicina com 15 mg (disponiveis com os Becton Dickinson Microbiology Systems) facilitam a 
diferenciagao dos bacilos gram-negativos anaerobios e outras bacterias anaerobias. O Quadro 16.3 online descreve o 
metodo de inoculagao e o uso dos discos de potencia antibiotica. Os discos de colistina e vancomicina tambem 
podem ser extremamente uteis, conforme foi descrito em outro estudo. 238 O teste com disco de polianetol sulfonato 
de sodio e um metodo pratico para separar Peptostreptococcus anaerobius de outros cocos anaerobios. O teste do 
disco de nitrato e um metodo conveniente para demonstrar redugao de nitrato durante a investigagao de algumas 
bacterias anaerobias. Na decada de 1980, os microbiologistas Dowell e Lombar e seus colaboradores especializados 
em anaerobios desenvolveram tres tipos de placas com quadrantes - denominadas Presumpto Plate 1, Plate 2 e Plate 
3 - para formar um sistema, que poderia determinar 20 caracterlsticas fenotipicas dos anaerobios a um custo 
minimo. O leitor pode encontrar mais informagoes sobre o conteudo, a inoculagao e a interpretagao dessas placas na 
Prancha 16.5, assim como nos Quadros 16.2, 16.3, 16.4 e 16.5 online. A Presumpto Plate 1® era fomecida pela 
Remel (hoje Thermoscientific); a empresa Anaerobe Systems (CA) pode preparar meio de EYA e, no passado, 
preparava outros meios a pedido, mas este autor nao conseguiu encontrar alguem que vendesse todas as placas de 
tres quadrantes, na epoca em que escrevia este capitulo. 

O Quadro 16.5 online descreve as caracterlsticas que podem ser avaliadas com cada uma das placas de tres 
quadrantes. O Quadro 16.3 online contem o metodo de inoculagao em Presumpto (placas de tres quadrantes). 



Testes com discos de antibioticos em potencias definidas 

Inibigao do crescimento em dgar-sangue para anaerdbios utilizando testes de disco com antibioticos. As 
zonas de inibigao ao redor dos discos com antibioticos sao observadas e registradas da seguinte forma: 

Penicilina, disco de 2 U: sensivel (S) se a zona de inibigao do crescimento for > 12 mm de diametro; e resistente (R) 
se for < 12 mm. 

Rifampicina, disco de 15 mg: sensivel (S) se a zona de inibigao do crescimento for > 15 mm; e resistente (R) se for 
< 12 mm. 

Canamicina, disco de 1.000 mg: sensivel (S) se a zona de inibigao do crescimento for > 12 mm; e resistente (R) se 
for <12 mm. 

Os testes com disco de antibiotico em potencias definidas sao especialmente uteis a diferenciagao entre os 
diversos bacilos gram-negativos, de forma a obter uma identificagao presuntiva. Contudo, em vista do grande 
numero de anaerobios identificados hoje em dia por meio dos metodos moleculares e da MALDI-TOF, assim como 
a resistencia crescente evidenciada entre algumas bacterias anaerobias, a utilidade desses testes pode diminuir. As 
Tabelas 16.11 e 16.27 fomecem informagoes sobre como esses testes podem ser utilizados para a identificagao 
presuntiva dos bacilos gram-negativos anaerdbios e dos cocos gram-positivos anaerdbios, respectivamente. 

Uso dos testes com disco de SPS e nitrato 

(O Quadro 16.3 online descreve os metodos de inoculagao dos discos de polianetol sulfonato de sodio [SPS; do 
ingles, sodium polyanethol sulfonate ] e nitrato.) 

Teste com disco de SPS. O tecnico deve medir a zona de inibigao ao redor do disco de 1 polegada (2,4 cm). 
Uma zona de inibigao >12 mm e registrada como sensivel (S). Esse teste e especialmente util a identificagao de 
Peptostreptococcus anaerobius, mas nao serve para realizar testes de sensibilidade com finalidade de orientar o 
tratamento. 

Teste com disco de nitrato. O teste de redugao do nitrato e realizado acrescentando-se uma gota do reagente de 
nitrato A (acido sulfanilico) e uma gota do reagente de nitrato B (1,6 de acido de Cleave) ao disco. 2 ’ A coloragao 
rosa ou vermelha indica que o nitrato foi reduzido em nitrito. Quando o disco ficar incolor depois do acrescimo dos 
reagentes A e B, entao polvilhe po de zinco para confirmar a reagao negativa. O aparecimento de cor vermelha 
depois do acrescimo do po de zinco confirma que o nitrato ainda esta presente no disco (reagao negativa). 

O agar-sangue para anaerobios (agar para anaerobios dos CDC e outras formulas), os meios seletivos e nao 
seletivos para cultura primaria e os meios PRAS estao disponiveis no mercado e sao produtos fomecidos pela 
ThermoScientific Remel Microbiology (www.remel.com), Hardy Diagnostics (www.hardydiagnostics.com), 
Anaerobe Systems (www.anaerobesystems.com) e BBL Microbiology Systems (www.bd.com). Detalhes sobre a 
preparagao dos meios e dos reagentes podem ser encontrados nas edigoes anteriores deste livro e em outras 
publicagoes. 18,123 Quando sao preparados no proprio laboratorio, existe a opgao de colocar um unico meio 
diferencial em uma placa e nao utilizar as placas de Petri com quadrantes. Essa abordagem aumenta a flexibilidade 
do sistema para os microbiologistas, que poderiam preferir usar outras combinagoes de testes. 

Identificagao de anaerobios com base nas caracteristicas fenotipicas 

Metodos tradicionais. Neste livro, nao e possivel descrever todos os procedimentos disponiveis para a 
caracterizagao bioquimica dos anaerobios. Os meios em tubos e os meios de cultura para anaerobios podem ser 
comprados de alguns fomecedores mencionados anteriormente. Veja mais detalhes sobre o uso dos meios em tubo 
convencionais nos manuais de laboratorio sobre bacteriologia dos anaerobios. 123,238 

O uso dos meios convencionais em tubos de Hungate ou outros tubos grandes e relativamente demorado e os 
meios sao dispendiosos para preparar ou comprar. Como altemativas aos meios e metodos convencionais, assim 
como ao sistema Presumpto Quadrant Plate, foram descritos varios outros procedimentos para caracterizar e 
identificar as cepas isoladas e esquemas de identificagao alternatives/' 232 alguns desses contem volumes menores 
dos meios nos recipientes, que podem ser manipulados com rapidez razoavel na bancada do laboratorio. Uma das 
abordagens altemativas mais populares e o teste para determinadas caracteristicas fundamentals das cepas isoladas 
nos meios de cultura diferenciais (p. ex., agar BBE). Outra tern sido utilizar discos impregnados com antibioticos ou 
varios outros compostos quimicos para testar a inibigao ou estimulagao do crescimento. Outra abordagem excelente 


e usar comprimidos pequenos (p. ex., WEE-TABS®, Key Scientific Products; www.keyscientific.com) para avaliar 
certas reagoes de substratos cromogenicos enzimaticos. O WEE-TABS® tem sido usado como teste unico ou 
complementar para diferenciar diversos anaerobios. Detalhes sobre o seu uso e descrigoes de varios outros testes 
usados para caracterizar um anaerobio isolado estao incluidos no Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual,™ na 
literatura cientifica basica na Internet e em outros artigos de revisao. 

Microssistemas comerciais para identificagao dos anaerobios. Historicamente, dois kits comerciais com 
micrometodos pre-acondicionados desenvolvidos na decada de 1970 continuaram a ser usados nos laboratories de 
microbiologia clinica para identificar anaerobios - ou seja, API-20A® (bioMerieux Vitek) e Minitec® (Becton 
Dickinson Microbiology Systems). Stargel et al. 460 revisaram a estrutura e o uso desses sistemas, que requerem 
incubagao durante a noite e o uso de bancos de dados manuais ou informatizados para a identificagao. 

Alem disso, varios fabricantes comercializaram kits pre-acondicionados, que testam varias enzimas pre- 
formadas e eliminam a necessidade da incubagao durante a noite. A maioria desses sistemas utiliza uma bateria de 
substratos cromogenicos para testar rapidamente algumas aminopeptidases e glicosidases. Cada sistema requer a 
preparagao de uma suspensao celular grossa retirada da superficie de uma cultura pura em placa. Esses kits pre- 
acondicionados permitem ao microbiologista determinar varias caracteristicas enzimaticas de uma cultura pura 
depois da incubagao em anaerobiose por 4 horas ou menos. Com excegao do kit API-ZYM®, 27,314 todos esses 
sistemas pre-acondicionados fomecem codigos numericos, bancos de dados informatizados e tabelas de 
identificagao para ajudar a identificar uma cepa que foi caracterizada por um destes sistemas. Em um estudo dos 
metodos laboratoriais utilizados nos laboratories clinicos em 2008, os kits para enzimas pre-formadas eram usados 
por 66% dos laboratories, enquanto 30% usavam discos com antibioticos em potencias definidas (descritos antes) na 
identificagao. 141 A relagao de produtos usadas para realizar esses testes e a seguinte: 

API ZYM® (bioMerieux Vitek) 314 ’ 460 

Crystal® Anaerobe Identification System (Becton Dickinson Microbiology System) 4 ' ,74 
MicroScan® Specialty Rapid Anaerobe Panel (Siemens Diagnostics) 

RapID-ANA® II (Thermoscientific Remel ou Oxoid Products) 317 
Rapid ID® 32A (bioMerieux Vitek) 

Vitek® 2 ANC Card (bioMerieux Vitek). 43,286,391 

Esses kits sao populares entre os microbiologistas e tem sido amplamente utilizados nos laboratorios de 
microbiologia diagnostica. Em geral, seu uso e simples e menos demorado que os metodos convencionais. As 
descrigoes detalhadas de cada um desses sistemas - inclusive substratos, procedimentos usados, interpretagao dos 
resultados dos testes - e uma discussao das avaliagoes de desempenho estao disponiveis em outras publicagoes ou 
nas paginas de cada empresa na Internet. Alguns dos microssistemas pre-acondicionados citados antes precisam ser 
complementados por outros testes para assegurar a identificagao precisa e definitiva de alguns grupos de anaerobios 
(p. ex., uso do agar EYA para outros clostridios alem do C. perfringens; uso da rapidez de crescimento e do aspecto 
das colonias nos meios solidos e liquidos; varios testes complementares adicionais mais a cromatografia liquido- 
gasosa [CLG] para identificagao completa dos bacilos gram-negativos anaerobios NFE; o uso de bile a 20%, 
esculina, alguns testes tradicionais de carboidratos para especies de Bacteroides ; e finalmente testes adicionais para 
outros anaerobios). Evidentemente, ainda assim e necessario examinar e interpretar corretamente as reagoes ao 
corante de Gram, considerar a morfologia das colonias e as caracteristicas microscopicas e incorporar os resultados 
dos testes de aerotolerancia. As culturas puras sempre devem ser usadas quando e necessario diferenciar anaerobios 
com base nos sistemas comerciais pre-acondicionados. Quando um kit identifica uma especie rara, nao se deve 
aceitar esta identificagao sem repetir os testes com metodos altemativos, ou talvez confirmar em um laboratorio de 
referenda quando a cepa e clinicamente significativa. 

Determinagao dos produtos metabolicos por cromatografia liquido-gasosa. Os produtos metabolicos 
liberados nos meios de cultura durante o crescimento anaerobio sao caracteristicas fundamentals das bacterias 
anaerobias e algumas bacterias anaerobias facultativas. Em conjunto com a determinagao da relagao com o 
oxigenio, a maioria das bacterias anaerobias pode ser identificada no nivel dos generos com base na presenga ou 
ausencia de esporos, na reagao ao Gram, na morfologia celular e nos resultados da analise da CLG. Essa ultima 
tecnica aumenta a rapidez e a precisao da identificagao e, na verdade, o custo diminui porque se economiza 


tempo. s Entretanto, o uso da CLG em alguns laboratories clinicos diminuiu muito e, em alguns casos, foi 
eliminado. Essa tecnica ainda e realizada nos laboratories de referencia e pesquisa e, quando necessario, pode-se 
enviar as cepas isoladas a serem testadas. Exemplos de testes com CLG estao incluidos nas Figuras 16.9 e 16.10, 
assim como no Quadro 16.6 online', informaqoes adicionais tambem estao disponiveis nas edigoes anteriores deste 
livro de texto e, se necessario, nas publicagoes sobre anaerobios. 238 ’ 519 A defmigao dos generos com base nas 
reagoes metabolicas ainda e cientificamente valida, porque os processos metabolicos desses microrganismos sao 
tragos geneticamente estaveis ou conservados destas bacterias. Os esquemas apresentados nas Tabelas 16.9 e 16.10 
ilustram a utilidade da analise dos produtos metabolicos acidos na diferenciagao dos generos de bacterias 
anaerobias. Embora a analise por CLG nao seja obrigatoria na identificagao presuntiva do grupo de B.fragilis, dos 
bacilos gram-negativos anaerobios pigmentados, de F nucleatum, de C. perfiingens, de P. anaerobius e de alguns 
outros anaerobios isolados comumente dos especimes clinicos, ela e necessaria para a identificagao defmitiva de 
algumas especies de Bacteroides e de Fusobacterium, da maioria das especies de Actinomyces, de Bifidobacterium e 
de Clostridium (alem do C. perfringens) de Eubacterium, de Lactobacillus, de Propionibacterium e quase todos os 
cocos anaerobios, a menos que se utilizem metodos moleculares ou espectrometria de massa. 238 

Hoje em dia, os equipamentos de cromatografia gasosa sao relativamente baratos, seguros, simples de usar, 
confiaveis e disponiveis comercialmente atraves de varias empresas que fabricam instrumentos cientificos. O 
equipamento e os procedimentos usados para determinar os produtos metabolicos por CLG estao descritos com mais 
detalhes em outras publicagoes. 238,338 Os Quadros 16.6 e 16.7 online descrevem os procedimentos de inoculagao de 
um equipamento de cromatografia gasosa para detectar acidos graxos volateis e nao volateis, respectivamente. 
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■ FIGURA 16.9 Cromatograma-padrao tfpico de acidos graxos volateis. O tempo decorrido entre a injegao de um extrato 
etereo da solugao padronizada e o pico de cada acido (/. e., o tempo de retengao) e usado para identificar os acidos. Por 
exemplo, observe que o tempo de retengao do acido acetico e de 1,8 minuto, enquanto o do acido valerico e de 6 minutos 
(equipamento utilizado: Dorhrmann Anabac®, Clinical Analysis Products, Sunnyvale, CA; detector: condutividade termica; 
enchimento de coluna: 15%, SP-1220/H 3 PO 4 a 1% em 100/120 Chromasorb® W/AW da Supelco, Bellefonte, PA). 

Identificagdo dos acidos graxos volateis. A CLG e usada para identificar acidos graxos volateis de cadeias 
curtas, que sao soluveis em eter. Os acidos relacionados a seguir sao identificados por essa tecnica: acetico, 
propionico, isobutirico, butirico, isovalerico, valerico, isocaproico e caproico. O procedimento esta explicado no 
Quadro 16.6 online. 

Os acidos graxos volateis podem ser identificados comparando-se os tempos de eluigao dos produtos presentes 
nos extratos com os tempos correspondentes de uma mistura de acidos conhecidos (padrao de acidos graxos 
volateis), separados sob as mesmas condigoes no mesmo dia. A Figura 16.9 ilustra um tragado padronizado 
representative. 





















■ FIGURA 16.10 Um cromatograma-padrao tipico de acidos graxos nao volateis. A coluna foi preenchida com SP.1000 a 
10%/H 3 PO 4 a 1% em 100/120 Chromasorb® W/AW (Supelco, Bellefonte, PA). P = acido piruvico; L = acido lactico; F = acido 
fumarico; S = acido succinico; PA = acido fenilacetico. 

Identificagao dos acidos nao volateis. Os acidos piruvico, lactico, fumarico, succinico, hidrocinamico e 
fenilacetico nao sao detectados pelo procedimento de extragao em eter para os acidos graxos volateis (ver paragrafo 
anterior). Esses acidos nao volateis sao identificados depois da preparagao dos derivados metilados e o 
procedimento esta descrito no Quadro 16.7 online. A analise dos extratos em cloroformio e realizada utilizando as 
mesmas condigoes cromatograficas usadas para os acidos volateis. A identificagao dos acidos nao volateis ou 
metilados e realizada comparando-se os tempos de eluigao dos produtos presentes nos extratos com os tempos 
correspondentes dos acidos conhecidos separados por cromatografia no mesmo dia. 

As Tabelas 16.16 e 16.21 relacionam os produtos metabolicos das especies comuns de bacilos gram-negativos 
anaerobios. 

Uso dos metodos moleculares e da espectrometria de massa (MALDI-TOF) para identificar 
bacterias anaerobias 













Uso do sequenciamento do rRNA 16S para identificar anaerdbios. Isoladamente ou em infeegoes 
polimicrobianas, os anaerobios sao responsaveis por muitas doengas clmicas e, apesar disto, muitos laboratories 
dispdem de poucos recursos para seu isolamento e sua identificagao. Os diversos metodos de isolamento de 
anaerobios estao descritos neste capitulo, bem como o uso de meios especializados e de incubagao prolongada em 
condigoes anaerobias apropriadas para facilitar seu isolamento. A maioria dos laboratories usa metodos fenotipicos 
de identificagao e isto frequentemente requer periodos mais longos entre o isolamento e a identificagao e, em alguns 
casos, anaerobios importantes podem passar despercebidos e podem ser confiindidos ou identificados 
incorretamente. O uso de tecnicas moleculares (especialmente o sequenciamento do rRNA 16S) tern alterado 
rapidamente esse cenario e pode, com o tempo, ampliar nosso nivel de compreensao quanto a incidencia e a 
relevancia dos anaerobios nas doengas clinicas. Uma questao que ainda precisa ser mais bem estudada e se todos os 
anaerobios isolados em uma cultura devem ou nao ser caracterizados e descritos no laudo, porque hoje estes 
microrganismos podem ser identificados com precisao e rapidez; contudo, o uso do sequenciamento pode ampliar 
nossos conhecimentos acerca dos microrganismos comuns e mais exigentes, inclusive bacterias anaerobias. Assim 
como a maioria dos metodos moleculares, a formagao de um banco de dados robusto e consistente e crucial a 
identificagao correta e, no que se refere aos anaerobios, este processo ainda esta em seus primordios. Entretanto, 
podemos citar varios exemplos, nos quais o uso do sequenciamento resultou na identificagao clara dos anaerobios 
envolvidos em infeegoes comuns e menos frequentes. 412,430,442,472,520,523 O sequenciamento tomou-se o metodo de 
referencia utilizado nos estudos das outras tecnicas de identificagao (especialmente nos estudos sobre MALDI-TOF 
em andamento) e dos metodos usados para determinar a taxonomia e a proximidade entre as bacterias 
anaerobias. 106 ’ 179,279 ’ 491 Sua utilizagao para definir as microbiotas anaerobias dos tratos GI e GU pode alterar a forma 
como abordamos a identificagao dos anaerobios nas infeegoes clinicas, bem como as abordagens terapeuticas as 
doengas como vaginose bacteriana e infeegao recidivante por C. difficile . 212,434,504 Quando sao utilizadas apenas 
caracteristicas fenotipicas para identificar anaerobios no trato GI, por exemplo, apenas aproximadamente 24% das 
especies fecais podem ser descritas, em comparagao com a quantidade de especies que podem ser detectadas pelos 
metodos moleculares. 2 N O mesmo provavelmente se aplica a etiologia das doengas clmicas, nas quais os recursos 
tradicionais podem nao ser suficientes para a identificagao definitiva. Estudos demonstraram que o uso de PCR e 
sequenciamento diretos e vantajoso para os pacientes que estao em tratamento antimicrobiano e para a identificagao 
dos patogenos (inclusive anaerobios) com necessidades especificas de crescimento. J ' s ' 

Uso da espectrometria de massa para identificar anaerdbios. Existem muitos artigos na literatura sobre o uso 
da MALDI-TOF para identificar bacterias e fungos nos laboratories de microbiologia clinica. Esse metodo e uma 
tecnica de ionizagao suave, que permite a dessorgao dos peptldios e das proteinas das colonias bacterianas, bem 
como de extratos bacterianos em estado natural. E necessaria preparagao minima e o tempo decorrido ate a 
identificagao pode ser de apenas alguns minutos, em comparagao com algumas horas ou ate dias necessarios para a 
identificagao bioquimica convencional das bacterias. Evidentemente, com alguns anaerobios os tempos de 
identificagao podem ser muito longos e, em alguns casos, ainda assim ela nao e definitiva, especialmente quando a 
cepa isolada nao e encontrada frequentemente no laboratorio. O investimento de capital inicial do equipamento de 
espectrometria de massa pode parecer proibitivo para alguns laboratories. Entretanto, na maioria dos casos, o custo 
baixo por identificagao - quando comparado com os metodos convencionais - pode ser usado para compensar 
rapidamente o investimento realizado com o equipamento. Hoje ja existem muitos estudos demonstrando a utilidade 
da MALDI-TOF para identificar anaerobios (Tabela 16.8). Biswas e Rolain revisaram os estudos publicados, que 
utilizaram o equipamento da Bruker ou Vitek®, ou ambos; estes autores conseguiram demonstrar precisao > 85% 
em 10 dos 13 artigos publicados, embora a maioria tenha sido realizada com especies de anaerobios mais comuns. 42 
A necessidade de dispor de um metodo confiavel de extragao antes do teste ainda nao foi solucionada. 171,242 A 
importancia dos bancos de dados consistentes foi evidenciada por alguns pesquisadores, nao apenas com os 
anaerobios, mas tambem para a maioria dos microrganismos para os quais a MALDI-TOF foi 
avaliada. 154,242,254 ’ 279 ’ 318,352,492 Um estudo envolvendo varios centros relatou que mais de 90% dos 651 anaerobios, 
que incluiam 11 generos diferentes, foram identificados corretamente no nivel das especies utilizando o sistema 
Vitek® MS, em comparagao com o sequenciamento do rRNA 16S; alem disto, essas identificagoes foram realizadas 
sem necessidade de extragao. Houve algumas cepas de bacilos gram-negativos (Fusobacterium spp., B. uniformis e 
Actinomyces spp.) que nao puderam ser identificadas, mas os autores acharam que o sistema assegura precisao geral 
excelente, com tempo reduzido ate a liberagao dos resultados. 1 Outro estudo de grande porte realizado na Franga 
avaliou a MALDI-TOF com 1.325 anaerobios e demonstrou que 92,5% foram identificados corretamente no nivel 


das especies, inclusive varias especies incomuns ou raras. Esses autores entenderam que a tecnica MALDI-TOF 
estava tomando-se “padrao de referencia” para a identificagao dos anaerobios no laboratorio clinico de rotina. ’ 1 


Tabela 16.8 Utilizagao da MALDI-TOF para a identificagao de anaerobios. 


Sistema 

MALDI-TOF 

Cepas testadas utilizado Comparativo Resultados Comentarios Referencia/ano 


193 Bacteroides spp. Bruker 


152 cepas isoladas Bruker 
clinicamente: 

45% de BGP 

35% de BGN 

20% de cocos 


238 cepas isoladas Bruker 
clinicamente 


Rapid* 32A e MALDI: ID correta de 87% e 
rRNA 16S concordance de 93% com PCR 

Rapid* 32A: concordance de 
52% das especies com PCR 


Uso facil, relagao custo—beneficio 111; 2012 

favoravel e identificagao mais 
rapida que a Rapid 32A; e 
precisoampliaros bancosde 
dados 


ID fenotipica e 
rRNA 16S 


Concordance de 79% de genera e 
especie (usando escore > 2,0) 

Concordance de 86% de genera (> 

1 , 8 ) 

92% das especies de Actinomyces 
foram identificadas 
corretamente 


Mais problemas coma 

identificagao das especies de 
Fusobacterium; o banco de 
dados precisa ser ampliado. 0 
meio de BBE foi utilizado com 
sucesso para isolar algumas 
cepas 


154; 2012 


rRNA 16S Com extragao: 78% dos generos 0 esfregago direto nao foi inferior a 171; 2012 

e das especies, 14% apenas de extragao 
genera; 8% com identificagao 
erronea ou indefinida. 


290 cepas isoladas Ambos rRNA 16S 
clinicamente: 

73 Clostridium spp. 

11 Bacteroides spp. 

11 Actinomyces spp. 


544 cepas de 79 Bruker rRNA 16S 
especies: 

130 d eP.acnes 


Sem extragao: 66% dos generos 
e das especies; 20% e 13% de 
ID incorreta ou indefinida. 

Vitek*: 44 a 49% dos generos e 0 sistema Bruker forneceu mais ID 242; 2011 
das especies; 12% apenas dos corretas, mas tambem mais ID 
generos; ID incorreta de 1,4%; incorretas, em comparagao 
nenhuma IDem 13%. com o Vitek” MS 


Bruker: 67% dos generos e das 
especies, ID incorreta em 8%. 


0 pre-tratamento com acido 
formico no sistema Bruker 
aumentou a ID do C. ramosum 


0s bacilos gram-positivos 
resistentes ao metronidazol 
apresentaram problemas de ID 


A tecnica MALDI-TOF identificou 
61% no total. 

16/212 cepas sem IDnaoestavam 
no banco de dados. 


0 P. acnes foi bem identificado 276; 2011 

Com o uso da MALDI-TOF e o 
sequenciamento, os 
laboratories ficarao "repletos" 
de especies anaerobias "novas" 



52 de 

Fusobacterium 

spp. 

117 do grupo deB. 
fragilis 

283 cepas isoladas 
clinicamente: 

140 de BGN 

73 Clostridium spp. 

8 Actinomyces spp. 


253 cepas isoladas 
clinicamente: 

40% de BGP 

27% de BGN 

32% de cocos 

107 cepas deCGP 


79 cepas isoladas 


102 Prevotella spp. 


Conseguiram identificar 11 
microrganismos novos com 
MALDI-TOF e seguenciamento. 


Bruker IDconvencionale, 
depois, rRNA 
16S nos casos 
discordantes 


Bruker rRNA 16S 


Vitek rRNA 16S e 

hibridiza^ao 
fluorescente 
in situ (FISH; 
do ingles, 
fluorescence 
in situ 

hybridization ) 
Ambos rRNA 16S 


Bruker rRNA 16S 


77% identificados no ni'vel dos 
generos e das especies. 

11%nom'vel dos generos. 

12% de ID nao confiaveis; depois 
do seguenciamento dos 
discordantes, 0,7% eram 
resultados erroneos da MALDI- 
TOF 


71% identificados no ni'vel dos 
generos e das especies e outros 
20% no ni'vel dos generos 
guandose utilizaram os 
pontos de corte do fabricante 

ID incorretas em 4% com escore > 
2,0e<1%com escore >1,7 

90% de ID correta; apenas tres 
cepas nao puderam ser 
identificadas 


Vitek: 

61% dos generos e das especies; 
ate 71% dos generos 

Bruker: 

51% de generos e especies; ate 
61% de generos 

63% identificados apenas de 
especies e 73,5% apenas no 


Os resultados melhoram guando se 
utilizam escores de MS mais 
baixos 

0 P. acnes foi bem identificado 

Osautoresdiscutirama 
necessidadedeampliaro 
banco de dados 

0 estudo descobriu algumas 
identifica^oes erroneas do 
grupo de B. fragilis com base 
no metodo fenotipico 

Banco de dados ampliadoe 
recomendavel; a extra^ao em 
placafuncionoubem 

A MALDI-TOF ofereceu urn metodo 
rapido de baixo custo para 
identificar anaerobios 

Recurso excelente para identificar 
grupos filogeneticamente 
heterogeneos de anaerobios, 
inclusive CGP 


Identifica^oes corretas de ambos 
seriam melhoradas se os 
organismos gue nao constam 
do banco de dados fossem 
removidos 

Vitek* apresentou melhor 

desempenho com CGP e Bruker 
com o grupo de B. fragilis 

A identificado das especies de 
Prevotella foi satisfatoria, mas 


352; 2012 


417; 2013 


490; 2011 


492; 2011 


527; 2012 


m'vel de generos 

Os indices aumentariam para 83% 
de especies e 89% de generos 
seo banco de dados fosse 
ampliado 


o banco de dados precisa ser 
ampliado 


651 cepas de 11 
generos 


Vitek’ 


rRNA 16S 


> 90% de ID corretas de especies 


Desempenho insatisfatorio 179; 2013 

(nenhuma ID) comalgunsB. 
uniformis, Fusobacterium sp. e 
Actinomyces spp. 

Em geral, o sistema teve precisao 
excelente com tempo curto ate 
a libera^ao dos resultados 


73 cepas (parte de Ambos 

rRNA 16S 

Vitek: 

0s dois sistemas tiveram 

318; 2012 

um estudo de 

grande porte 


75% de generos e de especies 

desempenho muito bom, com 

eficiencia eguivalente com 


com aerobios e 


3% mais de um genera 

todas as cepas isoladas 


anaerobios) 


18%sem identificagao 

Fusobacterium spp. nao foram 




Bruker: 

bem-identificadas no nivel de 




62% de generos e de especies 

especies com o sistema Bruker 

e o sistema Vitek” identificou 




22% mais de um genera 

erroneamente mais 




15%sem identificagao 

Bacteroides spp. 


274 cepas isoladas Ambos 

API" 20A; 

Vitek: 

0s dois sistemas tiveram bom 

231;2013 


resultados 

100% identificados de generos e 

desempenho e a MALDI-TOF 



discrepantes 
com rRNA 
16 S 


de especies 

Bruker: 

89% identificados de generos e de 
especies; 10% mais apenas de 
generos e 0,72% de erros de ID 


poderia serusada como 
recurso de "primeira linha" 
para poupar tempo na 
identificaqio dos anaerobios 


O uso do sistema de MALDI-TOF da Bruker para identificar 484 anaerobios (> 75% de especies Clostridium e 
mais de 70% destas eram C. difficile ) resultou na identificagao correta de 94%, em comparagao com a confirmagao 
por sequenciamento do rRNA 16S, com especificidade de 100% para as especies de Clostridium testadas. O 
desempenho nao foi tao bom com as cepas de Fusobacterium e com o P acnes; contudo, o pre-tratamento das 
colonias solucionou o problema na maioria dos casos. 106 Outro estudo usou uma mistura mais diversificada de 
anaerobios gram-positivos e gram-negativos e analisou 253 cepas, das quais 71% das especies foram identificadas 
corretamente e 92% dos generos (em comparagao com os metodos fenotipicos e moleculares), com base no sistema 
Bruker e na extragao em placa. 417 Ao menos tres estudos comparativos dos dois equipamentos de espectrometria de 
massa disponiveis no mercado foram publicados na literatura sobre identificagao dos anaerobios: um analisou 290 
anaerobios e demonstrou mais identificagoes de especies com o sistema Bruker, do que com o Vitek® MS (67% 
versus 49%), mas o primeiro tambern produziu mais identificagoes erroneas (8% versus 1%). O sequenciamento foi 
usado para confirmar as discrepancias. Os autores concluiram que os dois sistemas eram realmente promissores na 
identificagao dos anaerobios, mas seus respectivos bancos de dados deveriam ser ampliados para melhorar o 



desempenho, porque algumas cepas foram identificadas, mas nao estavam incluidas nos respectivos bancos de 
dados; no caso do sistema Bruker, os pontos de corte sugeridos pelo fabricante para a identificagao precisaram ser 
ajustados para obter melbores resultados. 242 O segundo estudo comparativo analisou apenas 79 cepas isoladas 
clinicamente e encontrou identificagoes corretas em mais de 61% com os dois sistemas e, como o estudo citado 
antes, concluiu que os bancos de dados precisavam ser mais ampliados. 4 "' 2 O terceiro estudo comparativo analisou 
274 anaerobios clinicamente significativos, comparando os resultados da MALDI-TOF com o API® 20AN; os 
autores conseguiram identificagoes corretas de 100% com o Vitek® MS e 89% com o Bruker, depois que a 
confirmagao molecular foi efetuada. 231 Um laboratorio de grande porte da Franga comparou as identificagoes de 
1.506 cepas de anaerobios utilizando metodos fenotipicos convencionais durante um periodo especifico de 11 anos 
com a tecnica MALDI-TOF, por meio da qual foram identificados 1.564 anaerobios. Quarenta especies diferentes 
foram identificadas entre as 1.506 cepas caracterizadas pelos metodos convencionais, enquanto 103 especies 
diferentes foram identificadas entre as 1.564 cepas caracterizadas pela MALDI-TOF, ou seja, foi possivel identificar 
mais que o dobro de especies novas; os autores concluiram que a MALDI-TOF poderia ser usada no lugar dos 
metodos moleculares, mesmo para identificar patogenos humanos raros, tendo em vista que o estudo tambem 
incluiu mais de 280.000 especies de aerobios isolados. 422 Existem algumas especies de anaerobios (semelhantes aos 
aerobios), com as quais a MALDI-TOF pode nao ter desempenho tao bom quanto os metodos moleculares, ou ate 
mesmo os metodos fenotipicos, na diferenciagao entre as especies. Por exemplo, um membro recem-descoberto do 
grupo de Bacteroides fragilis (B. dorei ) nao poderia ser diferenciado de B. ovatus, B. vulgatus e B. xylanisolvens 
com base na MALDI-TOF, mas isto seria possivel se fossem utilizados os testes de (i-glicosidase e catalase; estas 
especies tambem poderiam ser diferenciadas com base nos metodos de sequenciamento/ " 

Uma vantagem potencial de usar sequenciamento ou MALDI-TOF e a identificagao direta dos anaerobios nos 
especimes clinicos por sequenciamento e a identificagao mais rapida das cepas com base na tecnica MALDI-TOF, 
de forma a fomecer resultados ainda mais rapidos ao medico. A MALDI-TOF foi avaliada para a identificagao dos 
fiascos de hemocultura positiva da marca BacT/Alert® e os resultados foram bons; o intervalo ate a liberagao dos 
resultados foi < 24 horas quando se utilizou MALDI-TOF, em contraste com os metodos convencionais. 168,32 A 
combinagao do sequenciamento com a MALDI-TOF certamente continuara a ser utilizada para melhor esclarecer a 
taxonomia dos microrganismos e provavelmente ajudara a definir a relevancia clinica de alguns anaerobios, que nao 
sao identificados facilmente por metodos fenotipicos. E perfeitamente possivel que a MALDI-TOF (se for 
aperfeigoada conforme foi sugerido) tome-se um recurso rotineiro para a identificagao das bacterias anaerobias, 
como tern sido para os aerobios em muitos laboratories clinicos. Os profissionais que ensinam a nova geragao de 
estudantes de tecnologia medica devem incorporar os metodos tradicionais de identificagao a essas tecnicas mais 
novas, de forma que os laboratoristas retenham experiencia na interpretagao da coloragao pelo Gram e da 
morfologia das colonias, que ainda sao habilidades importantes. Em varios aspectos, o melhor metodo de 
identificagao e uma combinagao do “antigo” com o “novo”. 

Identificagao dos grupos especificos de bacterias anaerobias 
Niveis de identificagao nos diferentes laboratories 

A Tabela 16.2 apresenta uma atualizagao abrangente da nomenclatura (nomes antigos e atuais) das bacterias 
anaerobias. Felizmente, os anaerobios mais importantes na pratica clinica e/ou que sao isolados mais comumente 
dos especimes clinicos selecionados e colhidos adequadamente compdem uma lista muito menor (Tabela 16.3). 
Apenas cerca de 12 a 15 grupos ou de especies sao responsaveis por cerca de 75% ou mais das cepas isoladas de 
especimes colhidos adequadamente, ao menos quando se utilizam metodos fenotipicos de identificagao. Isso inclui o 
grupo de Bacteroides fragilis, o grupo das Prevotella-Porphyromonas pigmentadas, Fusobacterium nucleatum, 
Peptostreptococcus anaerobius, Finegoldia magna (e algumas outras especies de cocos anaerobios), 
Propionibacterium acnes, Clostridium perfringens, C. ramosum e especies de Veillonella. A equipe do laboratorio 
deve estar familiarizada com esses microrganismos, porque sao muito comuns e frequentemente tern significado 
clinico. Tambem e especialmente importante que os microbiologistas clinicos conhegam e sejam capazes de 
reconhecer Fusobacterium necrophorum, Actinomyces israelii, Propionibacterium propionicum, grupo de C. 
clostridioforme, C. septicum, C. difficile, C. botulinum, C. tetani e algumas outras especies (descritas adiante neste 
capitulo), porque estes microrganismos podem ser altamente patogenicos aos pacientes. 


Alem das consideragoes quanto a necessidade de estar familiarizado com os anaerobios comuns e/ou 
clinicamente significativos, alguns estudos sugeriram que os microbiologistas dos laboratorios clinicos possam optar 
por limitar a amplitude da identificagao destas bacterias, com base nos nlveis de capacidade do laboratorio.' 1 Todos 
os laboratorios, mesmo os que tern recursos limitados, devem ser capazes de isolar anaerobios em cultura pura e 
avaliar as caracteristicas morfologicas microscopicas e macroscopicas das colonias. Em combi nagao com os 
resultados dos testes de aerotolerancia, essas informagoes podem entao ser relatadas ao medico na forma de um 
laudo preliminar. Nos laboratorios que dispoem de recursos para identificar anaerobios, quando a(s) cepa(s) 
isolada(s) parece(m) ser clinicamente relevante(s), a identificagao deve ser concluida no proprio laboratorio e, se 
isto nao for tecnicamente exequivel, entao devem ser enviadas a um laboratorio de referenda, que possa concluir a 
identificagao. Os fatores citados a seguir sao consideragoes importantes a determinagao do significado clinico dos 
anaerobios: um medico experiente tern forte suspeita de que a cepa isolada e o agente etiologico da doenga; um 
esfregago corado diretamente pelo Gram, obtido de uma ferida ou abscesso, liquido peritoneal ou outra amostra 
esteril, apresenta indicios de inflamagao aguda (/. e., leucocitos polimorfonucleares numerosos, com poucas ou 
nenhuma celula epitelial escamosa) ou necrose; a coloragao direta pelo Gram demonstra um microrganismo, que se 
correlaciona com os resultados da cultura (p. ex., indicios microscopicos de mionecrose clostridica, Prancha 16.3 
D); granulos de enxofre sugestivos da presenga de actinomicetos (Prancha 16.2 C e D); e outras culturas obtidas de 
outra parte do corpo, demonstrando o mesmo microrganismo que foi isolado do foco primario (p. ex., as 
hemoculturas positivas contem C. perfringens em um paciente com mionecrose clostridica). Mesmo os laboratorios 
com plena capacidade de realizar a identificagao defmitiva dos anaerobios podem optar por limitar a extensao do 
processamento, quando nao ha razao clinica para levar a identificagao adiante. Por exemplo, quando o laboratorio 
recebe um swab cinirgico rotulado com os dizeres “derramamento fecal no abdome”, a cultura e a identificagao sao 
desnecessarias porque este especime provavelmente tera uma mistura previsivel de membros das microbiotas 
aerobia e anaerobia. A identificagao de qualquer um ou de todos esses microrganismos nao teria qualquer utilidade 
clinica e poderia ser extremamente dispendioso concluir a identificagao defmitiva de todos os microrganismos 
isolados. 

O segundo nivel de investigagao dos anaerobios poderia exigir alguns recursos de identificagao, alem dos que 
podem ser disponibilizados nos laboratorios com capacidade limitada. Por exemplo, a diferenciagao entre o grupo 
de B. fragilis e outros anaerobios gram-negativos e a identificagao de C. perfringens sao habilidades que precisam 
ser conservadas, mesmo nos laboratorios com recursos limitados. As cepas que nao puderem ser identificadas com 
mais precisao no laboratorio com recursos limitados e que forem consideradas clinicamente relevantes devem ser 
transportadas a um laboratorio de referenda para sua identificagao defmitiva. 

O terceiro nivel poderia exigir a capacidade de realizar uma identificagao completa de 12 ou mais grupos e das 
especies anaerobias comuns mencionadas antes, com base nas caracteristicas de crescimento e nos fenotipos 
defmidos por testes rapidos, sistemas de kits, CLG, sequenciamento do acido nucleico e/ou MALDI-TOF. Os 
detalhes de como a morfologia, as caracteristicas de crescimento, a aerotolerancia, alguns testes focais rapidos, o 
sistema de placas Presumpto e outros metodos praticos permitem reconhecer e diferenciar esses grupos e especies 
estao incluidos no texto a seguir. Os laboratorios capazes de realizar identificagoes defmitivas tern a opgao de 
limita-las ao nivel presuntivo ou preliminar descrito antes, dependendo da qualidade da amostra e da necessidade 
medica da identificagao completa. Os laboratorios capazes de realizar identificagao defmitiva poderiam incluir os 
que fazem parte de grandes centros medicos universitarios, laboratorios de referenda e laboratorios de saude 
publica estaduais e federais. 

Restam poucas duvidas de que a identificagao defmitiva e necessaria para defmir mais claramente o papel das 
bacterias anaerobias nas doengas; fomecer um diagnostico microbiologico exato, que possa facilitar a selegao ideal 
dos antibioticos e do tratamento clinico dos pacientes; atender as necessidades de saude publica (p. ex., diarreia 
nosocomial causada por C. difficile)', e ajudar a instruir medicos e microbiologistas clinicos. O nivel de identificagao 
dos anaerobios depende de varias consideragoes, que diferem entre os laboratorios; nao se pode esperar que todos os 
laboratorios realizem o mesmo nivel de complexidade dos exames bacteriologicos para anaerobios. Entre os fatores 
que afetam o processo de decisao quanto a amplitude da identificagao estao a competencia tecnica e a experiencia 
dos tecnologos; o numero de profissionais disponiveis; os suprimentos e equipamentos essenciais; a populagao de 
pacientes atendidos; e as necessidades dos medicos, que tern a responsabilidade de cuidar dos seus pacientes. Os 
microbiologistas clinicos devem ser competentes no trabalho que executam e nao devem hesitar em usar os servigos 
dos laboratorios de referenda quando precisarem de ajuda para realizar a identificagao defmitiva, ou para 



confirmagao de referencia dos isolados, assim como solicitar testes de sensibilidade antimicrobiana, testes de 
toxigenicidade, estudos do acido nucleico ou outros procedimentos clinicamente relevantes. Em outras publicagoes, 
ha descrigoes de abordagens adicionais e informagoes atualizadas sobre identificagao dos anaerobios com base em 
varias combinagoes de testes de diversos niveis de complexidade. 23 No futuro, espera-se que muitos laboratories 
disponham dos recursos como MALDI-TOF e/ou metodos moleculares de identificagao, que poderiam reduzir ainda 
mais a necessidade rotineira de realizar alguns dos testes bioquimicos mencionados anteriormente e da CLG. 
Entretanto, quando se trabalha com anaerobios, ainda e fundamental sempre incluir informagoes sobre coloragao 
pelo Gram e morfologia das colonias do microrganismo e realizar os testes de aerotolerancia necessarios para 
facilitar a confirmagao das identificagoes mais recentes. 

As Tabelas 16.9 e 16.10 descrevem os elementos fundamentals a identificagao dos generos dos bacilos gram- 
negativos anaerobios e dos bacilos gram-positivos anaerobios NFE. A discussao que se segue apresenta informagoes 
sobre a identificagao laboratorial de cada grupo de anaerobios. 

Tabela 16.9 Diferenciagao dos generos de bacilos gram-negativos anaerobios nao formadores de 
esporos (NFE). 

I. Imoveis ou moveis com flagelos peritriquiais; bacilos retilineos ou cocobacilares 

A. A proposta de Shah e Collins 227 indui apenas as especies altamente fermentadoras e resistentes Bacteroides “ 
a bile, que sao semelhantes ao B. fragilis (/. e., B. distasonis, B. caccae, B. ovatus, B. 
thetaiotaomicron, B. merdae, B. vulgatus, B. uniformis, B. eggerthii e B. stercoris). Varias outras 
especies tambem fazem parte deste genera; sao necessarios mais estudos para determinar sua 
posigao taxonomica correta (p. ex., B. capillosus, B. coagulans, B. cellulosolves, B. pectinophilus, 

B. tectum, B. ureolyticus e outros) 

Ate que este ultimo grupo seja reclassificado, este genera continuara heterogeneo 

B. Na maioria dos casos, formam colonias com pigmentagio preta; produzem acidos acetico, 
butirico e succinico, alem de quantidades pequenas de acidos propionico, isobutirico e 
isovalerico. Todas sao assaca roliticas e indol-positivas 

C. Colonias pigmentadas ou nao pigmentadas; sao sacaroliticas e inibidas pela bile; geralmente 
fazem parte da microbiota oral 

D. Resistentes a bile, catalase-positivas, reduzem nitrato e sao urease-positivas 

E. Encontradas como parte da microbiota humana normal, mas raramente sao isoladas de 
especimes clinicos adequadamente selecionados 


Porphyromonas b 

Prevotella 0 

Bilophila b 

Alistipes c 

Anaerostipes 1 

Anaerorhabdus 1 

CatoueM 

Cetobacterium c 

Dialisted 

PaecalibacteP 

Fibrobacter c 

Johnsonella 

Megamonas c 


Mitsuokella c 


Oxalobacted 


F. Encontradas em animais e na natureza 


G. Produzem quantidades expressivas de acido butirico (mas pouco ou nenhum isoacido) como 
produto metabolico principal; o acido succinico nao e produzido; todas as especies sao imoveis 

H. Acido lactico e o unico produto significativo; a unica especie - L. buccalis - e imovel 

I. Acido acetico e o produto metabolico acido principal; produzem sulfureto de hidrogenio; 
reduzem sulfato; a unica especie - D. pigra - e imovel 

II. Moveis, nao formam flagelos peritriquios 

A. Bacilos curvos com flagelos polares monotriquios ou lofotrfquios, ou flagelos subpolares; acido 
butirico e o produto principal da fermentaijao 

B. Acidos succinico e acetico sao os produtos principais da fermenta^ao 

1. Bacilos retos e curtos ou cocobacilos; flagelo polar unico; encontrados no rumen bovino 

2. Bacilos curvos e helicoidais torcidos com extremidades pontiagudas; motilidade vibratoria 
por urn flagelo polar unico. 

3. Bacilos curvos helicoidais; tufos bipolares de flagelos 

C. Microaerofilos; oxidase-positivos, bacilos curvos e espiralados; flagelo polar unico, sem bainha 
flagelar; nao fermentam carboidratos; produzem acido succinico a partir do acido fumarico 

D. Acidos propionico e acetico sao os produtos principais da fermenta^ao 

1. Tufos de flagelos no lado concavo das celulas com formato de crescente 

2. Flagelo polar unico; lipoliticos; bacilos curvos 

3. Flagelos inseridos em uma espiral ao longo da celula 


Sneathia c 

Sutterella c 

TamereM 

Tissierella c 

Dichelobactef 

Pectinatus c 

Rikenelltf 

Roseburia c 

Ruminobactef 

Sebaldella c 

Fusobacterium “ 

Leptotrichia b 

Desulfomonas c 


Butyrivibrio b 

Succinimonas c 

Succinivibrio b 

Anaerobiospirillum b 

Campylobacter 11 

Wollinella e 


Selenomonas b 

Anaerovibrio b 

Centipeda c 


a Encontradas comumente nos especimes clinicos. 

4 Encontradas raramente nos especimes clinicos. 
c Microbiota humana, ou apenas de outros animais. 

d Campylobacter gracilis e oxidase-negativo e nao tern flagelos, mas apresenta “motilidade espasmodica”; ele difere das 
outras especies de Campylobacter por esses dois aspectos. 

e Wolinella succinogenes foi isolada do rumen bovino e, hoje em dia, e a unica especie do genera Wolinella. E dificil 
diferencia-la dos microrganismos do genera Campylobacter. 



Modificada de Winn et a/. 519 e outras references citadas em outras partes do capitulo. 
Adaptada da Tabela 16.8 de Winn et a/. 519 

Tabela 16.10 Diferenciagao dos generos de bacilos gram-positivos anaerobios. 
I. Nao produzem endosporos bacterianos 


A. Produzem quantidades significativas de acidos propionico e acetico; geralmente produzem 

catalase; bacilos irregulares ou com formato regular, celulas cocoides; ramificagoes ocasionais 

Propionibacterium 

B. Produzem acidos acetico e lactico (razao >1:1); bacilos muito irregulares com formas bifidas e 

ramificagoes 

Bifidobacterium 


C. Produzem acido lactico como produto principal unico 


1. Bacilos curtos ou longos e delgados; comumente formam cadeias; bacilos irregulares sao 

incomuns; em geral, crescem noagarsuco detomate com pH < 4,5 (ver Capitulo 14) 

Lactobacillus 

2. Cocos pequenos e alongados, que ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias curtas 

Atopobium 

D. Produzem quantidades moderadas de acidos acetico, lactico e succinico principal; predominam 

bacilos irregulares; formas filamentosas com ramificagao 

Actinomyces 

E. Produzem misturas dos acidos acetico, butirico e lactico, algumas vezes tambem acido formico; 

bacilos difteroides pleomorficos; sacaroliticos 

Eubacterium 

F. Produzem quantidades diminutas de acido acetico e tragos de acidos lactico e succinico; 

assacaroliticos 

Eggerthella 


G. Produzem quantidades expressivas de acido acetico e quantidade pequena de succinato; bacilos Actinobaculum 
retilfneos a curvos com algumas ramificagbes (". Actinomyces-like ") 


H. Acetato e butirato sao os unicos produtos metabolicos acidos; sacaroliticos; bacilos finos 

Anaerotruncus 

1. Produzem quantidades expressivas de lactato com quantidades variadas de acidos formico, 

acetico e succinico; cocobacilos, bacilos difteroides curtos e pleomorficos; anaerobios 

facultativos; sacaroliticos; A. pyogenes e beta-hemolitico no SBA 

Arcanobacterium 

J. Produzem quantidades moderadas de acetato e lactato e tragos de acido succinico; 

sacaroliticos; bacilos curtos 

Bulleidia 

K. Produzem acidos acetico, butirico, isobutirico e lactico; sacaroliticos; ocorrem na forma de 

bacilos curtos em cadeias emaranhadas 

Catenibacterium 

L. Nenhum produto metabolico detectado no caldo de peptona-extrato de levedura-glicose; 

assacaroliticos; bacilos muito curtos 

Cryptobacterium 

M. Produzem acidos acetico, formico e lactico; algumas vezes, tragos de acido succinico; etanol 

abundante; sacaroliticos; comumente formam cocos pleomorficos ou bacilos curtos; podem ser 

confundidos com estreptococos ou lactobacilos, mas sao diferenciados pela produto 

abundante de H 2 

Collinsella 

N. Acetato e lactato sao os produtos principals, alem de quantidades pequenas de succinato; 

sacaroliticos (reagoes fracas); bacilos curtos a longos, em pares e cadeias curtas 

Holdemania 

0. Acido fenilacetico e o unico produto metabolico formado no caldo de peptona-extrato de 

levedura-glicose; assacaroliticos; bacilos curtos isolados, em cadeias curtas ou em grumos 

Mogibacterium 


P. Acidos succfnico e acetico sao os produtos principals da fermentagio, com ou sem acido lactico; Mobiluncus 
oxidase-negativos; bacilos curtos, moveis, com varios flagelos subterminais; agio fermentadora 

no caldo de peptona-levedura-glicogenio suplementado com soro de coelho 

Q. Produzem formato, acetato, butirato, caproato e H 2 ; bacilos pleomorficos em pares, Pseudoramibacter 

semelhantes as aves em voo, ou grumos ou letras chinesas (antes conhecidos como 

Eubacterium alactolyticum ) 

R. Produzem apenas acido acetico ou nenhum produto metabolico acido; ocorrem na forma de Slackia 
bacilos, cocos ou cocobacilos em cadeias e grumos 

II. Produzem endosporos bacterianos Clostridium 

Adaptada de Winn et a/. 519 e outras references citadas em outras partes deste capitulo. 

Identificagao dos bacilos gram-negativos anaerobios 

Hoje em dia, as bacterias gram-negativas anaerobias NFE sao classificadas nos generos descritos na Tabela 16.1. A 
Tabela 16.11 descreve as caracteristicas fundamentals a diferenciagao presuntiva (nlvel 1) desses microrganismos. 
Apesar de algumas descobertas taxonomicas recentes e excitantes baseadas em estudos de genetica molecular, os 
testes fenotlpicos ainda sao importantes ao diagnostico clinico e, na maioria dos laboratories, precisam ser utilizados 
para identificar anaerobios, ate que estejam amplamente disponiveis metodos de identificagao molecular simples, 
faceis de usar e de baixo custo, ou MALDI-TOF para identificar estas bacterias. Desse modo, de forma a identificar 
cepas isoladas nos laboratories diagnosticos, os microbiologistas clinicos ainda dependem de caracteristicas 
morfologicas fundamentals, reagoes bioquimicas e fisiologicas e, em muitos casos, sensibilidade ou resistencia a 
determinados antibioticos utilizados nos testes com discos de antibiotico. 

Como foi sugerido anteriormente, os primeiros objetivos basicos da identificagao deveriam ser determinar se as 
bacterias anaerobias estao presentes e realizar seu isolamento em cultura pura. A presenga dos bacilos gram- 
negativos anaerobios das especies de Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium, com base na 
determinagao das relagoes com o oxigenio complementada pelos resultados da coloragao pelo Gram e pelas 
caracteristicas das colonias, deve ser relatada imediatamente ao medico. A identificagao presuntiva ou preliminar do 
grupo de B. fragilis e do grupo de Prevotella-Porphyromonas, alem de outros bacilos gram-negativos anaerobios 
obrigatorios, pode ser realizada com base nas caracteristicas diferenciais obtidas dos padroes de crescimento (p. ex., 
crescimento em agar-sangue, BBE e EYA), fluorescencia e alguns testes simples com disco/mancha (Tabela 16.11). 
As Tabelas 16.12 a 16.16 descrevem outros indicios para a identificagao desses grupos, alem das caracteristicas 
fundamentals das varias especies. 


Tabela 16.11 Identificagao presuntiva ou preliminar dos bacilos gram-negativos anaerobios. 


Grupos ou especies 

Crescimento 

em agar- 

bile a 20% 

(BBE) 

Fluorescencia 

vermelha (luz 

UV) 

Colonias 

marrons 

ou 

pretas 

PEN 

(disco 

de 2 U) 

RIF 

(disco 

de15 

M) 

CANA 

(disco 

de 1 pg) 

COL 

(disco 

delO 

pg) 

Indol 

h 2 s 

Lipase 

Grupo de B. fragilis 

+ 

- 

- 

R 

S 

R 

R 

V 

- 

- 

Prevotella/Porphyromonas 

pigmentadas 

_+ 

+ 

+ 

Sou R“ 

S 

R 

R 

+“ 

— 

_+ 

B. ureolyticus b 

- 

- 

- 

S 

s 

S 


- 

- 

- 

F. nucleatum 

- 

- 

- 

S 

s 

S 

S 

+ 

- 

- 

F. necrophorum 

V 

- 

- 

S 

s 

S 

S 

+ 

+ 

+ 



F. mortiferum + - - RouSR S S - + - 

F. varium + - - RouSR S S V + V 

Bilophila wadsworthia + c - - RSSS- + - 


a Nesse grupo, existem variagoes quanto a sensibilidade aos antibioticos e algumas cepas podem ser resistentes. 

B B. ureolyticus e urease-positivo e corroi ou produz “depressoes” no agar ao redor das colonias; alem disso, as colonias sao 
pequenas, em comparagao com as outras bacterias da tabela (< 1 mm de diametro). 

c No agar BBE, B. wadsworthia forma colonias que lembram “feijao-fradinho”; essa bacteria tern reagoes positivas fortes de 
catalase e urease. 

PEN = penicilina; RIF = rifampicina; CANA = canamicina; COL = colistina; R = resistente; S = sensivel; + = positiva; - = 
negativa; +~ = a maioria das cepas e positiva, mas algumas sao negativas; - + = a maioria das cepas e negativa, mas algumas 
sao positivas; V = reagoes variaveis entre as cepas. 

Adaptada das referencias 178, 238 e 263. 


Tabela 16.12 Caracteristicas dos membros comuns do grupo de Bacteroides fragilis e de 
Parabacteroides spp. 


Especie 

Indol 

Catalase 

a- 

Fucosidase 



Fermenta^ao de 



Arabinose 

Celobiose 

Ramnose 

Salicina 

Trealose 

Xilano 

B. caccae 

- 

- 

+ 

+ 


+' 

_+ 

+ 

- 

B. dorei 

- 

Dl 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

B. eggerthii 8 

+ 

- 

- 

+ 

_+ 

+' 

- 

- 

+ 

B. finegoldii 

- 

Dl 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Dl 

B. fragilis 

- 

+ 

+ 

- 

- 

_+ 

- 

- 

- 

B. massiiiensis 

- 


+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

B. ovatus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

B. stercoris 

+ 


V 

_+ 

+ 

+ 

_+ 

- 

V 

B. thetaiotaomicron 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

_+ 

- 

+ 

B. uniformis 

+ f 

_+ 

+“ 

+ 

+ 

_+ 

+ 

- 

V 

B. vulgatus 

+ 

_+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

_+ 

Parabacteroides distasonis 

- 

+ 

- 

_+ 

+ 

V 

+ 

+ 

_+ 

P. goldsteinii 

- 

V 


- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

P. gordonii 

- 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Dl 

P. johnsonii 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

Dl 

P. merdae 

- 

_+ 

- 

_+ 

V 

+ 

+ 

+ 

- 


+ = positiva; - = negativa; +~ = a maioria das cepas e positiva, mas algumas podem ser negativas; - + = a maioria das cepas e 
negativa, mas algumas podem ser positivas; + f = positiva fraca; V = reagoes variaveis; Dl = dados indisponiveis. 
a B. eggerthii nao fermenta sacarose; todas as outras especies desta tabela fermentam esse carboidrato. 

Todas as cepas crescem em agar com bile a 20% (agar BBE). 

Adaptada das referencias 238, 263 e 519. 

Tabela 16.13 Caracteristicas fenotipicas de Porphyromonas spp. 






Especie 

Fluorescencia 

Indol 

(3-Gal 

NAG 

Quimo 

Relevancia clinica 

P. asaccharolytica 11 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Infecgoes do pe diabetico 

P. bennonis 

- 

- 

V 

+ 

+ 

IPTM; feridas de mordidas de animais 

P. catoniae 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Infecgoes orais 

P. endodontalis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Periodontite cronica 

P. gingivalis 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Infecgoes orais e extraorais 

P. somerae 

F 

- 

+ 

+ 

+ 

Infecgoes do pe diabetico e outras 

P. uenonis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Infecgoes orais; apendicite, peritonite, 

associada a VB 


P-gal = P-galactosidase; NAG = A/-acetil-P-glicosaminidase; Quimo = produgao de quimotripsina; + = reagao positiva; - = 
reagao negativa; V = variavel; F = reagao fraca; IPTM = infecgoes da pele e dos tecidos moles; VB = vaginose bacteriana. 
a P. asaccharolytica pode ser lipase-positiva; todas as outras bacterias desta tabela sao lipase-negativas. 

Todas as especies de Porphyromonas desta tabela sao pigmentadas, com excegao de P. catoniae] todas sao catalase- 
negativas, com excegao de algumas cepas de P. bennonis. Essas duas especies podem produzir quantidades variadas de a- 
galactosidase. P. catoniae e P. somerae podem ser fermentadores fracos; os demais nao sao fermentadores. 

P. gingivalis e algumas cepas de P catoniae produzem tripsina. 

Adaptada das references 178, 263, 238 e 519. 


Tabela 16.14 Caracterfsticas fenotipicas de Prevotella spp. 


Fermentagao de 

_Importance 


Especie 

ESC 

IND 

LIP 

GEL 

a-Fuco 

NAG Arab 

Celo Lact 

Sali Saca 

clinica 

Pigmentadas 










P. corporis 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Abscessos do trato 










GU 

P. denticola 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Caries dentarias; 










ICS 

P. intermedia 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

— — 

— — 

+ 

Periodontite; 


abscessos do 
trato GU; ICS; 
abscessos 
intra- 

abdominais 


P. loeschii 

+ 

— 

V 

+ 

+ 

+ 

— 

+ 

+ 

— 

+ Cavidade oral 

P. melaninogenica 

V 

— 

— 

+ 

-/+ 

+ 

— 

— 

+ 

— 

+ Cavidade oral; 


feridas de 

mordida 

humana; 


infecgoes do pe 

diabetico; 

abscessos 





retrofarlngeos 
e peritonsilares 


P. micans 

~ 


— 



— 

+ 

+ 

+ 

+ Cavidade oral 

P. nigrescens 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

— 

— 

— 

— 

+ Periodontite; 


abscessos do 
tratoGU, IPTM; 
ICS;abscessos 
intra- 

abdominais 


P. pallens 

— 

+ 

+ 

+ 

— 

— 

— 

— 

— 

+ 

Cavidade oral 

P. shahii 

- 

- 

+ 

F 


- 

- 

+ 

- 

+ 

Cavidade oral 

P. tannerae 



+ 

+ 

+ 



V 


V 

Cavidade oral; 

caries 

dentarias 

Nao pigmentadas 












P. amnii 

+ 

— 

— — 

— 

+ 

Dl 

— 

+ 

— 

— 

Abscessos do trato 

GUfeminino 

P. baroniae 

+ 

- 

F 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Infecgoes orais 

P. bergensis 

+ 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

IPTM 

P. bivia 

_ 

_ 

+ 

+ 

+ 

_ 

_ 

+ 

_ 

_ 

Abscessos do trato 


GU; ICS; 
Infecgoes do pe 
diabetico 


P.buccae +-- + -- + + + + + Infecgoes 

odontogenicas; 

ICS 

P.buccalis +--- + + + + + + - Cavidade oral; fol 

isolada da 
urina 


P. dentalis 

+ 

— 

— 

— 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

— 

F Cavidade oral 

P. disiens 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- Abscessos do trato 

GU; ICS 

P. enoeca 

V 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

P. heparinolytica 

+ 

+ 



+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ Infec0es de ferldas 

causadas por 

mordidas 

humanas 


P. marshii 


+ 


P. multiformis 

- 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 


P. multisaccharivorax 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

+ 


P. nanceiensis 

+ 




+ 

+ 


V 

+ 


+ 

Isolada raramente 

de diferentes 

especimes 

P. oralis 

+ 

- 

- 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 


P. oris 

+ 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lesoes 

odontogenicas 

P. oulorum 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 


P. pleuritidis 




+ 

+ 

+ 



+ 



Uma cepa isolada 

do h'quido 

pleural 

P. saiivae 

+ 

- 

- 

- 

F 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Isolada da saliva 

P. timonensis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Abscessos 

mamarios 

P. verroraiis 

+ 

- 

- 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

Cavidade oral 

P. zoogieoformans 

+ 

V 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

Cavidade oral 


+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = variavel; F = reagao fraca; Dl = dados indisponiveis; ESC = hidrolise de 
esculina; IND = produgao de indol; LIP = produgao de lipase; GEL = hidrolise de gelatina; a-Fuco = a-fucosidase; NAG = N- 
acetil-p-glicosaminidase; Arab = arabinose; C Celo = celobiose; Lact = lactose; Sali = salicilina; Saca = sacarose; ICS = 
infecgao da corrente sanguinea; IPTM = infecgao da pele e dos tecidos moles. 

Existem algumas especies recem-nomeadas do grupo de Prevotella pigmentadas. Recentemente, elas foram isoladas da 
cavidade oral e nao estao incluidas nesta tabela: P. maculosa, P. saccharolytica e P. histicola. P. copri e P. stercorea foram 
isoladas das fezes humanas, mas nao estao incluidas na tabela. 

Adaptada das references 178, 238 e 263. 

Tabela 16.15 Caracterfsticas fenotfpicas de Fusobacterium spp. 


Especie Bile 

IND 

LIP 

Conversao em 

propionato de: 

ESC Lactato Treonina 

Morfologia a Colorado 

pelo Gram 

Morfologia da coldnia 

F. gonidiaformans - 

+ 

- 

- - + 

Gonidial 


F. mortiferum + 



+ - + 

Corpos arredondados; celulas 

pleomorficas; comumente 

descritas como "bizarras"; 

Colorado irregular 

Aspecto semelhante ao de ovo 

frito 

F. naviforme 

+ 

- 

- 

Formato de barco 

Estrutura interna manchada 

F. necrophorumam “ 

subespecie - + 

fundiiiforme 

+ 

_+ 

- + + 

Cocobacilar; sem extremidades 

afiladas; alguns 

Cor creme ouamarela; lisa, 

arredondada e contlnua; 

pode emltir fluorescencla 










filamentos; formas 

parda sob luz UV; torna o 






bizarras 

agar esverdeado 

subespecie - + 

+ 

+ 

- 

+ 

+ Pleomorfica; formato de 

Opaca, umbonada; pode ser 

necrophorum 





bacilos com extremidades 

beta-hemolitica; pode 






arredondadas e formas 

emitir fluorescencia parda 






bizarras 

sob luz UV 

F. nucleatum - 

+ 

— 

— 

— 

+ Extremidades finas, afiladas. 

Colonias pontilhadas ou 


pontiagudas ou fusiformes opalescentes; semelhante 

amiolodepao;pode 
tornaroagar-sangue 
esverdeado; fluorescencia 
parda sobluzUV 


F. periodonticum b 


+ 




+ 

Delgada. Celulas longas 

Semelhante as colonias deE 

nucleatum 

F. russii 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Extremidades grandes e 

arredondadas 

Colonias lisas 

F. ulcerans c 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

Extremidades grandes e 

arredondadas 

Colonias lisas 

F. varium c 

+ 

+“ 

_+ 



+ 

Celula grande com 

extremidades 

arredondadas, nao 

afiladas 

Ovo frito, mas as colonias sao 

lisas 


a F. necrophorum tem duas especies, que podem ser encontradas nos seres humanos: F. necrophorum subesp. fundiliforme e 
a cepa isolada mais frequentemente dos seres humanos e e a especie virulenta responsavel pela sindrome de Lemierre, 
sepse pos-angina e muitas outras infecgoes graves. F. necrophorum subesp. necrophorum e isolada mais comumente dos 
animais, inclusive bovinos. 

b F. periodonticum nao pode ser diferenciada de F. nucleatum por testes bioquimicos; ambas fazem parte da microbiota normal 
da cavidade oral. 

C F. ulcerans e F. varium sao muito semelhantes bioquimicamente. Contudo, a primeira e indol-negativa, enquanto a segunda 
geralmente e indol-positiva. Alem disso, 

F. ulcerans nao fermenta frutose, enquanto F. varium e urn fermentador fraco deste agucar. F. ulcerans causa ulceras 
tropicais. 41c 

+ = positiva; - = negativa; +~ - a maioria das cepas e positiva, mas algumas podem ter reagao negativa; - + = a maioria das 
cepas e negativa, mas algumas podem ter reagao positiva. 

Adaptada das referencias 178, 238 e 263. 

Tabela 16.16 Caracteristicas de outros bacilos gram-negativos anaerobios. 

Produtos 

metabolicos 


Especie 

Bile 

URE 

DEP 

FERM 

MOT 

NIT 

finais 

Discos 

Morfologia 

Aliistipes spp. 

V 

+ 

- 

+ 

- 

- 

S 

R,R,R 

Bacilos curtos 

Anaerobiospirillum spp. 

V 

Dl 


+ 

+ 


A,S 

R,S,V 

Bacilos longos ou 

filamentos; 

espiralados 




Bacteroides ureolyticus" 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

A,S 

R,S,S 

Bacilos curtos 

Bilophila wadsworthia b 

+ 

+“ 

- 

- 

+ 

+ 

A 

R,S,S 

Bacilos retilineos 

Desulfovibrio spp. c 

V 

V 


- 

+ 

V 

A 

R,S,R 

Bacilos curvos 

Dia lister spp. rf 

- 


- 

- 

- 

- 

A,P 

R,S,V 

Cocoide 

Leptotrichia spp. 


e 


+ 



L 

R,S,S 

Pleomorfica; 

alguns bacilos 

maislongos; 

variabilidade 










entre as 










especies 

Odoribacter splanchnicus 

+“ 

- 

- 

+ 


— 

A,P,S 

R,R,R 

Pleomorfica, mas 

bacilar 

Phoaceicola abscessus' 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 



Cocoides e bacilos 

Pseuodoflavonifractor 

_+ 

- 

- 

+ f 

- 

- 

a,s 

R,R,R 

Bacilos curtos 

capillosus 










Seienomonas spp. 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+“ 

A,P 

R,S,V 

Bacilos curvos 

Sutterella wadsworthensis 

a,d,g 

V 

- 

V 

- 

- 

V 

S 

R,S,S 

Bacilos retilineos 

Tannerella forsythensis 

- 

Ind 

- 

- 

- 

- 

A,B,IV,P 

R,S,S 

Bacilos 

pleomorficos 

Tissierella praecutus 

+ 

- 

- 

- 

+ 

V 

A,B,IV 

R,S,S 

Bacilos 


a Essas especies necessitam de formato e fumarato no meio de cultura para crescer. 
b B. wadsworthia produz colonias com aspecto de “feijao-fradinho” no agar BBE. 
c Desulfovibrio desulfuricans e urease-positiva; outras especies sao negativas. 

^Essas especies podem crescer em condigoes microaerofilas. 
e Existem relatos raros de cepas positivas. 

tmbora Sutterella wadsworthensis seja resistente a urn disco de bile a 20%, ela geralmente nao cresce no agar BBE. 

9 Dados baseados nos resultados obtidos com uma cepa. Requer mais de 7 dias para comegar a crescer. 

+ = positiva; - = negativa; +~ = a maioria das cepas e positiva, mas algumas podem ser negativas; - + = a maioria das cepas e 
negativa, mas algumas podem ser positivas; + f = positivas, mas a reagao e fraca; A = pico predominante de acido acetico; a = 
pico insignificante de acido acetico; Bile = crescimento em presenga de bile a 20%; FERM = fermentagao; se for +, a bacteria 
fermenta urn ou mais carboidratos; IV = pico predominante de acido isovalerico; L = pico predominante de acido lactico; MOT 
= motilidade; NIT = redugao de nitrato; P = pico predominante de acido propionico; DEP = as colonias corroem ou fazem 
depressoes no agar; R = resistente; S = sensivel; s = pico insignificante de acido succinico; Ind = indeterminado; URE = 
produgao de urease; V = reagoes variaveis entre as cepas. 

Discos de antibioticos com potencias especificas: vancomicina, canamicina e colistina. 

Adaptada das references 178, 238 e 263. 

Grupo de Bacteroides fragilis. As bacterias do grupo de B. fragilis sao bacilos gram-negativos imoveis com 
extremidades arredondadas e medem 0,5 a 0,8 mm de diametro por 1,5 a 9 mm de comprimento (Prancha 16.1 
A ). 238 ’ 464 As celulas retiradas da cultura em caldo tendem a ser pleomorficas, comumente com vacuolos; algumas 
cepas sao encapsuladas e isto, conforme foi descrito antes na segao sobre infecgoes humanas, contribui para a 
virulencia desta especie (Quadro 16.10 online). No agar-sangue para anaerobios dos CDC, as colonias de B. fragilis 
medem 1 a 4 mm de diametro, nao sao hemoliticas, tern coloragao cinzenta, sao continuas e semiopacas com 
verticilos ou estruturas anulares concentricas dentro das colonias (Prancha 16.1 B). As colonias das outras especies 
desse grupo sao semelhantes em forma e tamanho, mas algumas diferem quanto a suas estruturas intemas. Duas 
caracteristicas fundamentals de todas as especies do grupo de B. fragilis e sua resistencia a bile a 20% e sua 



capacidade de hidrolisar esculina, dai a utilidade da semeadura primaria no agar BBE, alem do agar-sangue nao 
seletivo. Depois de 18 a 24 horas de incubagao no agar BBE, as colonias do grupo de B.fragilis sao grandes e pretas 
com escurecimento ao seu redor; elas nao sao hemollticas no agar-sangue. Todas essas bacterias sao resistentes a 
penicilina, canamicina, colistina e vancomicina, mas sensiveis ao disco de 15 pg de rifampicina (Tabela 16.11). 
Todas sao sacarollticas e seus padroes de fermentagao dos carboidratos, alem da reagao de indol, ajudam a 
diferenciar as diversas especies. A Tabela 16.12 descreve as caracteristicas detalhadas das especies mais comuns do 
grupo de B. fragilis. Existem cerca de 23 membros desse grupo, que nao estao incluidos na Tabela 16.12; estes 
microrganismos foram isolados das fezes e raramente ou nunca foram identificados em infecgoes clinicas por meio 
dos metodos tradicionais. Entretanto, essas bacterias podem ser identificadas nos especimes clinicos quando sao 
utilizados metodos moleculares para a identificagao completa. Em algumas infecgoes, nao e importante identificar a 
bacteria alem do nivel de grupo de B.fragilis; entretanto, isto tambem pode mudar, na medida em que as tecnicas de 
MALDI-TOF podem realizar identificagoes muito rapidas de especies. 

Um genero de bacilos gram-negativos anaerobios descrito recentemente - Parabacteroides - inclui P distasonis, 
P. goldsteinii, P. johnsonii, P, gordoni e P. merdae; todos eles sao indol-negativos e tern reagao de a-fiicosidase 
negativa. Esses microrganismos ainda sao considerados parte do grupo de B. fragilis, ao menos quanto a sua 
relevancia clinica; eles crescem em agar BBE e hidrolisam esculina. 238 ’ 464 Parabacteroides estao incluidos na Tabela 
16.2 junto com outros membros do grupo de B.fragilis. 

Bacilos gram-negativos anaerobios pigmentados. Shah e Collins sugeriram que o genero Bacteroides 
fique restrito ao grupo de Bacteroides fragilis e especies relacionadas, que fermentam glicose ativamente (pH de 
5,4) (fortemente sacarollticas), crescem em presenga de bile a 20% e hidrolisam esculina. 426 Seus produtos 
metabolicos acidos principals originados do metabolismo da glicose sao acidos acetico e succinico, embora possam 
ser produzidas quantidades menores de outros acidos graxos de cadeias curtas. 426 Desse modo, os bacilos gram- 
negativos anaerobios que produzem pigmento nao sao mais classificados no genero Bacteroides. As especies 
moderadamente sacarollticas que produzem pigmentos foram colocadas no genero Prevotella. Em 1988, os 
Bacteroides assacaroliticos pigmentados - todos isolados de seres humanos - foram reclassificados no genero 
Porphyromonas como P. asaccharolytica, P. gingivalis e P. endodontalis (Quadro 16.10 online) (Prancha 16.1 C e 
D). 425 Todos sao sensiveis a bile a 20%. Hoje em dia, outras especies de Porphyromonas de origem humana sao P. 
uenonis, P. bennonis, P. somerae e P. catoniae (nao pigmentadas). 26 "' Com excegao de P. bennonis e de P gingivalis, 
todos emitem alguma fluorescencia antes da pigmentagao e, exceto pela P. bennonis, todos sao catalase-negativos. 
Existem algumas especies de Porphyromonas que foram isoladas apenas de animais; estas sao pigmentadas e indol- 
positivas. Em geral, essas especies sao catalase-positivas, em contraste com as especies catalase-negativas de 
origem humana. As especies animais de Porphyromonas que nao estao incluidas na Tabela 16.3 sao P. 
cangingivalis, P. canoris, P. cansulci, P. macacae e P. levii. Algumas delas foram isoladas de feridas causadas por 
mordidas de animais. 1 

Indicios que permitem a identificagao presuntiva dos bacilos gram-negativos anaerobios do genero 
Porphyromonas incluem a formagao de colonias de cor camurga ou castanho, que emitem fluorescencia vermelho- 
tijolo quando sao expostas a luz ultravioleta com comprimento de ondas longo, ou colonias marrom-escuras (a 
maioria das especies); inibigao do crescimento em presenga de vancomicina (/. e., nao conseguem crescer no agar- 
sangue com canamicina-vancomicina); inibigao pela bile; inibigao pela penicilina e rifampicina, mas resistencia a 
canamicina; formagao de indol e incapacidade (maioria das especies) de fermentar glicose ou outros carboidratos. A 
identificagao defmitiva de Porphyromonas no nivel de especie com base nas caracteristicas fenotipicas e dificil. A 
Tabela 16.13 descreve algumas caracteristicas diferenciais fundamentals das especies assacaroliticas, pigmentadas e 
catalase-negativas, que estao associadas as doengas humanas. A determinagao das atividades enzimaticas por meio 
do uso de um sistema de testes rapidos em 4 horas (z. e., sistema Rapid ID® 32A ou RapID-ANA® II) e um recurso 
pratico para identificar Porphyromonas spp. isoladas dos seres humanos. 116,238,263 

O genero Prevotella consiste em especies pigmentadas e nao pigmentadas descritas na Tabela 16.2. Ao contrario 
de Porphyromonas, todas as especies de Prevotella pigmentadas fermentam glicose e outros carboidratos (Tabela 
16.14). Alguns autores enfatizaram que o grupo de Prevotella “pigmentado” descrito na Tabela 16.14 pode demorar 
2 dias a 3 semanas para produzir pigmento no agar-sangue para anaerobios dos CDC, ou mesmo pode nao formar 
colonias pigmentadas. Todas as especies pigmentadas de Prevotella sao gelatina-positivas e nao fermentam 
arabinose; com excegao de P corporis, todas fermentam sacarose e produzem a-fiicosidase. Prevotella intermedia e 


singular porque forma colonias pretas no agar-sangue, produz indol, e lipase-positiva no agar EYA e fermenta 
sacarose. Prevotella nigrescens e uma especie derivada de urn grupo de cepas geneticamente diferente, que antes 
estavam incluidas na especie Prevotella intermedia. 421 Algumas dessas cepas foram isoladas de pacientes com 
periodontite, outras de individuos saudaveis. Como se pode observar na Tabela 16.14, nao existem caracteristicas 
fenotipicas que possam diferenciar essas duas especies. P. denticola, P. loescheii e algumas cepas de P. 
melaninogenica sao as unicas especies de Prevotella pigmentadas esculino-positivas. Como P. 
intermedia/nigrescens, P. loescheii pode ser lipase-positiva e e a unica especie de Prevotella pigmentada que produz 
lipase. P. denticola demora a produzir pigmento; algumas cepas podem nao formar pigmentos, mesmo depois de 3 
semanas de incubagao. Existem quatro especies descritas mais recentemente de Prevotella sacaroliticas 
pigmentadas, que podem ser isoladas dos seres humanos: P. micans, P palens, P. sliahii e P. tannerae. Todas essas 
bacterias sao esculino-negativas e produzem a-fiicosidase. Entre essas quatro especies, P. micans e metabolicamente 
muito ativa e fermenta celobiose, lactose, salicina e sacarose. P. shahii e P. tannerae sao praticamente 
indistinguiveis entre si com base nas caracteristicas fenotipicas. Como se pode observar na Tabela 1 6 . 14, P. palens e 
indol-positiva e nao fermenta quaisquer outros agucares alem da glicose. 

Um problema significativo encontrado na identificagao dos membros do grupo de Prevotella pigmentado no 
nivel das especies e que eles frequentemente sao exigentes e tem crescimento lento. Essas bacterias podem 
necessitar de alguma coisa entre 2 dias a 3 semanas completas para produzir pigmento (no agar-sangue lisado de 
coelho, ou agar-sangue lisado de ovelha). Algumas especies, especialmente Prevotella intermedia (e, possivelmente, 
P. nigrescens), atraem interesse clinico especial porque comumente produzem betalactamase e podem ser resistentes 
in vitro a penicilina G e outros antibioticos, aos quais outros bacilos gram-negativos pigmentados sao 
sensiveis. 160,238 Antes da pigmentagao, as colonias jovens frequentemente emitem fluorescencia vermelho-tijolo 
quando sao examinadas sob luz ultravioleta com comprimento de ondas longo (365 nm). Nas preparagoes coradas 
pelo Gram, essas bacterias sao bacilos gram-negativos cocoides curtos, geralmente com 0,3 a 0,4 mm de diametro 
por 0,6 a 1 mm de comprimento (Prancha 16.1). Para fazer a identificagao presuntiva das especies de 
Porphyromonas (Prancha 16.2 A) e especies de Prevotella pigmentadas, todas sao inibidas pela bile, geralmente 
(ainda que nem sempre) sao sensiveis ao teste com disco de penicilina 2 U, sao sensiveis a rifampicina e resistentes 
a canamicina (Tabela 16.11). As Tabelas 16.13 e 16.14 descrevem outras caracteristicas uteis a identificagao, que 
tambem pode ser defmida com base nos sistemas de kits para atividades enzimaticas. 116 

Prevotella spp. nao pigmentadas. Existem mais de 20 especies de Prevotella nao pigmentadas, das quais 
algumas foram identificadas apenas recentemente e, em alguns casos, somente com o uso de metodos moleculares. 
Nenhuma delas e lipase-positiva e apenas P. heparinolytica e algumas cepas de P. zoogleoformans sao indol- 
positivas. Com excegao de P. disiens e de P. marshii, todas as demais fermentam lactose. P. disiens e P. bivia sao 
dois representantes muito comuns do grupo das especies de Prevotella nao pigmentadas. As duas sao 
fenotipicamente semelhantes, com excegao de que a segunda fermenta lactose e e esculino-positiva, enquanto P. 
disiens, nao. Do mesmo modo, as reagoes de a-fucosidase e NAG (/V-acetil-[!-glicosaminidase) sao positivas para P. 
bivia, mas negativas para P. disiens. P. bivia e encontrada no trato urogenital e na boca, enquanto P. disiens e isolada 
comumente do trato urogenital (Tabela 16.14). A Tabela 16.14 descreve as caracteristicas uteis a diferenciagao entre 
P. bivia e P. disiens e as outras especies de Prevotella. Alem de Prevotella tannerae, Moore el al. descreveram outra 
especie que habita as fendas gengivais humanas ( Prevotella enoeca ) e corrigiram a descrigao de Prevotella 
zoogleoformans , 337 Essas duas especies foram isoladas dos pacientes com periodontite. As caracteristicas essenciais 
que ajudam a diferenciar P. enoeca das outras especies de Prevotella sao sua incapacidade de digerir gelatina e de 
fermentar sacarose, alem do perfil de acidos graxos da parede celular. A fermentagao de celobiose e lactose, a 
inexistencia de pigmentos e seu perfil de acidos graxos da parede celular sao caracteristicas fiindamentais, que 
ajudam a diferenciar a P. zoogleoformans das outras especies Prevotella indol-positivas, especialmente P. 
intermedia e P. nigrescens, que tem em comum algumas caracteristicas fenotipicas, embora nao produzam 
pigmento. ” Outra alteragao taxonomica proposta em 1995 foi a reclassificagao da Hallela seregens e da 
Mitsuokella dentalis como Prevotella dental is. 5 ' 4 Isolada dos canais radiculares dentarios, as colonias de P. dentalis 
nao sao pigmentadas e diferem das outras especies de Prevotella por terem um aspecto tipico de “gota d’agua”. 

Prevotella buccalis, P. veroralis e P. oralis eram conhecidas anteriormente como B. oralis. Todas elas sao 
inibidas por bile a 20%, sao indol-negativas, tem reagao positiva de hidrolise da esculina e fermentam varios 
carboidratos. Quando nao conseguem produzir pigmento, P. denticola e P. melaninogenica podem ser confundidas 


facilmente com P buccalis, P. veroralis e P oralis. Contudo, essas ultimas tres especies fermentam celobiose, 
enquanto P. denticola e P. melaninogenica sao celobiose-negativas. P. oris e P. buccae foram isoladas de infecgoes 
periodonticas e varios outros focos de infecgao humana. A produgao de acido a partir da arabinose diferencia P. oris 
e P. buccae de P. oralis. A fermentagao de salicina ajuda a diferenciar P buccae e P. oris de P. buccalis e P. 
veroralis, que sao salicilino-negativas. P. buccae tern atividade de (S-glicosidase, enquanto P. oris nao, e isto e uma 
caracterlstica que ajuda a diferenciar estas especies. As reagoes obtidas com o sistema RapID-ANA® II tambem 
podem ser uteis como complementos aos testes da Tabela 16.13 para ajudar a diferenciar essas especies. 116 

Bacteroides ureolyticus. O Bacteroides ureolyticus (antes conhecido como B. corrodens) e um bacilo gram- 
negativo microaerofilo exigente e relativamente pequeno (cerca de 0,5 mm de diametro por 1,5 a 2 mm de 
comprimento), que produz depressoes no agar-sangue para anaerobios. As celulas nao formam flagelos e sao 
imoveis. Nos casos tipicos, as colonias podem ser de dois tipos: (1) 0,5 a 1 mm de diametro depois da incubagao por 
2 dias ou mais, circulares, convexas e translucidas com bordas continuas ou erodidas; ou (2) colonias finas, planas, 
dispersivas, irregulares e translucidas, que se estendem para fora a partir de uma area central relativamente elevada. 
Esse ultimo tipo de colonia forma depressoes ou “buracos” na superficie do agar, que sao semelhantes em parte a 
“corrosao” de uma lamina de metal marchetada. B. ureolyticus e inibida pela penicilina (disco 2 U), rifampicina 
(disco de 15 mg) e canamicina (disco de 1 mg), nao cresce em presenga de bile a 20% e e assacarolltica. 
Campylobacter gracilis, antes conhecido como Bacteroides gracilis, tambem e microaerofilo e tern caracteristicas 
de crescimento semelhantes as de B. ureolyticus. Um teste positivo para urease e hidrolise de gelatina e caseina 
diferenciam B. ureolyticus de C. gracilis e de Campylobacter spp. fenotipicamente semelhantes e de Wolinella 
succinogenes, que sao todas urease-negativas. Hoje em dia, existe uma proposta para transferir B. ureolyticus para o 
genero Campylobacter, C. ureolyticus , 485 Se for aceita, as unicas especies de Bacteroides remanescentes com 
significado clinico seriam os membros do grupo de B. fragilis. A 10- edigao do Manual of Clinic Microbiology 
agora inclui B. ureolyticus no capitulo sobre Campylobacter, em vez do capitulo sobre anaerobios. 263 S. 
wadsworthensis e um microrganismo semelhante a B. ureolyticus e a Campylobacter gracilis. Ela pode produzir 
depressoes semelhantes as de B. ureolyticus, mas e urease-negativa e pode crescer em presenga de bile a 20%. As 
outras especies de Bacteroides que nao fazem parte do grupo de B. fragilis sao encontradas apenas raramente nos 
especimes clinicos humanos. Veja revisoes excelentes sobre seu papel nas infecgoes e seus perfis de sensibilidade 
antimicrobiana em Kirby et al. e Wexler. 259 ’ 507 

Especies de Bilophila. Durante um estudo das bacterias isoladas dos especimes de apendicite e das fezes 
humanas, Baron et al. isolaram no agar BBE um bacilo gram-negativo anaerobio desconhecido e singular. '" De 
acordo com a descrigao, essa especie nova apresentava as caracteristicas descritas no Boxe 16.4. Embora Bilophila 
wadsworthia seja semelhante as especies do grupo de B. fragilis e a algumas especies de Fusobacterium, que 
crescem em presenga de bile a 20%, varias outras caracteristicas fenotlpicas da B. wadsworthia sao diferentes das 
evidenciadas neste grupo e entre Fusobacterium spp. Bilophila wadsworthia difere do grupo de B. fragilis por sua 
incapacidade de fermentar carboidratos, sua produgao de urease e sua incapacidade de produzir quantidade 
expressiva de acido succlnico. A atividade intensa de catalase e a inexistencia de acido butirico produzido sao 
caracteristicas essenciais, que diferenciam B. wadsworthia de Fusobacterium spp. Alem disso, a primeira e 
resistente a bile e, no agar BBE, forma colonias grandes parecidas com as do grupo de B. fragilis, mas apresenta 
aspecto semelhante ao “feijao-fradinho”, em vez do escurecimento complete da colonia. 2 ’ 

Especies de Fusobacterium. O genero Fusobacterium inclui varias especies de bacilos gram-negativos 
anaerobios NFE, que podem ser diferenciados das especies de Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas e 
Leptotrichia por sua produgao de quantidades significativas de acido butirico, mas nao de acido isobutirico ou 
isovalerico (Tabela 16.15 e Quadro 16.10 online). As especies de Bacteroides e Porphyromonas que produzem 
acido butirico tambem formam acidos isobutirico e isovalerico. Embora o nome Fusobacterium possa 
aparentemente sugerir que todas as fusobacterias sejam “fusiformes” ou “em formato de fiiso”, apenas algumas tern 
esta morfologia. Ainda que F. nucleatum seja fusiforme, a maioria das outras especies tern forma bacilar com lados 
paralelos e extremidades arredondadas (nao pontiagudas) (Prancha 16.1 E e G). Alem disso, algumas tem aspecto 
pleomorfico muito bizarro na coloragao pelo Gram. Embora cresgam bem no agar-sangue em condigoes de 
anaerobiose, esses microrganismos sao facilmente destruidos pela exposigao ao ar ambiente. A maioria das especies 
e fracamente fermentadora, ou nao tem atividade fermentadora. 238,263 Elas sao resistentes a vancomicina do disco de 


antibiotico com potencia defmida, mas sao sensiveis a colistina e a canamicina. A maioria das especies e sensivel a 
bile, mas F. mortiferum, F. ulcerans e F varium podem crescer no agar BBE. : 

Fusobacterium nucleatum e a especie mais comum e mais bem-conhecida do genero. Como ja foi mencionado, 
na coloragao pelo Gram essa bacteria e gram-negativa e suas celulas sao fiisiformes, longas e delgadas com as 
extremidades afiladas (Prancha 16.1). 238,263,313 Tambem ha dilatagoes esfericas encontradas nas celulas. Em geral, as 
celulas medem 5 a 10 pm de comprimento, embora normalmente formas mais curtas tambem possam ser 
encontradas. No agar-sangue para anaerobios, as colonias medem de 1 a 2 mm de diametro, sao ligeiramente 
convexas com bordas suavemente irregulares e tem um pontilhado intemo caracteristico, que e referido como 
“estruturas intemas cristalinas”; alguns autores descreveram as colonias de F. nucleatum como semelhantes a “miolo 
de pao” (Prancha 16.1 F). Bioquimicamente, F. nucleatum e relativamente inativo (Tabela 16.15). 

As celulas de F. necrophorum medem cerca de 0,6 por 5 pm e sao pleomorficas, comumente apresentam formas 
curvas e areas esfericas dentro das celulas (Prancha 16.1 G). Assim como F. mortiferum (descrito adiante), F. 
necrophorum tambem forma corpos cocoides livres que, ao exame direto, algumas vezes sao semelhantes aos 
leucocitos degenerados (/. e., restos de neutrofilos). F. necrophorum foi subdividido ao menos em duas subespecies: 
F. necrophorum subesp. fundiliforme (a cepa mais patogenica) e F. necrophorum subesp. necrophorum. As colonias 
tem coloragao creme a amarela, sao arredondadas e lisas com bordas continuas (Prancha 16.1 H). Assim como 
ocorre com F. nucleatum, as colonias podem emitir fluorescencia sob luz UV e podem tomar o agar-sangue 
esverdeado. Em geral, as duas sao lipase-positivas no agar EYA, porem, a reagao e mais fraca com a subespecie 
fundiliforme. Ocasionalmente, F. necrophorum e confundido com F. nucleatum', as avaliagoes dos kits para 
anaerobios disponiveis no mercado incluiram pouquissimas cepas de F. necrophorum para que se possa avaliar o 
desempenho deles. Estudos iniciais com tecnicas moleculares ainda nao foram concluidos, de forma que a 
identificagao defmitiva pode ser dificil. Quando a CLG e utilizada, o acido butirico predomina, mas isto tambem se 
aplica ao genero Fusobacterium e nao facilita a diferenciagao no nivel da especie. 95,2 ,8 As celulas de F. mortiferum 
medem 0,5 a 2 pm de largura e 2 a 10 pm de comprimento, sao extremamente pleomorficas, cocoides ou 
filamentosas, com dilatagoes esfericas perto do centra ou uma das extremidades corada irregularmente. No agar- 
sangue, as colonias medem 1 a 2 mm de diametro e tem aspecto tipico de ovo frito com centres opacos elevados e 
borda plana e translucida (Tabela 16.15). 

Outras especies de Fusobacterium podem ser encontradas raramente em pacientes infectados. F. ulcerans e uma 
bacteria raramente associada as ulceras tropicais e, na coloragao pelo Gram, e semelhante a F. varium. Contudo, essa 
ultima especie geralmente e indol-positiva e pode ser lipase-positiva, enquanto F. ulcerans tem reagoes negativas 
nestes dois testes. 98,238,263 Veja outras caracteristicas dessas e de outras especies nas referencias citadas a 
seguir 95 > 98 > 238 > 263 > 302 

A Tabela 16.16 descreve as caracteristicas diferenciais de alguns outras bacilos gram-negativos anaerobios. A 
Tabela 16.2 inclui referencias para alguns dos microrganismos do seu interesse. 

Identificagao dos bacilos gram-positivos anaerobios NFE 

Incluidos nesse grupo de anaerobios estao as especies dos generos Actinomyces, Arcanobacterium, Bifidobacterium, 
Eggerthella, Eubacterium, Lactobacillus, Propionibacterium, Pseudoramibacter e muitas outras (Quadro 16.11 
online). A Tabela 16.2 contem uma lista ampla de alteragoes taxonomicas recentes dessas bacterias. A Tabela 16.10 
descreve algumas caracteristicas diferenciais dos generos de bacilos gram-positivos NFE. A morfologia 
microscopica e as caracteristicas das colonias de Actinomyces israelii e da Eggerthella lenta (antes conhecida como 
Eubacterium lentum) estao ilustradas na Prancha 16.2 (16.2 E e F). 

A identificagao dos bacilos gram-positivos anaerobios NFE requer a utilizagao de CLG para analisar seus 
produtos metabolicos e/ou tecnicas de identificagao mais novas, inclusive sequenciamento e MALDI-TOF. A 
morfologia celular de alguns desses microrganismos tende a variar com o tipo de meio de cultura e as condigoes de 
crescimento. Apenas com base na morfologia, essas bacterias podem algumas vezes ser confundidas com varios 
outras generos, inclusive Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Leptotrichia, Listeria, Nocardia, 
Peptostreptococcus e Streptococcus. Desse modo, os resultados da CLG e as caracteristicas morfologicas analisados 
em conjunto facilitam a diferenciagao rotineira. As vezes, algumas cepas de bacilos anaerobios sao semelhantes aos 
cocos, principalmente nas preparagoes coradas pelo Gram de colonias jovens cultivadas em agar-sangue. Alem 
disso, alguns estreptococos (p. ex., S. mutans, S. intermedins, S. constellatus), a Gemella morbillorum e alguns 


cocos gram-positivos anaerobios podem ter aspecto bacilar quando celulas retiradas das colonias em agar-sangue 
sao examinadas ao microscopio. Por outro lado, essas ultimas bacterias geralmente formam cadeias longas de 
celulas no caldo de tioglicolato enriquecido e outros meios llquidos. E importante ressaltar que algumas bacterias 
gram-positivas tendem a ser gram-negativas a medida que as colonias envelbecem. Alem disso, alguns clostrldios 
(p. ex., C. perfringens, C. ramosum e C. clostridioforme ) nao produzem esporos nos meios utilizados rotineiramente 
no laboratorio cllnico, enquanto outros clostrldios o fazem a medida que as colonias envelhecem. Por isso, as 
preparagoes coradas pelo Gram de culturas muito jovens podem facilitar a demonstragao da variabilidade da 
coloragao pelo Gram, enquanto o exame dos esfregagos retirados das culturas mais antigas pode facilitar a 
demonstragao dos esporos dos clostridios. 

Especies de Actinomyces. Conforme foi mencionado na segao sobre infecgoes humanas causadas pelas 
especies de Actinomyces, A. israelii tern sido associado ha muitos anos as formas toracica, abdominal e pelvica da 
actinomicose. Nos esfregagos corados pelo Gram preparados a partir do material retirado das lesoes, podem ser 
detectados granulos de enxofre tipicos, que sao microcolonias granulares de microrganismos circundados por 
exsudato purulento. Existem algumas especies de Actinomyces, assim como Propionibacterium propionicum, que 
sao reconhecidos como agentes etiologicos da actinomicose e podem produzir granulos de enxofre (Quadro 16.11 
online). As celulas de A. israelii sao bacilos gram-positivos, geralmente com 1 pm de diametro, mas seu 
comprimento e extremamente variavel. As celulas podem ser bacilos difteroides curtos, ou filamentos em forma de 
clave, ramificados ou nao (Prancha 16.2). Em geral, as colonias asperas compostas de bacilos ou filamentos 
ramificados formam-se lentamente no agar-sangue. Quando sao examinadas em um microscopio de dissecgao, as 
colonias jovens (2 a 3 dias) aparecem como filamentos radiantes fmos conhecidos como “colonias de aranha”. 
Quando as colonias tern entre sete e 14 dias, elas geralmente sao elevadas, amontoadas, brancas, opacas e brilhantes; 
as colonias tern bordas irregulares ou lobuladas e, em alguns casos, sao referidas como colonias em forma de “dente 
molar” (Prancha 16.2 F). Contudo, as cepas lisas (cerca de um tergo das colonias de A. israelii) formam colonias em 
menos tempo que as asperas. As cepas lisas podem formar colonias com 1 a 2 mm de diametro, circulares, 
ligeiramente elevadas, brancas, opacas, lisas e brilhantes depois de apenas 2 a 3 dias em incubagao. A. naeslundii 
tambem pode formar colonias asperas ou lisas. Na maioria dos casos, as colonias de A. viscosus medem 0,5 a 2 mm 
de diametro e sao continuas, convexas, acinzentadas e translucidas. As colonias de A. odontolyticus podem produzir 
coloragao vermelha no agar-sangue, depois de 7 a 14 dias de incubagao em anaerobiose, ou depois que as placas sao 
deixadas ao ar ambiente e a temperatura ambiente por varios dias. Como foi mencionado antes, as caracteristicas das 
celulas e das colonias do Propionibacterium propionicum sao semelhantes as dos outros Actinomyces. Hoje em dia, 
existe uma lista numerosas de outras especies de Actinomyces, como se pode observar nas Tabelas 16.2, 16.17 e 
16.18. Algumas especies formam filamentos ramificados na coloragao pelo Gram, que sao reconhecidas 
caracteristicamente como Actinomyces sp.; outras parecem mais difteroides e podem ser confiindidas com as 
especies de Corynebacterium. Algumas especies sao muito aerotolerantes e, em alguns casos, parecem mais com 
aerobios que anaerobios. A maioria das especies de Actinomyces e resistente ao metronidazol, mas ligeiramente 
sensivel a penicilina, alem de ser sensivel a muitos outros antibioticos usados para tratar anaerobios. 

Alem da morfologia, das caracteristicas das colonias e dos produtos metabolicos, outros indicios uteis a 
identificagao dos actinomicetos sao sua relagao com o oxigenio, o aspecto e a rapidez de crescimento no meio de 
tioglicolato enriquecido, a produgao de indol, a hidrolise de esculina e gelatina, a fermentagao de alguns 
carboidratos, os resultados de varios testes enzimaticos rapidos, o sequenciamento do rRNA 16S e outros metodos 
moleculares. Veja informagoes adicionais quanto a caracterizagao e a identificagao das cepas isoladas, alem das que 
estao descritas nas Tabelas 16.17 e 16.18, nas outras referencias recomendadas 99,238,414 ' 499 

Especies de Propionibacterium e generos relacionados. Propionibacterium acnes certamente e o bacilo 
gram-positivo anaerobio NFE encontrado mais frequentemente nos especimes clinicos. P. avidum e P. granulosum 
sao isolados raramente no laboratorio clinico e, em geral, nao sao clinicamente significativos. As celulas de P. acnes 
geralmente medem de 0,3 a 1,3 pm de diametro por 1 a 10 pm de comprimento. 238 Sua morfologia tern sido descrita 
repetidamente como difteroides ou formas semelhantes. As celulas sao extremamente pleomorficas e ocorrem com 
formas e tamanhos variados, desde formas cocoides a bacilos bem definidos. Em geral, as celulas coram-se 
irregularmente pela tecnica de coloragao do Gram. Assim como as corinebacterias, as celulas de P. acnes formam 
configuragoes de “letras chinesas”, “passaros voando” e “cerca de piquete”, provavelmente em razao das “fraturas” 


que ocorrem depois que se dividem. Nos casos tipicos, P acnes cresce como um anaerobio obrigatorio no meio de 
isolamento primario. Embora algumas cepas possam crescer quando sao incubadas com C0 2 , elas geralmente 
crescem mais em condigoes de anaerobiose e, por esta razao, sao descritas como aerotolerantes ou microaerofilas. 
As colonias de P. acnes no agar-sangue para anaerobios medem 1 a 2 mm de diametro e sao circulares, continuas, 
convexas, brilhantes e opacas. Algumas cepas formam uma zona estreita de hemolise. A analise dos produtos 
metabolicos (acidos graxos de cadeias curtas) por CLG demonstra a produgao de quantidade expressiva de acido 
propionico, quantidades menores de acido acetico e apenas tragos de acido isovalerico [abreviado aP (iv)]. P. acnes 
pode ser reconhecido sem recorrer a CLG quando ele produz indol e catalase. Actinomyces viscosus, que tem 
morfologia semelhante apartir de alguns meios, produz apenas catalase (Quadro 16.11 online). 

Propionibacterium propionicum. Em 1988, Arachnia propionica foi reclassificada como Propionibacterium 
propionicum , 89 No passado, o nome Arachnia propionica fora criado para acomodar as bacterias que antes eram 
conhecidas como Actinomyces propionicus. Embora sua patogenicidade e suas caracterlsticas morfologicas sejam 
semelhantes as de algumas especies de Actinomyces, as primeiras diferem de Actinomyces por produzirem acido 
propionico como produto metabolico principal, por seu teor de murelna e na parede celular e pela composigao das 
menaquinonas, que sao semelhantes as das especies de Propionibacterium. P. propionicum e morfologicamente 
indistingulvel (nos tecidos e nas culturas) de A. israelii. Esses dois microrganismos formam bacilos “difteroides” 
pleomorficos e filamentos ramificados longos (descritos com mais detalhes na segao dedicada as especies de 
Actinomyces). As duas especies sao microaerofilas a anaerobias e crescem preferencialmente em condigoes de 
anaerobiose. As Tabelas 16.17 e 16.19 apresentam informagoes especlficas quanto as caracterlsticas das especies de 
Propionibacterium e seu significado clinico em determinados especimes. 


Tabela 16.17 Morfologia de Actinomyces , Propionibacterium e de outras especies relacionadas. 


Especie 

Morfologia a coloragao pelo Gram 

Morfologia das colonias 

Microbiota normal/relevancia ch'nica 

Actinomyces spp. 




A. cardiffensis 

Pleomorficos, delgados, bacilos retilineos a 

curvos; tambem formam filamentos 

ramificados frisados 

Colonias puntiformes, convexas e 

lisas; opacas; cor creme a 

rosada; nao hemoliticas 

Alguns especimes clinicos; bacteriemia; 

infecgoes pulmonares 

A. dentalis 

Celulas bacilares filamentosas frisadas 

Minusculas, brancas, semelhantes a 

miolo de pao; podem produzir 

depressoesnoagar 

Cavidade oral; abscessos dentarios 

A. europaeus 

Bacilos curtos; sem filamentos ou 

ramificagoes 

Colonias cinzentas lisas e 

translucidas; ligeiramente 

beta-hemoliticas 

Abscessos mamarios; ITU 

A. funkei 

Bacilos curvos e delgados com alguma 

ramificagao 

Colonias cinzentas e peguenas, nao 

hemoliticas; com o 

envelhecimento, parecem um 

"ovo frito" 

Endocardite 

A. georgiae 

Bacilos curtos, gue podem apresentar 

dilatagoes; raramente ha ramificagao 

Colonias del mm; circulares, 

convexas e continuas; 

translucidas; brancas, 

brilhantes e lisas; algumas 

cepas podem ser castanhas. 

Fendas gengivais; endocardite 

A. gerencseriae 

Bacilos curtos; filamentosos; ramificagoes 

ou contas 

Cepas diferentes formam colonias 

pleomorficas: brancas e 

Actinomicose cervicofacial, toracica e 

abdominopelvica 





circulares; colonias menores 

transparentes ou translucidas; 

opacas e irregulares; 

"grumosas" 


A. graevenitzii 

Bacilos curtos; algumas extremidades 

dilatadas; alguma ramificagao 

Colonias opacas; podem aderir ao 

agar; podem formar colonias 

em "dente molar" semelhantes 

as de A. israelii; podem 

produzir pigmento rosado no 

agar-sangue de coelho 

Actinomicose cervicofacial, toracica e 

abdominopelvica 

A. hongkongensis 

Bacilos retilineos 

Colonias puntiformes nao 

hemoliticas 

Isolado de urn caso de actinomicose 

pelvica 

A. israelii 

Bacilos curtos; ramificagoes tipicas; 

pleomorficos 

Colonias brancas e opacas; tipo 

"dente molar" 

Trato GU; pulmonar; todos os tipos de 

actinomicose; pericardite, infecgoes 

associadasaoDIU 

A.johnsonii 

Bacilos curtos; ramificagoes ou "colar de 

contas" 

Colonias branco-acinzentadas; 

translucidas 

Fendas gengivais 

A. massiliensis 

Bacilos retilineos 

Colonias circulares, brancas e 

brilhantes, puntiformes com 48 

h 

Bacteriemia 

A. meyeri 

Bacilo curto; ramificagoes ou "colar de 

contas" com algumas celulas 

dilatadas; bagueteamento 

Colonias brancas; anaerobio estrito 

Pulmonar; osteomielite; abscessos; 

pericardite 

A. naeslundii 

Bacilos curtos; ramifica^oes ou"colar de 

contas" 

Colonias branco-acinzentadas; 

translucidas 

Microbiota oral; bacteriemia; infecgoes 

associadasaoDIU 

A. nasicola 

Bacilos com ramifica^oes; pleomorficos; 

algumas formas cocoides 

Colonias puntiformes, brancas ou 

cinzentas; opacas, brilhantes, 

convexas e continuas 

Isolado do pus do nariz de urn paciente 

submetidoa polipectomia 

A. neuii 

Formas difteroides e cocoides; em grupos 

ou em formas de "X" e "Y" 

Circulares, lisas, convexas; opacas, 

brancas, borda continua; a 

subesp. neuii e a-hemolitica, 

mas a subesp. anitratus nao e 

hemoh'tica 

Infecgoes associadas ao DIU; abscessos; 

infecgoes dos tecidos moles; 

endoftalmite; endocardite 

A. odontolyticus 

Bacilos curtos; filamentos ramificados ou 

"colar de contas" 

Colonias lisas e granulosas; podem 

ter pigmento vermelho- 

alaranjado 

Microbiota oral; bacteriemia; infecgoes 

associadas ao DIU; infecgoes dos 

tecidos moles da cabe^a e do pesco^o 

A. oricola 

Bacilos com filamentos ramificados 

Puntiformes, semelhantes ao miolo 

de pao; brancas; nao 

hemoliticas 

Abscesso dentario 

A. oris 

Bacilos curtos com extremidades 

Superficie lisa a granulosa com 

Cavidade oral 


baqueteadas 


borda irregular 


A. radicidentis Cocoides 


Lisas e com pigmento marram 


A. radingae 


Cocoides; pseudorramifica^ao 


A. turicensis 


Bacilos retilmeos a curvos; 

pseudorramifica^ao; gram-variavel 


A. urogenitaiis Bacilos ligeiramente curvos 


A. viscosus 


Bacilos difteroides curtos com ramifica^oes 
e frisos 


Actinobaculum spp. 


A. massilae 


A. schaalii 


A. urinale 


Bacilos retilmeos ou ligeiramente curvos; 
pode ramificar separadamente ou em 
grupos 

Bacilos retilmeos a ligeiramente curvos; 
algumaramifica^ao 

Bacilos retilmeos a ligeiramente curvos; 
sem ramifica^ao evidente 


Varibaculum Bacilos curtos, retilmeos ou ligeiramente 

cambriense curvos; difteroides 


Propionibacterium spp. 


P. acnes Bacilos curtos pleomorficos; difteroides; 

alguns podem terformato de clave; 
alguns podem ter ramifica^oes 
aparentes; o termo difteroides 
anaerdbios e usado comumente para 
descreve-lo 

P.avidum Nao esta bem-descrita 


P. granulosum Nao esta bem-descrita 


Colonias pequenas, cinzentas e 
convexas; butirosas; a- 
hemoliticas 

Brilhantes; opacas; butirosas; 
descrito originalmente como 
aerotolerante 

Lisas, possivelmente nao aderentes 
com pigmento avermelhado 

Circulares, convexas e lisas; 
continuas; cor branco-creme; 
maciasamucoides; opacas 


Colonias nao hemoli'ticas de 1 mm 


Circulares com margens irregulares 


Colonias pequenas (< 1 mm), 
convexas, lisas, borda continua; 
cinzentas ou brancas; 
fracamente beta-hemoh'ticas 

Colonias nao hemoli'ticas e 
translucidas, com Colorado 
branco-acinzentada, 
puntiformes, convexas e 
continuas 


Colonias jovens com 1 a 2 mm de 
diametro, depois aumentam a 
medidaqueenvelhecem; 
circulares, convexas, brancas a 
branco-acinzentadas; opacas 
com borda continua e 
consistency butirosa 

Semelhantes a de P. acnes ; beta- 
hemoliticas 

Colonias brancas a acinzentadas, 


Cavidade oral; isolado de canais radiculares 
infectados 

Abscessos; infecgoes associadas ao DIU 

Abscessos; infecgoes associadas ao DIU 


Isolado do trato Gl; actinomicose pelvica; 
bacteriemia 

Microrganismo da cavidade oral; envolvido 
em alguns casos de actinomicose 


ITU e bacteriemia 


ITU; endocardite 

Isolado da urina 


Infecgoes da pele e dos tecidos moles; 
infec^oes associadas ao DIU 


Microbiota cutanea; bacteriemia; 

endocardite; endoftalmite pos-cirurgia 
de catarata; infec^oes de shunts e 
implantes, especialmente implantes 
doombro 


Abscesso cutaneo 

Raramente, endocardite 




lisas e continuas 

P. propionicum 

Bacilos pleomorficos; podem ter 

ramificagdes e aspecto semelhante ao 

das especies de Actinomyces 

Coloniassemelhantesa de A israelii Actinomicosecervicofacial,toracica e 

abdominopelvica; canaliculite lacrimal 

Propionimicrobium 

lymphophilum 

Pleomorficos; difteroides; isolados ou em 

pares, ou cadeias curtas ou grumos; 

podem ter formas de "X" e "Y" 

Colonias brancas e pequenas; A primeira cepa isolada dinicamente foi de 

puntiformes, circulares, urn linfonodo 

convexas; brilhantes a medida 

queenvelhecem 


Adaptada de varias references, inclusive 178, 238, 477 e 499. 

Tabela 16.18 Caracteristicas das especies de Actinomyces e outras relacionadas. 








Fermenta^ao de 


Especie 

AERO 

CAT 

URE 

ESC 

NIT 

MNTL RAF NAG 

PIG Ramifica^ao 


Actinomyces spp. 

A. cardiffensis 

(+) 

_ 

_ 


V 

— 

V 

_ 

_ 

+ 

A. dentalis 

- 

- 

- 

■ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

A. europaeus 

+ 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

A. funkei 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

V 

- 

+ (algumas) 

A. georgiae 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

Dl 

A. gerencseriae 

+ 

- 

- 

+ 

V 

V 

V 

- 

- 

+ 

A. graevenitzii 

+ 

- 

- 

- 

V 

- 

V 

+ 

+“ 

+ (algumas) 

A. hongkongensis 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Dl 

A. israelii 

(+) 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

A.johnsonii 

+ 

V 

V 

- 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

- 


A. massiliensis 

+ 

- 

- 

Dl 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

A. meyeri 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

+ 

A. naeslundii 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

A. nasicola 

(+) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Dl 

A. neuii 

+ 

+ 

- 

- 

V 

+ 

V 

- 

- 

- 

A. odontolyticus 

+ 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

A. oricola 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

Dl 

A. oris 

+ 

V 

- 

V 

+ 

Dl 

Dl 

Dl 

- 

Dl 

A. radicidentis 

+ 

+ 

V 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

Dl 

A. radingae 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

V 

+ 

- 

Pseudorramificapo 

A. turicensis 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Pseudorramifica^ao 





A. urogenitalis 

+ 

- 


+ 

+ 

- 


+ 

+ 


A. viscosus 

+ 

+ 

V 

V 

+ 

V 

■ 

- 

- 

+ 

Actinobaculum spp. 











A. massiliense 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Pode ramificar 

A. schaalii 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Pode ramificar 

A. urinate 

(+) 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Pode ramificar 

Varibaculum 

(+) 

_ 

_ 

_ 

+ 

V 

— 

_ 

_ 

Bacilos curtos 


cambriense 


a A. graevenitzii forma colonias marrons no ASLC, mas nenhum pigmento no agar-sangue de Brucella ; outras especies de 
Actinomyces que pigmentam no agar de Brucella formam colonias rosadas/castanhas e, no agar-sangue lisado de coelho 
(ASLC), produzem colonias mais escuras. 

(+) o microrganismo e aerotolerante, mas cresce mais em condigoes de anaerobiose; + = reagao positiva; - = reagao 
negativa; V = algumas cepas sao positivas, outras negativas; Dl = dados indisponiveis; AERO = aerotolerante, cresce na 
incubadora com C0 2 ; CAT = catalase; URE = urease; ESC = hidrolise de esculina; NIT = redugao de nitrato; MNTL = 
fermentagao de manitol; RAF = fermentagao de rafinose; NAG = W-acetil-P-glicosaminidase; PIG = produgao de pigmento; em 
geral, o pigmento e castanho-rosado nas colonias em agar-sangue de Brucella. 

Adaptada das references 178, 238 e 499. 

Tabela 16.19 Caracteristicas das especies de Propionibacterium e do Propionimicrobium lymphophilum. 


Especie 

Aerotolerancia 

CAT 

IND 

NIT 

ESC 

Comentarios 

P. acidifaciens 






Bacilos pleomorficos; colonias circulares, 

convexas a abauladas, opacas, brancas 

ou creme; aspecto interno nao 

translucido 

P. acnes 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Bacilos curtos; difteroides 

P. avidum 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Bacilos pleomorficos e irregulares; podem 

ter ramificagoes discretas 

P. granulosum 

+ 

+ 




Bacilos pleomorficos como ramifica^oes 

discretas; colonias cinzentas e 

cremosas 

P. propionicum 




+ 


Podem ter ramifica^ao na Colorado pelo 

Gram; semelhantes a A. israelii quanto 

as morfologias microscopica e das 

colonias 

Propionibacterium 

lymphophilum a 


V 


+ 


Colonias pequenas; circulares, convexas, 

brancas ebrilhantes; bacilos 

pleomorficos, podem ser difteroides 

ou claviformes; algumas formas 

cocoides; dispostos isoladamente, em 

pares e em cadeias; podem ter formas 

em "X" e "Y" 




a P. lymphophilum pode crescer pouco no agar-bile a 20%; ela e uma bacteria fermentadora. 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; V = reagao variavel; CAT = catalase; IND = produgao de indol; NIT = redugao de 
nitrato; ESC = hidrolise de esculina. 

Modificada das referencias 178, 238 e 499 e de outras citadas na Tabela 16.2 para cada microrganismo. 


Tabela 16.20 Caracteristicas de Bifidobacterium spp. e outras especies relacionadas, Eubacterium spp., 
Eggerthella spp. e de especies semelhantes a Eubacterium. 


Especie 

AERO 

CAT 

IND 

NIT 

ESC 

Produtos 

ADH na CLG Nome anterior 

Morfologia 

Bifidobacterium 

-/+ 

- 

- 

- 

+ 

A, L 

Bacilos comalguma 


spp. 


B. scardovii 


+ 


A, L Nenhum 


Alloscardovia 

omnicolens 


+ 


A, L 


Genera e especie 
novos 


Parascardovia 

denticolens 


Dl 


A, L 


Bifidobacterium 

denticolens 


bifurcagao ou 
ramificagao em 
"garfo", 

geralmente com 
diametro maior 
gueas celulas das 
especies de 
Actinomyces ou 
Propionibacterium 

Bacilos comalguma 
curvatura; 
colonias 
convexas, 
brilhantes, com 
centros brancos 
densos 

Bacilos curtos e 
irregulares, 
isoladamente ou 
em pares; com 
ramifica^ao 
rudimentar; 
colonias 
peguenas 

Bacilos delgados; 
algunspodem 
ramificar-se; 
algumas colonias 
em forma de "V" 
sao lisas. 
Convexas, com 
bordas 

irregulares; cor 
branca a creme 



Scardovia inopinata - - - Dl - A, L Bifidobacterium Celulas cocoides 

inopinatum pequenas, 

isoladas e em 
pares; colonias 
lisas, convexas, 
bordas 

irregulares; cor 
branca a creme 


Eubacterium spp. 

- 

- 

V 

-/+ Dl 

V 

A ou B, L 

Variavel; bacilos 







ou ABou 

retilineosa 







A, B, L 

cocobacilos; 


algunspodem 

ramificar-se. 

Colonias com 

algumas 

morfologias 

diferentes 

Eggerthella ienta b + - + - + a(l,s) Eubacterium lentum Bacilos pleomorficos; 

colonias 

pontilhadas, que 
emitem 
fluorescencia 
vermelha 


Eggerthella sinensis 

+ 

- 

Dl 

+ 

Dl Especie nova 

Paraeggerthella 

hongkongensis 

+ 

- 

Dl 

+ 

Dl Eggerthella 

hongkongensis 


a O C0 2 promove o crescimento em anaerobiose; nao ha crescimento em condigoes aerobias. 

6 H 2 S +; pode crescer em presenga de bile a 20%. 

A maioria de Bifidobacterium spp. fermenta glicose; a maioria de Eubacterium spp. nao fermenta glicose. 

+ = reagoes positivas; - = reagoes negativas; -/+ = a maioria das especies e negativa, mas algumas podem ser positivas; Dl 
= dados indisponiveis; AERO = crescimento em condigoes aerobias; CAT = catalase; IND = produgao de indol; NIT = redugao 
de nitrato; ESC = hidrolise de esculina; ADH = hidrolise de arginina. 

Adaptada das referencias 178, 238 e 499. 

Eubacterium spp., Eggerthella spp. e generos relacionados. A maioria das especies de Eubacterium e 
dos generos relacionados forma pequenas colonias cinzentas no agar-sangue para anaerobios e comumente requer > 
48 horas para ter crescimento visivel detectavel (Prancha 16.2 H). Bioquimicamente, as cepas de Eggerthella lenta 
sao representadas por bacilos diminutos muito inertes, sem qualquer ramificagao; elas tern reagao positiva para 
arginina-di-hidrolase e reagao negativa para fosfatase alcalina; sao catalase e nitrato-positivas, mas geralmente 
urease e indol-negativas. Sao sensiveis a canamicina e a vancomicina, mas resistentes a colistina nos testes com 
discos de antibioticos (Quadro 16.11 online). As especies de Eubacterium sao semelbantes, mas podem ser indol- 
positivas, catalase-negativas e redugao do nitrato-negativas (Prancha 16.2 G). Paraeggerthella hongkongensis (/. e., 
nomenclatura nova da bacteria antes conhecida como Eggerthella hongkongensis) e E. sinensis sao semelhantes a E. 
lenta, mas sao nitrato-negativas. Existem alguns dados sobre a utilizagao dos testes API® 20A ou Rapid ID® 32 
para identificar essas bacterias. 2MI A identificagao defmitiva requer tecnicas de sequenciamento do acido nucleico ou 
MALDI-TOF. A Tabela 16.20 descreve a diferenciagao fenotipica dessas bacterias. 



Especies de Bifidobacterium e generos relacionados. Hoje em dia, existem mais de 30 especies do genero 
Bifidobacterium reconhecidas taxonomicamente (Quadro 16.11 online). As alteragoes recentes desse grupo incluem 
a transferencia do B. inopinatum para o genero Scardovia nominada como Scardovia inopinata e a transferencia de 
B. denticolens para o genero Parascardovia - Parascardovia denticolens. 2 '" A morfologia de B. dentium e ate certo 
ponto semelhante a dos Actinomyces, mas difere por nao produzir filamentos ramificados no agar tioglicolato. Os 
esffegagos corados pelo Gram com amostras retiradas das culturas em meios solidos ou caldos demonstram formas 
difteroides gram-positivas, que sao muito mais variadas quanto ao tamanho e a forma que o P acnes. As celulas 
variam de formas cocoides a formas longas e geralmente curvas com extremidades dilatadas tipicas e/ou formas 
blfidas, que sao produzidas regularmente pelo B. dentium. Com o uso dos discos de antibioticos em potencias 
defmidas, a maioria de Bifidobacterium e dos generos relacionados e sensivel a canamicina e a vancomicina, mas 
resistente a colistina. Alloscardovia omnicolens tern reagoes negativas para catalase, arginina-di-hidrolase e redugao 
de nitrato, mas fermenta glicose e alguns outros carboidratos, com excegao de ramnose, sorbitol e manose. 22 Na 
analise dos produtos metabolicos dos acidos graxos de cadeias curtas por CLG, as bifidobacterias produzem 
quantidades expressivas dos acidos acetico e lactico. Veja mais informagoes sobre as especies desse grupo e suas 
caracteristicas fenotipicas nas Tabelas 16.2 e 16.20. 

Especies de Lactobacillus. Embora a maioria das cepas de Lactobacillus nao seja estritamente anaerobia, 
algumas crescem melbor em condigoes de anaerobiose. Os indicios que facilitam a identificagao dos lactobacilos 
sao: crescimento em agar seletivo de suco de tomate de Rogosa com pH relativamente baixo (Becton Dickinson 
Microbiology Systems), reagao de catalase negativa, tendencia a formar cadeias de bacilos gram-positivos 
relativamente homogeneos e produgao de acido lactico como produto principal, com quantidades pequenas de 
acetato ou succinato (detectados por meio da CLG). A Tabela 16.21 descreve as caracteristicas bioquimicas de 
alguns microrganismos semelhantes aos lactobacilos. Entretanto, a identificagao da maioria das especies de 
Lactobacillus e das bacterias relacionadas alem do nivel presuntivo e dificil e sua descrigao estaria fora dos 
objetivos deste livro. E importante salientar que muitos lactobacilos sao resistentes a vancomicina. Veja informagoes 
adicionais sobre identificagao e sensibilidade antimicrobiana das especies de Lactobacillus no Capitulo 17. 

Tabela 16.21 Caracteristicas das especies de Lactobacillus e dos generos relacionados. 

Fosfatase 

Especie AERO CAT IND NIT ESC ADH acida (3-GAL FERM CLG M0RF0 Nome anterior 

Lactobacillus V - - - + +“ V V V + L, a, s Variavel, mas 

spp. geralmente 

bacilos com 
laterals 
retilineas; 
cadeias de 
bacilos sao 
comuns; nao 
ha 

ramificagoes 

Olsenellaull ---- + + Dl Dl + L Bacilos elipticos Lactobacillus uli 

pequenos 
isolados, em 
pares ou 
cadeias 
curtas; as 
colonias 



medem 1 a 2 


0. profusa 


Atopobium 
minutum a 


A. parvulum 


mm esao 
translucidas a 
transparentes, 
convexas e 
continuas 

+ - Dl Dl + L Bacilos elfpticos 

pequenos 
isolados, em 
pares e 
cadeias 
curtas; 
colonias 
circulares, 
continuas, cor 
de creme, 
opacas 

Dl + - - + a, L,s Bacilos elipticos 

pequenos 
isolados ou 
em cadeias 
curtas; 
colonias 
puntiformes, 
convexas, 
continuas, 
cinza, brancas 
ou amarelas 

V - + + + a, L,s Cocos pequenos 

isolados, em 

pares ou em 

cadeias 

curtas; alguns 

podem 

apresentar 

dilatagoes; 

colonias 

puntiformes, 

elevadas, 

convexas, 

borda 

continua; 

podem ser 


Lactobacillus 

profusa 


Lactobacillus 

minutus 


Streptococcus 

parvulus 


brancas ou 
cinzentas 


A.rimae - - - - V V + - +a,L,s Bacilos elfpticos Lactobacillus 

pequenos, rimae 

quepodem 

ter dilata^oes 

centrais; 

isoladosou 

em pares ou 

cadeias 

curtas; 

colonias 

pequenas, 

convexas, 

continuas, 

translucidas 

ou 

transparentes 

A.vaginae b ----- + + _ +a,L,s Celulas elipticas Especie nova 

muito 

pequenas, 

isoladasou 

em pares ou 

cadeias 

curtas; 

colonias 

muito 

pequenas 

a Estudos demonstraram que o A. minutum tem um gene que confere resistencia a vancomicina. 166e 
'dnicialmente, A. vaginae foi descrito como um anaerobio facultativo. 198d 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; +" = a maioria das cepas e positiva, mas algumas podem ter reagoes negativas; - + = 
a maioria das cepas e negativa, mas algumas podem ter reagoes positivas; a = pico diminuto de acido acetico; L = pico 
predominante de acido acetico; s = pico diminuto de acido succinico; V = reagoes variaveis entre as especies; AERO = 
capacidade de crescer em condigoes de aerobiose; CAT = catalase; IND = produgao de indol; NIT = redugao de nitrato; ESC 
= hidrolise de esculina; ADH = arginina-di-hidrolase; FERM = fermentador; P-GAL = P-galactosidase; Dl = dados 
indisponiveis. 

Adaptada com base nas references 178, 238 e 499. 

Especies de Mobiluncus. Mobiluncus spp. crescem em varios tipos de meios de cultura nao seletivos, inclusive 
agar-sangue para anaerobios (p. ex., infiisao de cerebro-coragao [BHI; do ingles, brain heart inffusion ], agar de 
Brucella e agar-sangue para anaerobios dos CDC) e agar-chocolate. Depois de 3 a 5 dias de incubagao, as colonias 
medem 2 a 4 mm de diametro, sao incolores, translucidas, lisas e planas, algumas vezes com aspecto dispersivo. As 
celulas medem menos de 0,5 pm de largura por cerca de 1,5 a 3 pm de comprimento. Succinato e acetato sao os 
produtos principais (com ou sem quantidades pequenas de lactato) depois do crescimento em caldo de peptona- 
extrato de levedura suplementado com glicogenio e soro de coelho a 2%. E dificil diferenciar as duas especies 
reconhecidas atualmente - M. curtisii e M. mulieris - com base nas diferengas morfologicas, reagoes negativas de 
indol e catalase, crescimento em presenga de arginina, hidrolise de hipurato, redugao de nitrato variavel e outras 
caracteristicas. 238 ’ 456 



Outros bacilos gram-positivos anaerobios NFE. A Tabela 16.2 relaciona algumas das alteragoes 
taxonomicas adicionais e os generos novos de bacilos gram-positivos anaerobios NFE descritos antes. A Tabela 
16.22 descreve algumas caracteristicas morfologicas e fenotipicas desses microrganismos, mas a identificagao dos 
bacilos gram-positivos NFE pode ser muito dificil e requer sequenciamento do acido nucleico ou uma combi nagao 
de morfologia, caracterizagao fenotipica e CLG. Contudo, o unico meio de avaliar seu significado clinico e com 
base em sua identificagao correta, na correlagao dos resultados das culturas com os achados clinicopatologicos e na 
publicagao das descobertas. Nesse ponto, e importante reconhecer esses microrganismos ao menos no nivel dos 
generos nos laboratories clinicos rotineiros, se for possivel, e encaminhar as cepas isoladas que paregam ser 
clinicamente significativas aos laboratorios especializados para identificagao defmitiva. 

Identificagao das especies de Clostridium 

Consideragoes gerais. Os bacilos gram-positivos anaerobios formadores de esporos encontrados nos especimes 
clinicos humanos fazem parte do genero Clostridium. Em 1994, Collins el al., m com base nas sequencias dos genes 
do rRNA 16S, demonstraram que o genero Clostridium e extremamente heterogeneo. Por essa razao, Collins el al. 
nomearam cinco generos novos de bacilos formadores de esporos, 104 que sao os seguintes: Caloramator, Filifactor, 
Moorella, Oxobacter e Oxalophagus. Alem disso, os autores sugeriram 11 combinagoes de especies novas. 
Nenhuma das designagoes desses generos e especies novas eram relevantes as doengas infecciosas humanas. Na 
epoca em que este capitulo era escrito, as especies clinicamente relevantes nomeadas recentemente eram: 
Clostridium bartlettii , 452 C. bolteae , 451 C. hathewavi 461 e C. neonatale . 1 Os artigos originais devem ser consultados 
se o leitor quiser mais informagoes sobre seu significado clinico. 

Hoje em dia, as especies de Clostridium encontradas na pratica clinica variam quanto as suas relagoes com o 
oxigenio e suas atividades fisiologicas anabolicas e catabolicas (Quadro 16.12 online). Alguns clostrldios (p. ex., C. 
haemolyticum e C. novyi tipo B) estao entre os anaerobios mais estritos. No outro extremo do espectro, C. 
histolyticum, C. tertium e C. carnis sao aerotolerantes e formam colonias nas placas de agar-sangue para anaerobios 
incubada em uma jarra com vela, ou em uma incubadora com C0 2 entre 5 e 10%. No laboratorio clinico, algumas 
vezes e dificil determinar se uma cepa isolada e um Clostridium aerotolerante ou um Bacillus anaerobio facultativo. 
Os clostridios aerotolerantes raramente formam esporos quando crescem em condigoes aerobias e sao catalase- 
negativos, enquanto as especies do genero Bacillus raramente produzem esporos quando sao cultivados em 
condigoes anaerobias e produzem catalase. 238,464 Embora os clostridios sejam considerados gram-positivos, alguns 
sao gram-negativos na ocasiao em que sao preparados esfregagos de culturas em crescimento. Por exemplo, 
Clostridium ramosum, C. svmbiosum e grupo de C. clostridioforme geralmente sao gram-negativos. 

A demonstragao dos esporos frequentemente e dificil em algumas especies, inclusive C. perfringens, C. 
ramosum e do grupo de C. clostridioforme. Nas especies esporuladas, as preparagoes coradas pelo Gram geralmente 
sao suficientes; em geral, os corantes especiais para esporos nao proporcionam qualquer vantagem a mais. De forma 
a promover a formagao dos esporos, pode-se aplicar um choque de calor ou uma tecnica de selegao de esporos em 
alcool. 238,264 As Tabelas 16.23 e 16.24 descrevem as caracteristicas que permitem a identificagao da maioria dos 
clostridios encontrados nas infecgoes humanas. 

C. perfringens. A Prancha 16.3 C e E ilustra algumas das reagoes fundamentals para a identificagao de C. 
perfringens. A zona dupla de hemolise no agar-sangue, a produgao de lecitinase no meio de EYA e a fermentagao 
intensa do leite de tomassol (ou proteolise do agar-leite) sao tipicas dessa especie. Em geral, as celulas de C. 
perfringens medem 0,8 a 1,5 pm de diametro por 2 a 4 pm de comprimento e tem extremidades rombas (Prancha 
16.3 A, B e D). Seu formato e descrito comumente como um vagao de trem. Entretanto, as celulas examinadas no 
inicio do crescimento em caldo de cultura tendem a ser curias e cocoides, enquanto as culturas mais antigas contem 
celulas mais longas, que podem ser praticamente fllamentosas. Depois da incubagao do agar-sangue durante a noite, 
as colonias geralmente medem 1 a 3 mm de diametro, mas podem chegar a medir 4 a 15 mm depois da incubagao 
prolongada. Em geral, as colonias sao planas, ate certo ponto rizoides e elevadas no centro. Algumas colonias 
tendem a dispersar, mas nao “formam veu”. C. perfringens e imovel. Tradicionalmente, o teste de Nagler tem sido 
usado para identificar esta bacteria; do mesmo modo, o teste do “CAMP Invertido” tambem e usado. Esses testes 
nao sao realizados comumente na pratica clinica, mas seus principios estao revisados no Quadro 16.8 online. 


Identificagao de algumas outras especies de Clostridium. C. perfringens certamente e a especie mais 
isolada dos especimes humanos. Entretanto, existem alguns outros clostridios, que tambem sao isolados de amostras 
clinicas. 


Tabela 16.22 Caracteristicas dos outros bacilos gram-positivos anaerobios nao formadores de esporos. 



Area do corpo ou 

Grame 

morfologia das 

Denomina^ao 

Especie 

relevancia ch'nica CAT IND NIT ESC ADH FERM 

Indicios para a ID colonias 

antiga 


Anaerofustis 

stercorihominis 

Anaerotruncus 

colihominis 

Bulleidia extructa 


Microbiota do trato - Dl Dl Dl Dl 
Gl 


Catabacter 

hongkongensis 


Catenibacterium 

mitsuokai 


Microbiota do trato 
GI;umcasode 
bacteriemia 

Cavidade oral; 
infecgoes de 
proteses do 
quadril 

Microbiota do trato 
Gl; alguns 
casos de 
bacteriemia 

Microbiota do trato 
Gl 


+ - - + 


- - - - + 


+ 


- - V - 


- Dl - - Dl 


Colinsella aerofaciens Microbiota do trato - 
Gl 


- - V 


Colinsella intestinalis Microbiota do trato Dl Dl Dl Dl Dl 
Gl 


Colinsella stercoris Microbiota do trato Dl Dl Dl Dl Dl 
Gl 


+ Resistente a bile a Bacilos finosem Genera e especie 
20%; CLG = A, cadeias curtas novos 
B 


+ 


Bacilos finos 


Genera e especie 
novos 


+ 


Crescimento 
estimuladoem 
agar Tween 


+ 


Bacilos curtos e Genera e especie 
ligeiramente novos 
curvos, 
isolados e em 
pares 

Moveis; sensiveis a Bacilos curtos ou Genera e especie 
canamicina cocobacilos novos 


+ 


+ 


+ 


Crescimento 
estimuladono 
agar Tween; H 2 S 
+ 

NAG +* 


+ 


NAG + 


Bacilos curtos; 
cadeias 
emaranhadas 
longas 

Formas cocoides 
ou bacilos 
curtos em 
cadeias 

Bacilos em 
cadeias; 
colonias 
brancas ou 
cinzentas no 
centra com 
bordas daras 

Bacilos em 
cadeias; 
colonias 
brancas ou 


Genera e especie 
novos 


Eubacterium 

aerofaciens 


Especie nova 


Especie nova 


cinzentas no 


Cryptobacterium 

curtum 


Dorea formicigenerans 


D. longicatana 


Flavonifractor plautii 


Microbiota oral; - - - - + - 

periodontite 
cronica 

Microbiota do trato - - - - Dl + 

Gl 



centra com 

bordas daras 


Pode descolorir a 

Bacilos curtos; 

Eubacterium curtum 

medidaque 

envelhece 

difteroides 


Produz H 2 S; 

Bacilos curtos ou 

Eubacterium 

crescimento 

longosem 

formicigenerans 

inibido em sal a 

pares e 


6,5%; CLG = a, 

cadeias; as 


F, 1 

colonias sao 

circulares, 

irregulares, 

convexas e 

opacas; 

brancas a 

castanhas, 

brilhantese 

lisas 



Microbiota do trato - - - + Dl + Pode descolorir com Bacilos curtos ou 

Gl o longosem 

envelhecimento pares e 
cadeias 
longas; 
colonias 
opacas, 
circulares, 
convexas, 
continuas, 
lisas e 
pegajosas 

Microbiota do trato Dl V - + - + f Pode tornar-se Bacilos retilineos Eubacterium plautii e 


Gl; isolado do 

gram-negativo 

ou 

algumas cepas 

sangueede 

a medida que 

ligeiramente 

de Clostridium 

feridas 

envelhece; 

curvos 

orbiscindens 

abdominais; 

motilidade 

isolados ou 


infecgoes dos 

variavel; 

em pares; 


tecidos moles 

produ^ao 

colonias 



variavel de H 2 S; 

pequenas, 



sensibilidade 

circulares, 



baixa a 

convexas, 



vancomicina; 

cinzas ou 



CLG = A, B 

brancas, lisas 



Holdemania filiformis Microbiota do trato - - - + - + Crescimento Celulas curtas ou 

Gl estimulado pelo maislongas; 

agar Tween; pode haver 

pode ser dilatagoes nas 

resistentea bile celulas; 

a 20%; CLG = A, dispostas em 

L, S pares e 


cadeias; as 
colonias sao 
circulares, 
convexas e 
granulosas 


Mobiluncus curtisii 

Vagina; associado a - - - - + 

+ Naspreparagoesa 

Bacilos gram- 


vaginose 

fresco, 

variaveis 


bacteriana 

apresentam 

motilidade em 

saca-rolhas; CLG 

= S, L, A 

curvos 

Mogibacterium spp. 

_____ 

- Pode descolorir com 

Baciliforme 


o 

envelhecimento 


Mogibacterium 

Cavidade oral; - - - 

- - - Crescimento muito 

Bacilos curtos; 

timidum 

infecgoes 

lento com 

difteroides em 


periodonticas 

formagao de 

grumos; as 



colonias 

colonias sao 



minusculas, 

redondas, 



mesmo depois 

brancas ou cor 



de 5 dias 

creme; 




continuas, 




com aspecto 




rugoso 

Moryellaindoligenes 

Provavelmente, - + - 

- Dl + f Indol + 

Celulas 


microbiota do 


"deformadas", 


trato Gl; 


isoladaseem 


isolada de 


pares e 


abscesso 


cadeias 


abdominal 


curtas; 


colonias nao 
hemoliticas e 
nao 


pigmentadas 


Pseudoramibacter 

Cavidade oral - - 

- - - + F, a, B 

Bacilos em pares 

alactolyticus 



semelhantesa 


Genero e especie 
novos; 

Eubacterium-iike 


Eubacterium 

timidum 


Genero e especie 
novos 


Eubacterium 

alactolyticum 


Roseburia spp. 


Shuttleworthia 

safeties 


Slackia exigua 


passaros 

voando, 

grumos ou 

letras 

chinesas; 

colonias 

puntiformes, 

circulares, 

lisas ou 

brilhantes; 

colonias dos 

tipos 

translucidoe 

opaco 

Microbiota do trato - Dl Dl + Dl + Produz H 2 S; gram- Bacilos Genera e especie 

Gl variavel; movel pleomorficos novos 

finos; colonias 
translucidas 
com bordas 
continuas 


Cavidade oral; urn 

- + - 

+ + 

+ CLG = A, B, L 

Bacilos curtos ou 

Genera e especie 

caso de 




ligeiramente 

novos 

endocardite 




curvos; 



difteroides em 
pares e 
cadeias 
curtas; as 
morfologias 
das colonias 
sao muito 
diversificadas; 
algumas 
formam 
colonias- 
satelites 


Cavidade oral; - - 

- - + 

- Crescimento 

Cocobacilos ou 

Eubacterium 

periodontite 


estimuladopor 

bacilos curtos, 

exiguum 



argininaa 

isolados ou 




0,5%; pode 

em grumos; 




tornar-se gram- 

as colonias 




negativa a 

sao circulares, 




medidague 

convexas e 




envelhece 

translucidas 



+ + + Barilos retilineos Genero e especie 

ou novos 

ligeiramente 
curvos, 
isolados ou 
em pares 

+ Barilos longose Genero e especie 

irregulares em novos 

cadeias 
longas; 
colonias 
branco- 
acinzentadas, 
convexas, 
bordas 
onduladas 

‘Pesquisadores descreveram conjuntos de iniciadores de PCR, que conseguem diferenciar com seguranga C. intestinatis de 
C. stercoris. 2AA 

+ = reagao positiva; - = reagao negativa; +~ = a maioria das cepas e positiva, mas algumas podem ter reagoes negativas; - + = 
a maioria das cepas e negativa, mas algumas podem ter reagoes positivas; V = reagoes variadas entre as especies; + f = 
reagoes positivas fracas; Dl = dados indisponiveis; CAT = catalase; IND = produgao de indol; NIT = redugao de nitrato; ESC = 
hidrolise de esculina; ADH = arginina-di-hidrolase; FERM = fermentador; Gram = coloragao pelo Gram. 

Adaptada das references 178, 238 e 499. 

Tabela 16.23 Reagoes fenotipicas e caracteristicas das colonias das especies de Clostridium. 


Especie 

Gel 

Gli 

Lee 

LIP IND URE ESC 

NIT MOT 

Esporos 

Colonias" 

C. aldenense 

— 

+ 

Dl 

Dl + 

Dl 

ST, mas raramente 

Faz parte do 


sao 

complexo C. 

detectados; a- 

clostridioforme; 

galactosidase 

esporos 

+; (5- 

encontrados 

galactosidase 

raramente. As 

+; Colorado 

colonias medem 

gram- 

1 a 2 mm e sao 

negativa; 15- 

planas, opacasa 

NAG- 

brancas, nao 

hemoliticas; 

isolado do trato 

Gl 


ST 

ST; raramente sao Colonias pequenas e 
detectadosna naohemoliticas 
coloragao pelo 
Gram 


C. argitenense + -- --DI--DI 

C. barati - + + 


Solobacterium moorei Microbiota do trato - - - 

Gl; alguns 
casos de 
bacteriemia; 
infecgoes de 
feridas 

Turicibacter sanguinis Microbiota do trato - - - 

Gl; isolado de 
hemocultura 




C. bifermentans + + + - + - + 


C. bolteae - + - - - Dl 


C. botulinum + + - + - Dl V 


C. butyricum - + + 


C. cadaveris + + - - + 


C. carnis - + - - - + 


+ 0; ST 


Dl ST, mas raramente 
sao 

detectados; 
celulasem 
formato de 
charuto; 
Colorado 
gram- 
negativa; 
podem conter 
o gene variB ; 
(5-NAG - 

+ STouT 

+ 0; ST 


+ 0;T 


Dl ST 


Cinzentas; borda 
irregular; zona 
estreita de 
hemolise; 
branco-giz no 
agar EYA; podem 
dispersarou 
formarveu; 
translucidas a 
opacas; planas 
ou elevadas; 
estruturas 
internas 
manchadas 

Faz parte do 
complexo C. 
clostridioforme 


Produz hemolise 
variavel 

Colonias grandes e 
irregulares com 
estruturas 
internas 
manchadas ou 
em mosaico 

Brancas a cinzentas; 
bordas 
continuas ou 
ligeiramente 
irregulares; 
elevadas a 
ligeiramente 
convexas 

Aerotolerante 


C. citroniae - + Dl Dl + 


C. clostridioforme - + + 


C. difficile + + ---- + 


C. hastiforme + 

C. hathewayi d — Dl — — — Dl + f 


os esporos 

Planas, opacas a 

raramente sao 

brancas, nao 

detectados; 

hemoliticas; faz 

Colorado 

parte do 

gram- 

complexo C. 

negativa; p- 

clostridioforme 

NAG- 


ST; celulasem 

Colonias pequenas; 

formato de 

convexas e 

charuto ou 

translucidas; 

bola de 

superflcie 

futebol, gue 

interna 

podem afilar. 

manchadaou 

mas os 

em mosaico; 

esporos 

guandoe 

raramente sao 

expostoaoar,as 

encontrados 

colonias podem 

na Colorado 

tornar 

peloGram; 

esverdeada a 

Colorado 

superflcie do 

gram- 

agar-sangue 

negativa; pode 


ser 


beta lactamase 


+ 


STouT 

Ligeiramente 


elevadas; 


umbonadas com 
borda 

filamentosa; 
translucida com 
pontilhado 
interno 
cristalino; 
fluorescencia 
parda; odor de 
estabulo de 
cavalos 


+ T 


Dl 


ST; os esporos 
raramente sao 
encontrados; 
celulasem 


Colonias nao 
hemoliticas; 
branco- 
acinzentadas, 


formato de 

convexas e 

charuto; 

brilhantes com 

Colorado 

bordas 

gram- 

negativa; 

bacilos com 

irregulares; faz 

parte do 

complexo C. 

extremidades 

clostridioforme 

naoafiladas; 


(3-NAG +; 

podetero 

gene vanB 


C. histolyticum + - - - - - - - + 0; ST 

Colonias lisas ou 

asperas; guando 

sao asperas, tern 

bordas rizoides; 

aerotolerante 

C. innocuum - + - - - - + - - 0; T 

Colonias brancas, 

elevadas e 

reluzentes; 

fluorescencia 

parda 

C. lavalense - + - - + - - Dl Dl ST, bacilos grandes 

Colonias grandes, 

com 

branco- 

extremidades 

acinzentadas; 

afiladas; 

nao hemoliticas; 

Colorado 

aderem 

gram- 

negativa; os 

firmementeao 

agar; faz parte 

esporos 

do complexo C. 

raramente sao 

clostridioforme 

detectados; a- 


galactosidase 

-e(5- 

galactosidase 

+; pode ser 

resistente a 



vancomicina 


C. limosum + - + ST 


C. novyi, tipo A + + + + ----+0;ST 

Cinzentas, 

translucidas; 

superficie 

irregular; pode 

formarzona 


duplade 

hemolise 


C. perfringens b + + + -- -- +~- ST;raramentesao 

Cinzentas, opacas; 

detectados na 

planas; bordas 

Colorado pelo 

um pouco 

Gram 

rizoides, mas 

tendem a 

disseminar-se e 

naoformar 

"veu"; zona 

dupla de 

hemolise 

C. putrificum + + - - - - - + - + TouST 

Naosaotipicas 

C.ramosum - + - - - - + - - OouR;T;as 

Translucidas; bordas 

celulassao 

circulares ou 

bacilos finos 

ligeiramente 

diversificados 

irregulares; 

convexas; 

Colorado 

acastanhada no 

agar-sangue 

depois da 

exposigao ao ar; 

fluorescencia 

vermelha 

Csepticum + + - - - - + V + 0ouST 

Crescimento 

semelhantea 

umacabe^ade 

Medusa; 

formam uma 

pelfcula final, 

guecobrea 

superficie do 

agar; ("veu" 

semelhante ao 

de Proteus ); 

colonias 

cinzentas, 

planas e 

brilhantes 

C. sordellii + + + - + +~ - + - + 0; ST; esporos 

Translucidas a 

livres 

opacas; planas 

ou elevadas; 


C. sporogenes + + - + -- + 


C. subterminale + 


C. symbiosum F + f - - - + 


C. tertium c - + + 


C. tetani + - - - V 


encontrados 

comumente 


+ 0; ST; muitos 

esporos livres 


+ 0; SR; raramente 

sao 

encontrados 
na Colorado 
pelo Gram 

+ ST; Colorado 

gram- 
negativa; 
podem ter 
celulasem 
formato de 
charuto, gue 
formam 
cadeias; 
esporos 
podem ser 
detectados ou 
nao 

+ 0;T 


+ R; T; formato em 
bagueta de 


podem ter 
estrutura interna 
manchada; as 
colonias podem 
espalhar-se na 
superficie do 
agar (Prancha 
16.4 G e H) 

Centro amarelo- 
acinzentado 
elevado; bordas 
rizoides; as 
colonias aderem 
firmementeao 
agar; podem 
mostraralguma 
dispersao 
("veil") (Prancha 
16.4C) 


Crescimento muito 
lento; algumas 
vezes, forma 
apenasuma 
peli'culade 
crescimento 
(descrita como 
"crescimento 
pulverulento") 


Colonias pequenas, 
translucidase 
reluzentes; 

aerotolerantes 

Translucidas; 

cinzentas; 


tambor bordas 

irregulares; 
podem formar 
urna peli'cula 
fina de 
crescimento 
sobre toda a 
placa; pode ter 
urna zona 
estreita de 
hemolise 


a Quando ha alguma caracteristica singular da especie, ela esta ressaltada em negrito. 

6 Algumas cepas de C. perfringens podem ser catalase-positivas; algumas podem ser ligeiramente aerotolerantes. 

C C. tertium, algumas cepas de C. histolyticum e C. carnis (nao incluldo nesta tabela) sao especies de Clostridium 
aerotolerantes. 

d Ha urna proposta de renomear C. hathewayi como Hungatella hathewayi , 249 

+ = positiva; - = negativa; - + = a maioria das cepas e negativa, mas algumas podem ser positivas; +~ = a maioria das cepas e 
positiva, mas algumas podem ser negativas; F = reagao fraca; Dl = dados indisponlveis; V = reagoes variaveis; Gel = hidrolise 
de gelatina; Gli = fermentagao de glicose; Lee = lecitinase; LIP = lipase; IND = produgao de indol; LIRE = urease; ESC = 
hidrolise de esculina; MOT = motilidade; (3-NAG = /V-acetil-P-glicosaminidase; O = formato oval; R = esporos redondos; T = 
esporos terminals; ST = esporos subterminais; EYA = agar gema de ovo. 

Adaptada das referencias 178, 238 e 464. 

Tabela 16.24 Caracteristicas uteis a identificagao das especies de Clostridium. 


Caracteristica 

Especies 

Aerotoierante 

C. camis, C. histolyticum, C. tertium 

Imovel" 

C. innocuum, C. perfringens, C. ramosum 

Cepas geralmente gram-negativas 

Complexo C. clostridioforme (C. clostridioforme, C. aldenense, C. boiteae, C. citroniae, C. hathewayi, 

C. iavaiense), C. symbiosum 

Esporos terminals 

C. baratii, C. cadaveris, C. innocuum, C. ramosum, C. tertium, C. tetani (Prancha 16.4 D) 

Esporos imperceptiveis nas coloragoes 

C. perfringens, complexo C. clostridioforme (ver as especies acima); C. symbiosum, C. baratii, C. 

ramosum, C. citroniae, C. subterminale 

Produgao de lecitinase no meio EYA 

C. bifermentans, C. iimosum, C. novyi, C. perfringens, C. sordellii, C. subterminale, C. baratii 

Produgao de lipase no meio EYA 

C. botulinum, C. novyi tipo A, C. sporogenes (Prancha 16.3 F) 

Produgao de lecitinase e lipase 

C. novyi tipo A, C. sporogenes 

Assacaroliticos e proteoliticos (/. e., hidrolise de 

gelatina +) 

C. histolyticum, C. Iimosum, C. subterminale, C. tetani, C. hastiforme 

Urease-positivos 

C. sordellii, b C. symbiosum (descrigao original) 

Nao hidrolisam gelatina 

C. butyricum, complexo C. clostridioforme, C. paraputriheum, C. baratii, C. ramosum 

Fermentam manitoF 

C. difficile, C. innocuum, C. ramosum, C. tertium 

Fermentam ramnose 

C. clostridioforme, C. ramosum, C. sporogenes 

Sacaroliticose proteoliticos 

C. bifermentans, C. botulinum, C. cadaveris, C. difficile, C. perfringens, C. putrificum, C. septicum, C. 



sordellii, C. novyiWpo A, C. sporogenes, C. symbiosum 


Sacaroliticos, mas nao proteoliticos C. baratii, C. butyricum, C. clostridioforme, C. innocuum, C. ramosum, C. tertium, C. camis, C. 

aldenense, C. bolteae, C. lavalense 

a Pode haver outras especies imoveis de Clostridium, descritas mais recentemente. 

b C. sordellii e semelhante a C. bifermentans, mas este ultimo e urease-negativo; C. symbiosum e gram-negativo e pode ter 
extremidades afiladas, de forma que e facil diferencia-lo de C. sordellii. 

c Existem poucas especies adicionais predominantemente negativas, mas algumas cepas podem ser positivas: C. botulinum 
Tipos B, E, F; C. butyricum e, possivelmente, outras especies nao incluidas na Tabela 16.26. 

EYA = agar-gema de ovo. 

As celulas de C. ramosus geralmente medem menos de 0,6 pm de diametro por 2 a 5 pm de comprimento, mas sao 
extremamente pleomorficas e algumas vezes formam cadeias curtas ou filamentos longos; algumas cepas sao gram- 
negativas. No agar-sangue, as colonias comumente medem de 1 a 2 mm de diametro, geralmente nao sao 
hemollticas e sao ligeiramente irregulares ou circulares, contlnuas, suavemente convexas e translucidas. Nos casos 
tipicos, as cepas de C. ramosum sao resistentes a rifampicina no teste do disco de 15 mg descrito anteriormente, mas 
sao inibidas pelo disco de penicilina de 2 U e pelo disco de canamicina de 1 mg - semelhante ao que se observa com 
F. mortiferum e F. varium. C. ramosum e indol-negativo, enquanto F. mortiferum e F. varium sao indol-positivos. 
Alem disso, C. ramosum mostra crescimento acentuado em agar-bile, hidrolisa esculina, mas tern reagoes negativas 
de catalase, lipase e lecitinase. Essa bacteria esta entre os poucos clostridios que fermentam manitol. Os produtos 
metabolicos principais sao acidos acetico, lactico e succinico. As celulas de C. septicum geralmente medem cerca de 
0,6 pm de largura e 3 a 6 pm de comprimento (Prancha 16.3 H). Elas tendem a ser pleomorficas, algumas vezes 
formando filamentos finos e longos. A formagao de cadeias e comum, bem como os formatos de limao, que se 
coram intensamente. Os esporos sao ovais, subterminais e distendem a celula. Depois de 48 de incubagao no agar- 
sangue, as colonias medem 2 a 5 mm de diametro e sao circundadas por uma zona de 1 a 4 mm de hemolise 
completa; elas sao planas, ligeiramente elevadas, cinzentas, brilhantes, semitransparentes e tern bordas rizoides ou 
acentuadamente irregulares, frequentemente circundadas por uma zona de “veu” (Prancha 16.3 G). As cepas 
extremamente moveis podem “formar veu” em uma area ampla da placa. O agar-sangue rigido, que contem agar 
entre 4 e 6% em vez da concentragao habitual de 1,5%, e usado algumas vezes como meio de semeadura para 
atenuar esse tipo de dispersao. Algumas caracteristicas fundamentals de C. septicum sao hidrolisar gelatina; nao 
produzir indol, lipase ou lecitinase; e fermentar lactose, mas nao manitol, ramnose ou sacarose. Os produtos 
metabolicos principais sao acidos acetico e butirico. 

O complexo C. clostridioforme e formado por no minimo seis especies: C. aldense, C. bolteae, C. citroniae, C. 
clostridioforme, C. hathewayi e C. lavalense. Todas elas tern coloragao predominantemente gram-negativa e sao 
referidas por formar celulas em formato de charuto. Todas fermentam glicose, mas nao hidrolisam gelatina. Tres sao 
indol-positivas (C. aldense, C. citroniae e C. lavalense ); duas podem ser esculino-positivas (C. bolteae e C. 
hathewayi). C. hathewayi e (3-NAG-positivo, enquanto os demais sao negativos ou tern reagao indeterminada. C. 
symbiosum tambem e gram-negativo e pode ter celulas em formato de charuto, semelhantes as do complexo C. 
clostridioforme, mas geralmente tern reagao positiva (ainda que fraca) da hidrolise de gelatina e e urease-positiva. C. 
symbiosum cresce muito lentamente e, em geral, forma uma pelicula de crescimento na superficie do agar e, por 
isto, pode ser diferenciado do complexo C. clostridioforme. 

C. innocuum - uma especie de Clostridium frequentemente isolada - e um bacilo gram-positivo com esporos 
ovais terminals; as colonias emitem fluorescencia parda sob luz UV similar a C. difficile. Contudo, o primeiro 
microrganismo nao e movel e nao hidrolisa a gelatina, enquanto o ultimo deve ser positivo nestes testes 
bioquimicos. C. tertium e a especie de Clostridium aerotolerante isolada mais comumente; forma esporos ovais 
terminals, e movel e hidrolisa a esculina. 

Doengas intestinais associadas a C. difficile | Epidemiologia e identificagao laboratorial 

Descrigao das doengas e epidemiologia. Quando foi isolado inicialmente em 1935, C. difficile nao parecia 
ser patogenico para os seres humanos, ate que na decada de 1970 ele foi implicado como agente etiologico de DAA 
e CPM. 33 ’ 34,464 Pacientes hospitalizados em tratamento com antibioticos frequentemente desenvolvem diarreia 
autolimitada benigna. C. difficile e responsavel por 25 a 30% dos casos de DAA. 74 Em geral, a diarreia regride 



quando o tratamento com o antibiotico desencadeante e interrompido. Em outros casos, os sintomas intestinais 
podem ser mais graves e a diarreia persiste. Esses pacientes podem ter colite associada aos antibioticos (CAA), que 
e causada pelo C. difficile em 60 a 75% dos casos. A CPM e mais grave e potencialmente fatal e e causada 
principalmente por C. difficile, embora tambem possa ser causada esporadicamente por S. aureus ou outros 
patogenos. 33,34,139,464 Nos EUA, ocorrem mais de 300.000 casos de DAA, CAA ou CPM causadas por C. difficile 
toxigenico. Um estudo de revisao relatou que os gastos medicos hospitalares, associados as doengas causadas pelo 
C. difficile, eram em tomo de US$ 1.000.000 por ano, enquanto outro artigo de revisao sugeriu que os gastos anuais 
com servigos de saude nos EUA aproximavam-se de US$ 1 bilhao. 453 A gravidade da doenga, assim como as 
alteragoes patologicas, sao altamente variadas, dependendo se o paciente tern CPM, CAA, DAA ou simplesmente e 
colonizado pelo C. difficile, ou e um portador assintomatico. As alteragoes patologicas associadas a CPM e CAA 
foram revistas e relatadas adequadamente em outros artigos. 34,35,139 Em um relato sobre obitos associados a 
gastrenterite nos EUA entre 1999 e 2007, os CDC mostraram que a mortalidade atribuida a C. difficile aumentou 
cinco vezes (10/1.000.000 pacientes-ano entre 1999 e 2000 para 48/1.000.000 pacientes-ano entre 2006 e 2007). 
Esse aumento foi estatisticamente significativo. De acordo com esse estudo, a segunda causa infecciosa principal 
dos obitos era infecgao por norovirus. 2(1 C. difficile tambem pode ser uma causa rara de abscessos, infecgoes de 
feridas, osteomielite, pleurite, peritonite, bacteriemia e infecgoes do trato urogenital. ’ 2 ’ 42 ’ 4 

A doenga gastrintestinal associada a C. difficile e causada por duas toxinas: a toxina A, que e uma enterotoxina 
capaz de provocar acumulagao de liquidos nos ensaios de alga ileal ligada em coelhos; e toxina B, que e uma 
citotoxina potente capaz de causar efeitos citopatogenicos em varias linhagens de celulas em cultura de tecidos. 464 A 
toxina A tambem e citotoxica em algumas linhagens celulares, mas nao tanto quanto a toxina B nas linhagens 
utilizadas tradicionalmente para testar esta ultima toxina. 306 A maioria das cepas de C. difficile toxigenico tern os 
genes para as toxinas A (tedA) e B (tcdB). Alem disso, existem cepas nas quais ha um terceiro gene ( tcdC ), que 
regula a produgao elevada das toxinas de C. difficile e, em decorrencia, a doenga causada e mais grave. Essas cepas 
hipervirulentas sao conhecidas como NAP 1/027 ou PCR ribotipo 027 e a toxina e referida como uma toxina binaria. 
Essas ultimas cepas hipervirulentas causaram surtos da doenga no Canada, na Europa e nos EUA e existem algumas 
evidencias de que possam ser ativadas pelo uso excessivo de fluoroquinolonas. 326,464 Essas cepas hipervirulentas 
tambem foram associadas a indices menores de cura e indices maiores de recidiva. 375 Veja informagoes adicionais 
sobre C. difficile e suas toxinas nas references recomendadas a seguir. 33,34 ’' 49,64,306 .464,496 

C. difficile e onipresente na natureza e foi isolado de solo, agua, conteudos intestinais de varios animais, vagina 
e uretra humanas e fezes de alguns individuos saudaveis (apenas 3% dos voluntaries adultos saudaveis). Contudo, 
essa bacteria e mais prevalente nas fezes de alguns adultos hospitalizados, que nao tern diarreia ou colite. Ela foi 
detectada nas fezes de aproximadamente 13 a 30% dos adultos hospitalizados, mas que nao tinham evidencia de 
doenga causada por C. difficile ou historia pregressa de tratamento com antibioticos (colonizados). C. difficile 
toxigenico pode ser encontrado comumente nas fezes de muitos bebes saudaveis e pode persistir como microbiota 
por periodos longos. Em muitos casos, e dificil avaliar a fungao patogenica desempenhada pelo C. difficile na 
diarreia infantil das criangas hospitalizadas; em alguns laboratories, os testes para este microrganismo nao sao 
realizados rotineiramente com as fezes dos bebes com idade abaixo de 2 anos. 2 Contudo, alguns bebes com diarreia 
grave e persistente associada a tratamento antibiotico pregresso tiveram CPM e, nesta ocasiao, a citotoxina de C. 
difficile estava presente em suas fezes, sem qualquer outro agente etiologico potencial. Em muitos casos, esses 
pacientes melhoraram clinicamente com vancomicina oral. Tambem ha algumas questoes duvidosas quanto a 
associagao entre o C. difficile e a diarreia das criangas com mais de 2 anos de vida, mas artigos de revisao recentes 
avaliaram isto e podem ser consultados, se surgirem duvidas no laboratorio. 64,344,411 Recentemente, a American 
Academy of Pediatrics publicou um normativo com informagoes e recomendagoes sobre C. difficile nas criangas. 416 

A grande maioria dos pacientes com infecgoes por C. difficile foi exposta previamente aos antibioticos, 
independentemente se foram diagnosticados no hospital ou em um servigo de cuidados cronicos, ou foram atendidos 
em servigos ambulatoriais quando o diagnostico foi confirmado. Em um estudo com pacientes que tinham recebido 
alta recentemente de um hospital de doengas agudas, Chang et al. demonstraram que 92% dos pacientes 
diagnosticados no ambulatorio tinham usado antibioticos durante alguma intemagao hospitalar pregressa e que 65% 
destes tinham usado antibioticos durante a internagao e o acompanhamento ambulatorial. 86 Os antimicrobianos 
implicados na doenga do trato GI associada a C. difficile incluem a maioria dos antibioticos; contudo, a doenga e 
mais comum quando clindamicina, cefalosporinas e fluoroquinolonas sao ministradas. 33 " 35,180,464 O leitor pode 



consultar outras fontes se desejar mais informagoes sobre as manifestagoes clinicas e o diagnostico cllnico da DAA, 

CAAeCOM. 33 ’ 34 ’ 35 ’ 101 ' 464 

Coleta e transporte dos especimes contendo C. difficile. Em geral, as amostras de fezes llquidas, 
semissolidas ou pastosas (cerca de 5 g ou 1.020 ml de fezes liquidas) sao os especimes preferidos para realizar os 
testes. Os especimes colhidos por swab nao sao adequados, em razao do volume pequeno obtido. As amostras de 
fezes bem-formadas tambem sao inadequadas para realizar testes diagnosticos, a menos que esteja sendo realizado 
um estudo epidemiologico com portadores fecais assintomaticos. Outras amostras apropriadas sao materiais de 
biopsia ou conteudo intestinal recolhido por colonoscopia e fragmentos intestinais afetados (ressecgao cinirgica ou 
necropsia). Contudo, o conteudo intestinal ou o material de biopsia realizada durante procedimentos colonoscopicos 
pode diluir excessivamente a amostra, ou a quantidade obtida pela biopsia pode ser insuficiente para os exames 
laboratoriais necessarios. Entretanto, o exame do material de biopsia e menos sensivel que os testes fecais, que sao 
os especimes preferidos. Recipientes plasticos a prova de vazamento devem ser usados para transportar as amostras. 
Quando os especimes vao ser processados pelo laboratorio no mesmo dia em que sao colhidos, o transporte a 
temperatura ambiente e suficiente. Quando o especime chega ao laboratorio no final do dia e nao pode ser 
processado para os ensaios que detectam toxinas, senao no dia seguinte, ele pode ser mantido no refrigerador sem 
perda detectavel da atividade citotoxica, mas sempre e importante seguir as instrugoes fornecidas com qualquer teste 
laboratorial comercial. Em condigoes ideais, as amostras nao devem permanecer a temperatura ambiente por mais 
de 2 horas antes de serem semeadas em cultura; quando o processamento da amostra para cultura nao puder ser 
realizado no intervalo de duas horas desde a coleta, ela deve ser refrigerada em condigoes anaerobias (frasco ou 
bolsa de transporte), embora isto possa reduzir a contagem de celulas vegetativas. Quando os especimes precisam 
ser enviados a um laboratorio de referencia para realizar um ensaio para toxinas, eles devem ser encaminhados em 
gelo seco e armazenados no laboratorio a -70°C, antes do envio. O armazenamento a -20°C nao assegura a 
estabilidade das toxinas. A maioria dos laboratories migrou para PCR como metodo de deteegao do C. difficile. Se 
esse for o caso, o laboratorio deve seguir as recomendagoes do fabricante quanto ao transporte dos especimes. 

Diagnostico laboratorial de C. difficile toxigenico. Para diagnosticar infeegoes causadas por C. difficile, as 
amostras de fezes devem ser enviadas ao laboratorio para detectar a presenga de cepas toxigenicas desta bacteria. 
Inicialmente, a cultura para isolamento de C. difficile toxigenico era o metodo usado nos laboratories clinicos no 
final da decada de 1970, quando foi reconhecida pela primeira vez a relagao entre esta bacteria e diarreia; a cultura 
ainda e considerada o “padrao de referencia” para sua deteegao e e o metodo referencial para avaliar testes novos. A 
semeadura das amostras de fezes, com ou sem tratamento previo com alcool ou choque de calor, no meio seletivo de 
CCFA (ciclosserina-cefoxitina-frutose) e nos meios nao seletivos (agar-sangue para anaerobios), e usada para isolar 
C. difficile (Prancha 16.4 E). Em seguida, qualquer cepa de C. difficile isolada deve ser testada quanto a produgao de 
toxinas. (Os meios e os metodos de cultura estao descritos adiante.) O ensaio com cultura de celulas para citotoxina 
B e o teste realizado mais comumente para determinar se a cepa de C. difficile isolada e toxigenica. Como 
altemativa, os ensaios diretos com culturas de tecidos para citotoxina B para detectar C. difficile toxigenico tambem 
poderiam ser realizados diretamente com amostras de fezes, em vez de cultura. Alguns descrevem esse teste como 
ensaio de neutralizagao em cultura celular (CCNA; do ingles, cell culture neutralization assay). A tecnica desses 
ensaios em cultura de tecidos consiste em inocular os paineis de cultura especificos, que geralmente contem celulas 
epiteliais de McCoy ou celulas de prepucio humano, com a amostra de fezes e depois examina-los em 24 a 48 horas 
para detectar efeito citopatico (ECP) - um arredondamento das celulas fibroblasticas em consequencia da presenga 
da toxina B (Quadro 16.9 online). O acrescimo da antitoxina de C. difficile em uma camara que acompanha o kit 
poderia neutralizar a toxina e confirmar que o ECP realmente foi causado especificamente por este microrganismo. 
Durante muitos anos, o ensaio para citotoxina B pareceu ser equivalente a cultura para detectar C. difficile 
toxigenico; contudo, mais recentemente, com o advento dos metodos de deteegao moleculares, a sensibilidade do 
ensaio para toxina B usado diretamente foi comparada com a da cultura para C. difficile toxigenico e foi < 70% com 
especificidade de 99%, deste modo limitando seu uso como teste primario na maioria das condigoes. 4 '’* O Quadro 
16.9 online apresenta informagoes sobre o procedimento do teste para citotoxina. Os intervalos longos ate a 
liberagao dos resultados da cultura e a necessidade de manter testes confirmatorios disponiveis para detectar a 
toxina nas colonias isoladas tern limitado a utilidade destes testes na maioria dos laboratories clinicos. Contudo, a 
cultura e o metodo usado em epidemiologia, quando ha necessidade de realizar testes de sensibilidade 


antimicrobiana e como metodo comparative preferido durante a avaliagao de exames mais novos. Os ensaios com 
cultura de tecidos ainda sao realizados em alguns laboratories para confirmar ensaios mais novos de triagem e com 
a finalidade de confirmar os resultados da cultura, embora menos frequentemente como testes diagnostics 
primarios. 

Metodos de cultura e identificagao das citotoxinas. C. difficile pode ser isolado das amostras de fezes por meio 
da tecnica de seleqao de esporos (/. e., procedimentos de seleqao dos esporos por alcool ou choque termico) 
combinada com o uso dos meios de cultura seletivos, como o agar-sangue de AFE (Remel, Lenexa, KS; ou BD 
Microbiology Systems) ou o CCFA combinado com o agar-sangue nao seletivo para anaerobios dos CDC. 464 
Describes detalhadas das tecnicas de seleqao de esporos por alcool ou choque termico podem ser encontradas em 
outro artigo. 238 Quando um desses procedimentos e utilizado, a amostra tratada com alcool ou calor e inoculada no 
agar-sangue para anaerobios e/ou no meio de EYA. Os meios seletivos como o CCFA tambem podem ser 
inoculados, porque pode ser mais facil identificar a morfologia tipica, mas nao devem ser utilizados isoladamente, 
uma vez que tambem poderiam ser excessivamente inibitarios apos o tratamento das fezes para reduzir outros 
microrganismos da microbiota. Existe um terceiro metodo de tratamento das fezes, que foi descrito mais 
recentemente e facilita o isolamento de C. difficile com utilizaqao de um caldo de taurocolato de sodio para 
promover a germinaqao dos esporos. Em dois estudos independentes, os resultados foram superiores aos do pre- 
tratamento com alcool ou calor antes da semeadura. 16,220 Depois de 48 horas de incubaqao em condiqoes anaerobias, 
as colonias de C. difficile em agar-sangue para anaerobios nao sao hemoliticas, medem 2 a 4 mm de diametro, sao 
acinzentadas e translucidas, ligeiramente elevadas, planas e dispersivas com bordas rizoides. Como se pode observar 
ao exame em microscopio de disseeqao, as colonias apresentam aspecto “pontilhado-opalescente” iridescente. C. 
difficile tern reaqoes negativas para lipase e lecitinase no EYA e forma as colonias planas irregulares a circulares 
tipicas com borda rizoide. No CCFA, as colonias tern aspecto de vidro fosco na superficie e pigmentaqao amarelada 
a branca. Quando uma lampada de luz UV incide nas colonias, elas emitem fluorescencia parda. Alem disso, ha um 
odor tipico de esterco de cavalo (estrebaria), que e atribuido a produqao de paracresol (Tabela 16.24). Muitas vezes, 
quando uma jarra de anaerobiose e aberta, esse odor e detectado imediatamente. 238 

Alem da tecnica de seleqao de esporos, deve-se inocular as fezes nao tratadas (ou uma suspensao fecal preparada 
em diluente tamponado com gelatina) em uma placa com meio de AFE e outra placa com CCFA. Depois da 
incubaqao por 48 horas, as colonias de C. difficile no meio de AFE sao praticamente identicas as que crescem no 
agar-sangue para anaerobios (descritas antes). O aspecto das colonias de C. difficile no CCFA tambem foi descrito 
nos paragrafos anteriores e na Tabela 16.24. Os bacilos gram-positivos ou gram-variaveis tern esporos subterminais 
e sao moveis. A analise dos produtos metabolicos revela acidos acetico, propidnico, isobutirico, butirico, 
isovalerico, valerico e isocaproico. A esculina e a gelatina sao hidrolisadas. Os testes de urease, nitrato e urease sao 
negativos. A maioria das cepas fermenta glicose, manitol e manose. As reaqoes de salicina e xilose sao variaveis. 
Depois do isolamento de uma colonia tipica de C. difficile e da conclusao da identificaqao fenotipica, e necessario 
buscar evidencias de que a cepa e toxigenica utilizando o ensaio para citotoxina B, ou um metodo molecular para 
detectar um ou mais genes das toxinas. 

Cientistas desenvolveram dois meios de cultura novos para selecionar cepas de C. difficile toxigenico e evitar a 
necessidade de realizar um ensaio confirmatorio para toxinas. Um deles e o chamado “ensaio em placa Cdifftox”, 
descrito por Darkoh et al., no qual o CCFA e o taurocolato de sodio (acrescentado para promover a germinaqao dos 
esporos), o sangue e um substrata cromogenico (X-gal) formam uma unica placa sobre a qual as cepas de C. difficile 
produzem cor azul e as cepas nao toxigenicas formam uma colonia branca. Quando estao presentes, as toxinas 
clivam o substrata cromogenico no lugar de seu substrato natural (UDP-glicose). Em geral, os resultados da cultura 
fleam disponiveis em 24 a 48 horas. De acordo com alguns autores, o produto alcanqou precisao de 99,8% quando 
foram testadas 528 cepas retiradas de 50 especimes positivos nos ensaios de citotoxicidade em cultura. 112 Existe um 
meio cromogenico produzido comercialmente (chromID® C. difficile), que pode detectar esta bacteria em menos de 
3 dias. Esse meio foi avaliado em alguns laboratories e os resultados foram muito bons e ficaram disponiveis mais 
rapidamente do que poderia ser conseguido com a cultura em CCFA e a deteeqao de toxinas. 77,140,304 ’ 432 

Imunoensaios enzimaticos para detectar toxinas. Em razao da natureza trabalhosa e demorada da cultura e da 
falta de sensibilidade do ensaio em cultura de tecidos para citotoxina, pesquisadores desenvolveram imunoensaios 
enzimaticos (IEE) para detectar toxina(s) de C. difficile. Os ensaios para detectar toxina A foram introduzidos nos 
laboratories clinicos ha mais de 20 anos. Esses ensaios eram mais rapidos e consumiam menos tempo que a cultura 
ou o metodo de CCNA e forneciam informaqao adequada em formatos, que permitem testar lotes de amostras, ou 


um unico especime. Cientistas desenvolveram alguns desses testes em diversos formatos e a maioria foi adaptada 
aos laboratories de rotina. Quando foram descobertas algumas cepas negativas para toxina A e positivas para toxina 
B, pesquisadores desenvolveram alguns produtos de IEE, que detectavam as duas toxinas e foram adotados em 
muitos laboratories cllnicos para substituir os IEE para toxina A. 24 ’ Com o uso generalizado da PCR e a utilizagao 
das culturas como padrao de referenda nos estudos comparativos mais recentes, as sensibilidades dos IEE para 
toxinas A + B foram calculadas em no mlnimo 52% e no maximo 81%. 440,510 Em geral, os autores que compararam 
o IEE ou os ensaios de fluxo lateral para detectar toxinas A e B conclulram que estes ensaios nao deveriam ser o 
unico teste realizado rotineiramente para diagnosticar C. difficile. Mesmo quando esses ensaios foram avaliados 
para detectar doenga grave versus branda, os IEE tambem foram muito menos sensiveis mesmo para doenga grave, 
que seria aceitavel para um teste fecal primario." 2 '’ Embora nao sejam sensiveis, a especificidade dos IEE para 
toxinas e boa (na faixa de 91 a 94%, ou mais). Por isso, esses ensaios podem ser usados para confirmar um resultado 
positivo em um ensaio para antigenos, por exemplo, ou outros metodos altamente sensiveis, mas menos 
especificos. 49,138,226 Hoje em dia, os laboratories nao deveriam mais confiar apenas nesses IEE para diagnosticar C. 
difficile toxigenico. 

Teste de amplificagao do dcido nucleico do C. difficile. Estudos demonstraram consistentemente que a 
amplificagao dos genes tcdB ou ted A teve sensibilidade e especificidade satisfatorias, quando foi comparada com a 
cultura para C. difficile toxigenico como padrao de referencia. 49 ’ 138 ’ 362 ’ 458 Embora os laboratories tenham 
desenvolvido seus proprios ensaios de PCR em tempo real, existem no mercado alguns produtos disponiveis. Ha 
evidencias amplas sugerindo que esses metodos moleculares possam aumentar significativamente a sensibilidade 
em comparagao com os IEE e, consequentemente, a incidencia do C. difficile detectado nas fezes dos pacientes 
hospitalizados, em alguns casos em mais de 50% com especificidade satisfatoria, quando comparada com a 
cultura. 74 ’ 138 ’ 297 ’ 458 ' 335 . 366 . 3 ?-' A Tabela 16.25 relaciona alguns dos ensaios disponiveis no mercado americano 
atualmente e alguns pontos essenciais, quando eles puderem diferir uns dos outros. A Tabela 16.26 descreve os 
resultados dos estudos publicados, que compararam os NAAT (testes de amplificagao do acido nucleico; do ingles, 
nucleic acid amplification test) utilizados mais comumente de forma isolada, com outros NAAT ou cultura de C. 
difficile toxigenico como “padrao de referencia”. Elm artigo de revisao publicado em 2011 fomece informagoes 
excelentes sobre os ensaios de PCR disponiveis comercialmente naquela epoca; a conclusao dos autores foi que 
todos os ensaios de NAAT tiveram bom desempenho em comparagao com a cultura, mas foram superiores aos IEE e 
a cultura de tecidos. O tempo necessario ate a liberagao dos resultados era adequado (45 a 180 minutos) e permitiria 
a conclusao do laudo no mesmo tumo de trabalho. 374 Uma metanalise de 25 estudos realizados para avaliar os 
metodos de NAAT para detectar C. difficile, incluindo mais de 11.000 amostras de fezes que atenderam aos criterios 
de inclusao, concluiu que a maioria dos laboratories que fomeceram dados acerca de um teste molecular para C. 
difficile usava o BD GeneOhm®, seguido do Cepheid GeneXpert®. Alem disso, os laboratories tambem usavam um 
Light Cycler® PCR (Roche Molecular, IND) ou um ProGastro CD® da Hologic. Alguns laboratories relataram que 
usavam o ensaio LAMP® da Illumigene, mas nao foram incluidos na analise porque os estudos eram muito 
heterogeneos para que fossem comparados naquela ocasiao. Os autores concluiram que os testes moleculares foram 
altamente precisos na deteegao das toxinas de C. difficile e que o ensaio LAMP® parecia ser promissor, o que mais 
tarde foi confirmado. 362 


Tabela 16.25 Caracteristicas dos NAAT disponiveis no mercado para detectar C. difficile toxigenico. 


NAAT 

Fabricante 

Alvo" 

Formato 

Tempo ate o resultado- 

(minutos) 

Prodesse ProGastro CD 

Assay 248 ' 421 ' 458 -488 

Hologics, Inc., CA 

fcdB 

Smart Cycler 

75 a 90 

Gen-Ohm Cdiff Assay 3 ' 248 ' 421,473 ' 488 

BD GeneOhm, CA 

fcdB 

Smart Cycler 

180 

BD Max 226,2884 

BD GeneOhm, CA 

fcdB 

BD-Max 

160 

Xpert C. difficile Assay 3,199 ' 223 ' 433 ' 510 

Cepheid, CA 

fcdB 

GeneXpert 

45 

Mlumigene 8 ' 23 - 49 ' 199 ' 271 ' 358 

Meridian Biosciences, Inc. 

tedk 

Illumigene Instrument 

75 



Portrait Toxigenic C. difficile 63 

Great Basin, Wl 

tcdB 

Slide array; Visual: cA/p 

readout 

60 

Simplexa Universal Direct PCR 113,273 

Focus Diagnostic, CA 

tcdB~ 

3M Integrated Cycler 

60 

Verigene C. difficile Test 76 

Nanosphere, ILL 

tcd/\, tcdB, PCR 

Ribotype 027 

Verigene Reader and 

Processor SP 

<120 

Amplivue C. difficile Assay 113 

Quidel Corp., CA 

tcdk 

Leitura manual; fluxo lateral 

em cassete 

80 


a Alvo: gene para a produgao da toxina A, B ou C, que e usado como alvo pelo ensaio. 

b Os tempos de conclusao sao os citados na bula do produto el ou na pagina de internet do fabricante. 

c O BD Max® e um formato automatizado do ensaio GeneOhm®. 

d O ensaio lllumigene® e comumente referido como LAMP, ou loop amplification, em ingles. 

NAAT = teste de amplificagao de acidos nucleicos. 

Frequentemente, existem duvidas quanto a necessidade de repetir os ensaios moleculares para detectar a 
presenga de C. difficile. A utilidade da repetigao dos testes para C. difficile foi avaliada e, na maioria dos estudos, 
nao se mostrou valida para diagnosticar C. difficile', contudo, se forem repetidos, sempre se deve utilizar um metodo 
diferente do que foi usado inicialmente. Quando uma coorte de pacientes se mostra inicialmente negativa para C. 
difficile com base em um ensaio altamente sensivel (p. ex., um NAAT), a repetigao do teste tern mais chances de 
produzir resultados falso-positivos, que resultados positivos verdadeiros. Alem disso, os testes laboratoriais nao 
devem ser realizados como “prova de cura”. A regressao da doenga associada a C. difficile deve ser avaliada 
clinicamente, independente se a bacteria continua ou nao a fazer parte da microbiota do paciente. A Society for 
Healthcare Epidemiology of America (SHEA) tambem nao recomenda a repetigao dos testes para C. difficile . 74,101,305 

Teste para antigeno GDH de C. difficile. Como altemativa ao uso da PCR com teste primario, existem no 
minimo tres ensaios disponiveis no mercado, que detectam glutamato-desidrogenase (GDH) - um antigeno comum 
a C. difficile e a outras especies de Clostridium. 73 > 110 > 13 8> 390 > 476 Esses ensaios sao extremamente sensiveis, mas nao 
tem especificidade suficiente para C. difficile e, por isto, nao devem ser usados isoladamente. Contudo, eles podem 
ser utilisados inicialmente como uma triagem negativa dos pedidos de pesquisa de C. difficile nas fezes; quando sao 
positivos, podem ser realizados testes confirmatorios que detectam especificamente toxinas do C. difficile, antes de 
liberar os resultados. O C. DIFF CHEK-60® (TechLab, Blacksburg, VA) e um ensaio imunossorvente ligado a 
enzima (ELISA) em uma placa com 96 camaras, que pode ser realizado em 60 minutos. A sensibilidade desse 
ensaio e altissima (> 99%), conforme foi relatado em muitos estudos; em um deles, apenas 22 das 37 amostras 
GDH-positivas/citotoxina-positivas foram positivas com um IEE bem conhecido para toxinas A e B (sensibilidade 
de 59,5%). O valor preditivo positivo do ensaio para GDH foi de apenas 50% e, por esta razao, ele deve ser usado 
em um esquema algoritmico que inclua um ensaio capaz de confirmar a presenga da citotoxina. 183 Hoje em dia, 
existe no mercado uma combinagao do ensaio para o antigeno GDH com IEE para toxina, que e produzido pelo 
mesmo fabricante que fornece os dois testes simultaneamente; o C. DIFF Quik Chek Complete® (TechLab, 
Blacksburg, VA) e um imunoensaio enzimatico em membrana rapido, ao qual a amostra de fezes diluidas e 
acrescentada e incubada por 15 minutos. A formagao de uma linha azul a esquerda da janela de reagao indica a 
presenga de GDH, enquanto uma linha azul a direita indica a presenga da toxina do C. difficile. Estudos 
demonstraram que o uso do antigeno como triagem negativa seguida de um ensaio para citotoxina B com as 
amostras positivas produz resultados muito sensiveis com valores preditivos negativos altos em uma abordagem 
com relagao custo-beneficio favoravel. 390,476 Quando o ensaio para GDH e negativo (e esta etapa geralmente pode 
ser concluida em menos de 10 minutos), os resultados de um teste negativo para C. difficile podem ser relatados 
imediatamente. Contudo, as cepas nao toxigenicas do C. difficile tambem produzem resultados positivos no ensaio 
para GDH; dai a necessidade de confirmar as amostras de fezes positivas para o antigeno. 73 Conforme foi 
mencionado antes, isso pode ser conseguido por um IEE para toxina A/B, um ensaio para citotoxina em cultura de 
tecido, ou PCR. 110,362 Essa ultima abordagem ofereceria os niveis mais altos de sensibilidade e especificidade 
globais para a confirmagao em uma etapa. Contudo, muitos laboratories adotam uma abordagem em tres etapas, que 
e a seguinte: os resultados positivos para GDH sao avaliados por um IEE para toxinas A/B; se os dois forem 
positivos, os resultados sao liberados como positivos para C. difficile toxigenico, mas se um for negativo, realiza-se 



um teste confirmatorio adicional com PCR ou cultura. Um estudo avaliou o uso de dois ensaios moleculares 
diferentes para essa confirmagao; os dois tiveram desempenho igualmente satisfatorio, embora os autores 
entendessem que um era ligeiramente mais eficiente que outro.' 

Tabela 16.26 Avaliagoes dos NAAT dispomveis no mercado para detectar C. difficile. a 


Comparadores 

N 2 especimes/% 

positivos 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Valor preditivo 

positivo (%) 

Valor preditivo 

negativo (%) 

REF 

GeneOhm 







IEE, GDH/IEE & ProGastro Cd® 


100 




449 

PCR b e ProGastro Ccf 

346/8,4 

84 

99 



230 

Quik Chek & ProGastro Cd 

200 

90 

97 

90 

97 

387 

lllumigene c 

139/15 

95 

100 

100 

99 

44 

Xpert, lllumigene & Portrait 

549/21 

97 

99 



58 

Nenhum comparador 

360/12 

95 

99,7 

98 

99,4 

265 

Nenhum comparador 

404/10 

84 

98 

90 

97 

423 

Xpert 







Nenhum comparador 

253/19 

100 

95 

83 

100 

398 

lEEePCR^ 

138 

100 

98 



468 

GeneOhm, lllumigene & Portrait 

549/21 

100 

92 



58 

Nenhum comparadob 

566/12 

99 

81 

90 

97 

101 

lllumigene 

568/19 

100 

97 



183 

lllumigene 

200/22 

100 

100 



337 

CCNA C 

220 

97 

93 

72 

99 

206 

ProGastro Cd 







IEE, GDH/IEE & GeneOhm 


94 




440 

PCR 6 e GeneOhm 

346/8,4 

92 

99 



230 

lEEeCCNA 

285/15,7 


77 

99 

94 

423 

Quik Chek e GeneOhm 6 

200 

100 

93 

83 

100 

387 

Portrait 







GeneOhm, Xpert, lllumigene 

549/21 

98 

93 



58 

lllumigene 







Vidas IEE 

302/29 

95 

99 

98 

98 

330 

lEEeGDH 

810 

92 

98 

84 

99 

20 

GeneOhnb 

139/15 

95 

97 

83 

99 

44 



GeneOhm, XPert & Portrait 

549/21 

93 

95 



58 

XPert 

568/19 

84 

100 



183 

Nenhum comparadof 

141/19 

89 

98 



334 

XPert 

200/22 

83 

100 



337 

CCNA 

472 

92 

99 

92 

99 

249 

Verigene 







Cultura direta f 

1.875/15 

99 

88 

42 

99,9 

70 

Cultura enriquecida 

1875/15 

91 

92,5 

68 

98 

70 

Light Cycler 







IEE 

200/12 

86 

97 

90 

96 

404 

Simplexa 







Quik Chek c e CCNA 

342/26 

98 




251 

Amplivue e lllumigene 

200 

98 

100 



104 

Amplivue 







Simplexa e lllumigene 


96 

100 



104 


a As culturas para C. difficile toxigenico foram usadas como padrao de referenda no estudo, a menos que seja indicado em 
contrario. GeheOhm® (BD, MD); XPert® (Cepheid); ProGastro® Cd (GenProbe, Inc., CA); Portrait® (Great Basin, Wl); 
lllumigene (Meridian Bioscience, Inc.); Light Cycler® (Roche, Ind.); Verigene; Simplexa® (Focus Diag., CA); Amplivue (Quidel 
Corp.). 

6 A PCR usada foi um ensaio desenvolvido no proprio laboratorio. 
c Cultura realizada apenas com as amostras discordantes. 
d Fezes congeladas; pacientes pediatricos. 
e Nao foi realizada cultura. 

f Com finalidade comparativa, foram realizadas duas culturas: uma com CCFA e outra com CCFA contendo taurocolato para 
promover a germinagao dos esporos. O ensaio detecta tcdA e ted B e fcdC; 24% dos resultados positivos eram cepas 
hipervirulentas (principalmente do ribotipo 027). 

IEE = imunoensaio enzimatico para toxina A e/ou B; Quik Chek = combinagao dos testes com GDH e IEE para toxina B; 
CCNA = ensaio de neutralizagao da citotoxina. 

O Biosite Labs tambem comercializa um ensaio de aglutinagao de latex para GDH combinado com um 
imunoensaio para toxina A. Um estudo examinou 557 amostras de fezes ffescas comparando o desempenho desse 
teste com um imunoensaio para toxinas A/B e um ensaio em cultura de tecido para citotoxina B. A sensibilidade do 
teste para GDH foi de 97% e a especificidade de 87%. Dezessete por cento das amostras positivas para GDH nao 
foram confirmadas pelo ensaio para toxina A e foi necessario realizar outro teste confirmatorio.Entretanto, os 
autores nao usaram cultura ou PCR para C. difficile toxigenico como comparador e, por isto, e dificil saber se a 
sensibilidade foi tao alta quanto relatada, porque a sensibilidade da cultura em tecido - brago comparative do estudo 
- nao tern sensibilidade tao alta quanto a cultura para C. difficile toxigenico e/o PCR. Os laboratories que dispoem 
do recurso de realizar PCR rotineiramente em todas as amostras de fezes podem, em vez disto, fazer a amplificagao 
rotineira de todas as amostras a fim de reduzir o numero de etapas e, possivelmente, abreviar o tempo ate a liberagao 
dos resultados. Essa abordagem pode oferecer os melhores indices de sensibilidade, especificidade, VPN e VPP, em 
comparagao com a cultura para C. difficile toxigenico. A SHEA sugeriu que o NAAT parece ser sensivel e 
especifico como metodo de deteegao, mas sao necessarios dados adicionais antes que possa ser endossado como 
teste primario para todos os laboratories. 11)1 O algoritmo com duas ou tres etapas tern a vantagem de liberar 
resultados mais rapidamente, em especial quando se trata de amostras positivas para antigeno e toxinas A/B e de 
especimes negativos. Entretanto, e necessario mais tempo para a confirmagao adicional das amostras que sao 
positivas para o antigeno GDH, mas negativas no IEE. Em um estudo realizado para examinar os resultados do 



algoritmo em duas etapas (ensaios para GDH e toxinas A/B), os autores relataram que conseguiram liberar 36% dos 
resultados positivos para C. difficile e 94% dos resultados negativos em 30 minutos. Apenas 13% de sua carga de 
trabalho foram utilizados para confirmar amostras positivas para GDH e negativas para toxinas A/B, antes de liberar 
os resultados. 11 ' 1 Outro estudo utilizou o IEE Premier® para GDH e os resultados positivos foram confirmados por 
um ensaio LAMP® da Illumigene; a sensibilidade foi de 92%, em comparagao com outros algoritmos usados e os 
autores sugeriram que o ensaio LAMP fosse muito menos dispendioso que os outros metodos de PCR e fosse muito 
facil de usar; esses autores nao viram qualquer vantagem em usar a abordagem em tres etapas. 1 ’ 

Profilaxia da infecgao por C. difficile. A profilaxia das doengas causadas pelo C. difficile e a abordagem mais 
importante para reduzir sua incidencia. Os programas administrativos dos sistemas de saude que trabalham no 
sentido de reduzir o uso inadequado dos antibioticos e a adogao de medidas como lavar as maos, usar produtos de 
limpeza contendo cloro nos hospitais e outras precaugoes para controle de infecgao visando limitar a disseminagao 
do C. difficile sao as formas para se conseguir isso. 101,152,272 A utilizagao de testes apropriados sensiveis e especificos 
e o cumprimento das diretrizes apropriadas para a coleta e o transporte dos especimes sao procedimentos que os 
laboratories podem fazer para participar dos programas de controle e prevengao. A cultura para C. difficile, embora 
nao seja um metodo rotineiro rapido e eficiente para o diagnostico laboratorial, ainda e um recurso util aos estudos 
epidemiologicos, quando a tipagem das cepas e/ou os testes de sensibilidade antimicrobiana podem ajudar a defmir 
um surto e evitar disseminagao adicional da doenga. Quanto aos testes de rotina, o uso de um algoritmo que inclua 
um ensaio para o antigeno GDH ou testes de amplificagao direta seria uma opgao razoavel, que os laboratories 
devem considerar. 52,110,390,464,488 Pesquisadores realizaram um estudo de custo-beneficio com um algoritmo em duas 
etapas, que consistia em C. DIFF Quik Chek® (um ensaio para GDH mais um IEE) confirmados por um ensaio de 
PCR quando os dois testes anteriores eram discordantes. Oitenta e seis por cento dos resultados das amostras de 
fezes puderam ser liberados rapidamente; os 14% restantes exigiram um ensaio de PCR para confirmagao dos 
resultados, antes que fossem liberados. O custo por teste foi de US$ 13,50 quando se utilizou essa abordagem, em 
comparagao com o uso da PCR em todas as amostras, que foi estimado em US$ 26 por teste. 488 O Boxe 16.12 
descreve algoritmos potenciais para o processamento das amostras para C. difficile. O Boxe 16.13 detalha alguns 
pontos essenciais, que devem ser lembrados ao manusear pedidos para pesquisa de C. difficile toxigenico. 

Identificacao dos cocos anaerobios 

Cocos gram-positivos anaerobios. P anaerobius e um coco grande e alongado, que se apresenta em pares e 
cadeias; as colonias sao maiores que as dos outros cocos anaerobios e tem aspecto branco-acinzentado e opaco. O 
odor adocicado atribuido a produgao de acido isocaproico e a sensibilidade ao disco de SPS podem ser 
caracteristicas diferenciais. P. anaerobius tem reagoes negativas de catalase, indol e urease, mas e positivo para 
produgao de a-glicosidase. Comumente, Finegoldia magna e Parvimonas micra podem ter aspectos semelbantes 
nos especimes clinicos, mas podem ser diferenciadas inicialmente no laboratorio por seu tamanho. As celulas de P. 
micra medem < 0,6 pm e as colonias tem um halo leitoso, que e bem caracteristico; por outro lado, as celulas de F. 
magna medem > 0,6 pm. Essas duas bacterias tem reagoes negativas de catalase, produgao de indol, a-glicosidase e 
urease. As colonias de Peptoniphilus asaccharolyticus tem odor de mofo e sao indol-positivas e isto ajuda a 
diferencia-lo dos cocos comuns citados antes. Staphylococcus saccharolyticus e um dos poucos cocos gram- 
positivos anaerobios capaz de reduzir nitrato; ele tambem e um pouco aerotolerante nas transferences e aparece em 
grupos na coloragao pelo Gram. S. saccharolyticus e coagulase-negativo, embora este teste geralmente nao seja 
realizado com um anaerobio. Ele tambem fermenta glicose, lactose e maltose. A Tabela 16.27 descreve as 
caracteristicas diferenciais das especies encontradas mais comumente. Veja informagoes adicionais nas referencias 
recomendadas a seguir. 238,351,499 Uma serie de sondas fluorescentes baseadas no rRNA 16S tem sido utilizada para 
identificar com sucesso alguns dos cocos gram-positivos anaerobios comuns; fiituramente, estas sondas poderao ser 
uteis aos laboratories clinicos em combinagao com outros metodos mais novos. 1 ' 


Boxe 16.12 


Algoritmos para testar C. difficile 

A. Realizar PCR em todas as amostras de fezes e relatar os resultados quando estiverem conduidos 
a. Vantagens: 



i. Sensibilidade e especificidade altas 

ii. Tempo relativamente curto ate a libera^ao dos resultados 

iii. Necessidade de realizar apenas um procedimento e controle de qualidade para testar C. difficile 
b. Desvantagens: os equipamentos e os reagentes podem ser caros 

i. E importante monitorar problemas de contamina^ao 

ii. 0 exame detecta pacientes infectados e portadores assintomaticos 

B. Realizar cultura para C. difficile toxigenico com todas as amostras de fezes 

a. Vantagens: 

i. Sensibilidade e especificidade altas 

ii. A cepa isolada fica disponivel para estudos epidemiologicos, AST ou outros testes 

b. Desvantagens: 

i. Tempo longo ate a liberagao dos resultados 

ii. Necessidade de usar um ensaio para confirmar que a cepa isolada e toxigenica 

iii. 0 processamento das amostras para cultura pode ser trabalhoso 

C. Algoritmo em duas etapas 

a. 1- etapa - Fazer um ensaio (p. ex., Quik Chek), que combine a detec^ao do antigeno GDH com um IEE para toxinas A/B, ou apenas toxina B 

i. Se os dois forem positivos: liberar o resultado como positivo 

ii. Se os dois forem negativos: liberar o resultado como negativo 

iii. Se for positivo para antigeno e negativo para toxina, realizar outro teste confirmatorio 

b. 2- etapa - Fazer cultura ou PCR para C. difficile toxigenico para confirmar sua presenga e liberar os resultados de acordo com a rea^ao, 

OU poderia ser adotado um algoritmo em duas etapas: um ensaio para GDH e confirmar os resultados positivos com PCR ou cultura 

D. Algoritmo em tres etapas 

a. 1 - etapa — Fazer um ensaio para GDH 

i. Se for negativo, liberar o resultado como negativo 

ii. Se for positivo, passar para a proxima etapa 

b. 2- etapa - Fazer um IEE para toxina B, ou toxinas A/B, ou CCNA 

i. Se for positivo, liberar o resultado como positivo 

ii. Se for negativo, passar para a proxima etapa 

c. 3- etapa - Fazer PCR ou cultura para C. difficile toxigenico e liberar os resultados conforme a rea^ao 


Boxe 16.13 


Considera^oes importantes quanto ao processamento dos especimes com pedidos de pesquisa para C. difficile 
toxigenico 

1. Nao fazer quaisquer testes diagnostics com fezes bem-formadas 

2. Apenas uma amostra por paciente a cada dia. Se for realizada PCR com todas as amostras, o teste nao deve ser repetido 

a. A repetido do teste de PCR para pacientes com resultados positivos de PCR nao deve ser realizada como "teste de cura" 

b. A repetigao do teste de PCR para pacientes com resultados negativos de PCR nao deve ser realizada, a menos que ocorra alguma alteragao 
das endives dinicas, que sugira inicio recente da doen^a 

3. Os testes devem ser realizados apenas nos casos apropriados: pacientes com diarreia (+ 3 evacuates liquidas em um periodo de 24 horas) 

4. Os swabs retais nao devem ser usados para diagnosticar C. difficile toxigenico, embora possam ser usados em estudos epidemiologicos 

5. Um imunoensaio enzimatico para toxina A/B nao deve ser usado como teste unico para C. difficile 

6. Se for realizado apenas um ensaio de neutraliza^ao em cultura de celulas (CCNA) para C. difficile toxigenico, a sensibilidade e menor, quando 
comparada com a cultura ou PCR para esta bacteria, mas o CCNA e muito espedfico e pode ser usado para confirmar que a cepa isolada em 
cultura e toxigenica 

7. Quando e realizada apenas PCR em todas as amostras de fezes, o teste detecta portadores assintomaticos e pacientes infectados 

8. A cultura para C. difficile toxigenico ainda e o padrao de referenda (/'. e., tern sensibilidade e especificidade mais altas) para isolar este 
microrganismo, mas requer tempo mais longo ate a liberagao dos resultados (TDR, tempo de resposta) 








a. A confirmapra de que as cepas isoladas sao toxigenicas deve ser realizada antes que um resultado seja liberado como positivo 

b. Os meios cromogenicos podem ser usados para reduzir o TDR ate o isolamento inicial de C. difficile; se os meios forem seletivos para cultura 
de C. difficile toxigenico, isto pode reduzir ainda mais o TDR 

9. Nos pacientes que estiveram hospitalizados por mais de 3 dias, a deteqao de C. difficile toxigenico deve ser a solicitapio primaria para os casos 
de diarreia de ini'cio recente, que atendam aos criterios citados antes; a positividade das bacterias e dos parasitos patogenicos do trato Gl e baixa 
neste contexto e, em geral, estes pedidos sao rejeitados 


Cocos gram-negativos anaerobios. Veillonella parvula e o coco gram-negativo anaerobio encontrado mais 
comumente. As celulas medem menos que 0,5 pm e as colonias sao pequenas, transparentes a opacas e cinza- 
amareladas. Algumas sao catalase-positivas e sao sensiveis a canamicina e a colistina, quando sao examinadas com 
discos de antibioticos em potencias defmidas. Uma especie nova - V montipelliernsis - e diferente das outras 
especies de Veillonella porque e resistente a colistina no teste com discos de antibioticos. As especies de 
Acidaminococcus sao nitrato-negativas e catalase-negativas, mas sao fermentadores fracos de carboidratos; as 
celulas destas especies sao maiores que as de Veillonella. Em geral, as celulas das especies de Megasphaera medem 
>1,7 pm e esta caracteristica e muito diferencial; estes microrganismos sao fermentadores, catalase-negativos e 
nitrato-negativos e este genero e sensivel a vancomicina, enquanto a maioria dos cocos gram-negativos e resistente. 
Algumas especies recem-nomeadas - Negativicoccus - formam celulas pequenas (< 0,4 pm) e podem ser 
microaerofilas. Tambem sao resistentes a colistina no teste com disco de antibiotico. A Tabela 16.28 descreve outras 
caracteristicas. 


Tabela 16.27 Caracteristicas fenotipicas dos cocos gram-positivos anaerobios. 


Especie 

FERM 

IND NIT URE PYR Glicose 

CLG 

Morf. Gram 

Morf. das 

colonias 

Nome anterior 

Peptostreptococcus 

----- 

A, 1C 

Cocos grandes em 

Cinzentas com 

Nenhum 

anaerobius a 



pares e cadeias; 

centra 





geralmente sao 

elevado; 





muito maiores 

opacas; nao 





que os outros 

hemoliticas; 





cocos 

odor 






adocicado 


Parvimonas micro 

- - - + - 

A 

Aglomerados, 

Pequenas; 

Micromonas micros, 




cadeias curtas 

abauladas; 

Peptostreptococcus 




ou pares; < 6 

branco- 

micros 




pm 

opacas;"halo" 



Finegoldia magna 


Peptoniphilus spp. 

P. asaccharolyticus 


castanho- 

amareladoao 



redor das 

colonias 


es, cadeias, 

Colonias pequenas 

Peptostreptococcus 

tetrades e 

e brancas; 

magna 

aglomerados; 

algumas 


>6 pm 

podem ser 

translucidas 



A, b Aparecem em 


Pequenas, brancas Peptostreptococcus 




grumos; podem aamarelas; 


asaccharolyticus 


porpouco convexas; 

parecergram- odordemofo 

negativos em 
razao da 
Colorado fraca 

P.gorbachii D - - - A, b Celulas grandes, > Cinzentas, planas, Especie nova 

7 pm; convexas; 

redondas, circulares, 

conti'nuas, opacas; borda 

opacas conti'nua 


P. harei 

d 


- 

- 

- 

A, b 

Tamanhoe forma 

Colonias planas e 

Peptostreptococcus 








variaveis 

translucidas 

harei 

P. indolicus 

+ 

+ 

— 

— 

— 

A, b 

Grumos, 

Colonias 

Peptostreptococcus 


semelhantes a pequenas, indolicus 

P. convexas, 

asaccharolyticus brancas a 

amareladas 


P. ivorii 





IV 

Tamanhovariavel; 

em grumos 

Convexas, 

ligeiramente 

amarelas 

Peptostreptococcus 

ivorii 

P. lacrimaiis 

- 

- 

- 

- 

A, b 

Cadeias curtas ou 

grumos 

Colonias brancas a 

rosadas 

Peptostreptococcus 

lacrimaiis 

P. oisenii 

D 




A, b 

Cocos maiores; > 7 

pm 

Cinzentas, planas, 

convexas; 

circulares; 

Especie nova 


opacas com 
urn pico 
central mais 
branco; borda 
continua 


Anaerococcus spp. 

A. hydrogenalis + - d - + 


A. lactolyticus - Dl + - + 

A. murdochii - - - + + 


B,a 

Tamanhovariavel; 

Branco- Peptostreptococcus 


tetrades, 

acinzentadas; hydrogenalis 


grumos e 

convexas; 


cadeias curtas 

odor 



desagradavel 

B,a 

Cadeias curtas ou 

Colonias rosadas a Peptostreptococcus 


grumos 

brancas lactolyticus 

B, A 

Cocos maiores, > 7 

Cinzentas com Especie nova 


pm 

centra mais 


branco; 

planas, 

convexas, 

circulares, 

opacas 

A. octavius d Dl - + f + B,a,c Aglomerados Branco- Peptostreptococcus 

amareladas, octavius 

brilhantes, 

elevadas; 

borda 

conti'nua 


A. prevotii - 

_+ 

+ 

+ 


B,a 

Tamanhovariavel; 

grumose 

tetrades 

Opacas; cinzentas, 

convexas 

Peptostreptococcus 

prevotii 

A. tetradius - 


+ 

+ f 

+ 

B,a 

Tamanhovariavel; 

grumose 

tetrades 

Opacas; cinzentas, 

convexas 

Peptostreptococcus 

tetradius 

A. vaginalis d 




+ 

B,a 

Tamanhovariavel; 

grumose 

tetrades 

Opacas; cinzentas, 

convexas 

Peptostreptococcus 

vaginalis 

Atopobium parvulum b - 

Dl 

Dl 

Dl 

+ 

Dl 

Cocos alongados; 

cadeias curtas 

Semelhantesaos 

lactobacilos 

emagar 

Streptococcus 

parvuium 


Staphylococcus spp. 

S.saccharolyticus Dl + + + + A Aglomerados e Pequenas e lisas; Peptostreptococcus 

tetrades nao saccharolyticus 

hemoliticas; 
brilhantes; 
opacas; 
coagulase- 
negativas 


5. aureus subesp. 

anaerobius 

Dl 

+ 

Dl 

+ 

+ 

Dl 

Aglomerados 

Colonias pequenas 

e brancas 

Nenhum 

Blautia spp/ 

B. producta 

— 

— 

— 


+ 

A 

Ovoides; em pares 

ou cadeias 

Cinzentas e 

brilhantes 

Peptostreptococcus 

productus 

B. wexlerae 


Dl 

+ 


+ 

A, S 

Cocobacilos 

Cinzentas; opacas, 

umbonadas; 

borda 

continua; 

Especie nova 


esculino- 

positiva 


Gallicola barnesae 

f 

Dl 


Dl 


A, B 

Isolados e em pares Dl 

Peptostreptococcus 

barnesae 

Murdochiella 

+ 

- 

- 

- 

- 

L, a, b, 

Pares e cadeias; < Branco- 

Especie nova 


asaccharolyticus s 0,6 pm acinzentadas; 

convexas; 

planas 

a P. anaerobius e inibido pelo SPS, que esta presente na maioria dos frascos de hemocultura. Essa e a unica especie inibida, 
de forma que isto pode ser usado como caracteristica diferencial. 

b Atopobium parvulum e urn coco; contudo, outros membros deste genera sao classificados como bacilos nao formadores de 
esporos e estao descritos nessas tabelas. 

c Blautia e urn genera de bacilos nao formadores de esporos, que tern mais parentesco com os clostridios do que com os 
cocos. B. wexlerae e B. producta apresentam-se na forma de cocos e estao incluidas aqui, mas outras especies podem ser 
consideradas como bacilos e nao cocos. 

+ = positiva; - = negativa; f = reagao fraca; IND = produgao de indol; NIT = redugao de nitrato; URE = urease; PYR = teste do 
pirrolidonil-arilamidase; FERM Glicose = fermentagao de glicose; CLG = cromatografia liquido-gasosa com caldo de PYG. 
Adaptada das referencias 178 e 446. 

O Boxe 16.14 descreve algumas abordagens uteis a identificagao de um anaerobio isolado no laboratorio cllnico 
de rotina. Tambem existem referencias sobre abordagens altemativas, especialmente para a identificagao presuntiva 
ou parcial nas situagoes em que isto for suficiente. 28 ’ 202 ’ 238 

Controle das doengas causadas por bacterias anaerobias 

Comentarios sobre sensibilidade antimicrobiana habitual/protocolos de tratamento para 
anaerobios 

O sucesso do controle das doengas causadas por bacterias anaerobias depende da selegao e do tratamento com os 
antibioticos apropriados, frequentemente em conjunto com a remogao das bacterias por drenagem de abscessos, 
eliminagao de corpos estranhos, desbridamento dos tecidos necroticos e outros procedimentos cirurgicos. Durante 
algum tempo, acreditou-se que a maioria dos anaerobios tinha padroes de sensibilidade antimicrobiana previsiveis e 
que a identificagao precisa das cepas era tudo que se precisava para prever a sensibilidade de determinada bacteria 
aos diversos antibioticos. Isso e uma simplificagao exagerada. Embora alguns antibioticos sejam eficazes contra 
quase todas as bacterias anaerobias (p. ex., carbapenemicos, piperacilina-tazobactam, ampicilina-sulbactam e 
metronidazol), existem varios outros antimicrobianos que poderiam ser usados no tratamento, cuja sensibilidade 
quase sempre e imprevisivel. A maioria dos membros do grupo de B. fragilis e resistente as penicilinas e 
cefalosporinas e ha resistencia crescente a clindamicina. Os genes que conferem resistencia a tetraciclina, 
clindamicina, cefoxitina, carbapenemicos, cloranfenicol e metronidazol foram detectados em alguns anaerobios e, 
em geral, sao transferiveis nos experimentos de conjugagao in vitro. 214 ' 2 '' O metronidazol ainda e altamente eficaz 
contra a maioria das bacterias gram-negativas anaerobias, inclusive para o grupo de B. fragilis testado nos EUA, 
mas a resistencia deste antimicrobiano tern surgido entre as cepas deste grupo em outros paises. 190,214,215 Um 
relatorio recente dos CDC confirmou o fato de que algumas cepas do grupo de B. fragilis, que apresentam 
resistencia ao metronidazol nos EUA, devam ser investigadas quanto a aquisigao da infecgao fora do pais. Os 
autores descreveram um caso de infecgao por um membro do grupo de B. fragilis multidrogarresistente (MDR) em 
um paciente, cujo abscesso intra-abdominal e infecgao sanguinea subsequente resultaram de cuidados de saude 
recebidos na India, antes que o paciente viajasse de volta aos EUA para fazer a investigagao diagnostica e o 
tratamento. 83 Entretanto, a resistencia ao metronidazol e intrinseca entre as especies de Actinomyces, 
Propionibacterium e Lactobacillus, em alguns cocos anaerobios e outros anaerobios gram-positivos. |y " Embora 
algumas fluoroquinolonas (especialmente moxifloxacino) inicialmente mostrassem atividade satisfatoria contra 
anaerobios, a resistencia a estes antibioticos desenvolveu-se rapidamente. 190,214 Em uma pesquisa realizada por 
Snydman el al. em 2010, 27% das cepas do B. fragilis e 66% dos isolados de B. vulgatus eram resistentes ao 
moxifloxacino, em comparagao com um estudo mais antigo, no qual mais de 86% dos anaerobios testados eram 



sensiveis a este antibiotico, indicando tambem a variabilidade da sensibilidade das cepas testadas. 190 As penicilinas 
e ureidopenicilinas, as cefalosporinas de segunda e terceira geragoes e a clindamicina podem ou nao ser eficazes 
contra algumas especies de bacilos gram-negativos e clostridios anaerobios encontrados comumente; a resistencia a 
estes antibioticos pode ser muito variada. 5,214 A resistencia aos carbapenemicos e muito rara entre os anaerobios; 
contudo, no Japao - onde o imipenem e muito prescrito - o indice de resistencia pode chegar a 3,2%. 215 

Em vista do tempo que demora para isolar e identificar os anaerobios, o medico assistente geralmente precisa 
comegar o tratamento antibiotico empiricamente, antes que os resultados dos testes de sensibilidade estejam 
disponiveis. Por essa razao, as tabelas de sensibilidade antimicrobiana e os protocolos terapeuticos publicados na 
literatura ou mantidos nos hospitais locais e a experiencia clinica do medico podem ser a base para a selegao inicial 
dos antibioticos. Recentemente, foram publicados artigos excelentes com mais informagoes acerca da selegao dos 
antibioticos para tratar essas infecgoes. 182 ' 214 ’ 215,232 ’ 302 A publicagao dos antibiogramas para anaerobios deve ser 
elaborada especificamente pelos laboratories clinicos, mesmo que incluam dados relativos a um periodo maior que 
1 ano, de forma a acumular dados suficientes para validar os resultados. O CLSI (Clinical Laboratory Standards 
Institute) publicou um documento para ajudar-nos a desenvolver esses antibiogramas e tern publicado estatisticas 
nacionais relativas a sensibilidade dos anaerobios. 100 Contudo, existem tantas variagoes dos padroes de sensibilidade 
dos anaerobios clinicamente significativos, que os testes de sensibilidade in vitro para cada cepa isolada devem ser 
realizados algumas vezes para ajudar os medicos a tratar infecgoes graves, principalmente as que requerem 
tratamento prolongado (p. ex., abscesso cerebral, endocardite, abscesso pulmonar, infecgoes articulares, 
osteomielite, infecgoes de proteses, enxertos vasculares, bacteriemia recidivante ou refrataria, ou infecgoes 
resistentes ao tratamento empirico inicial). Recentemente, um estudo das cepas isoladas de infecgoes do pe diabetico 
e outros processos infecciosos intra-abdominais ate demonstrou que nao havia diferengas apenas entre os 
microrganismos isolados, como tambem diferengas nos padroes de sensibilidade dos anaerobios semelhantes 
recuperados de infecgoes diversas; esta seria outra razao para realizar testes de sensibilidade com as cepas 
isoladas. 07 

Outra indicagao desses testes e quando nao ha um precedente clinico bem-defmido, no qual se possam basear as 
decisoes terapeuticas, porque a identiflcagao do microrganismo e inedita ou e isolada uma bacteria incomum de uma 
doenga geralmente atribuida a outro aerobio ou anaerobio. Alem disso, os microbiologistas clinicos com experiencia 
em anaerobios sao instados a investigar as atividades dos antimicrobianos experimentais e/ou recem-langados no 
mercado contra os anaerobios isolados em seu laboratorio hospitalar. Por fim, e preciso monitorar os padroes de 
sensibilidade dos anaerobios nos niveis local, regional, nacional e mundial. 


Tabela 16.28 Caracteristicas dos cocos gram-negativos anaerobios. 
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a As especies de Acidaminococcus podem usar aminoacidos como fonte principal de energia. 

6 Essas especies podem fermentar lactato. 

c Essas especies podem descarboxilar succinato. 

d V. montipellierensis e resistente ao disco de colistina. 

+ = positiva; - = negativa; f = reagao fraca; V = algumas cepas sao positivas e outras negativas; CAT = catalase; NIT = 
redugao de nitrato; FERM Glic = fermentagao de glicose; Prod. Gas = produgao de gas. S = sensivel; R = resistente. Discos 
com antibioticos: vancomicina = disco com 5 pg; canamicina = disco com 1.000 pg; colistina = disco com 10 pg. 

Adaptada da referenda 446. 


Boxe 16.14 


Estrategias para identificar bacterias anaerobias isoladas nos laboratories de rotina 

1. Os testes de aerotolerancia confirmam a presenga de um anaerobio isolado em cultura pura, ou que parece ser clinicamente relevante, 
justificando sua identificagao (ID) mais acurada. 

Considerar Colorado pelo Gram e analise da morfologia das colonias para agrupar o anaerobio. 

Observar os meios seletivos e/ou diferenciais quando for o caso (inclusive BBE e EYA) e realizar os testes com discos de antibioticos. 

Realizar os testes de um kit de ID dispom'vel no mercado e, se a Identificagao concordar com os resultados anteriores, considerar este resultado 
como Identificagao, especialmente se a cepa for uma especie bem-conhecida. 

Se houver CLG dispom'vel, esta tecnica pode ser considerada em combina^ao com as descritas antes. 




Se o kit de ID disponivel no mercado for usado e nao for compati'vel com a Colorado pelo Gram e/ou morfologia das colonias e/ou o 
microrganismo nao for uma especie comum, considerar a descrigao do genera (/. e., certeza ate este nfvel) ou referenciar para 
seguenciamento ou MALDI-TOF. Essa decisao tambem pode depender do pedido do medico. 

2. Os testes de aerotolerancia confirmam a present de urn anaerobio isolado em cultura pura, ou gue parece ser dinicamente relevante, 

justificando a ID mais acurada. 

Considerar Colorado pelo Gram e morfologia das colonias para agrupar o anaerobio. Observar os meios seletivos e/ou diferenciais, guando for o 
caso (p. ex., BBE e EYA) e realizar os testes com discos de antibioticos. 

OU 

Passar diretamente ao seguenciamento do acido nudeico ou a MALDI-TOF (se estiver disponivel), ou encaminhar a urn laboratory comercial de 
referenda para realizar este teste. 

Comparar a ID com a morfologia e relatar o resultado; se for o nome novo de urn genera e uma especie antiga, descrever o nome novo e colocar o 
antigo entre parenteses; se for urn genero/especie sem designagao antiga, incluir no relatorio gualguer informapio sobre este 
microrganismo, inclusive descrigao da morfologia ao Gram e/ou significado clinico potencial. 

Em gualguer urn dos contextos descritos antes, a investigate pode ser estratificada com base na esterilidade ou nao do local em gue a amostra 
foi coletada; na obtem;ao de uma cultura monomicrobiana ou polimicrobiana; e na relevancia ch'nica potencial do microrganismo em guestao para o 
medico. A identifica^ao completa deve ser considerada para as seguintes amostras: especimes de hemocultura, amostras de LCR (embora sejam 
raras); e especimes de endocardite e osteomielite. 


Entre os microrganismos para os quais os testes de sensibilidade devem ser considerados, seja em razao de sua 
virulencia ou porque comumente sao resistentes a determinados antibioticos, estao os seguintes: grupo de 
Bacteroides fragilis, especies pigmentadas do grupo de Prevotella-Porphyromonas, outras especies de Prevotella, 
Fusobacterium mortiferum, F. varium e F. necrophorum, Bilophila, Sutterella e algumas especies de Clostridium. As 
informagoes sobre quais antibioticos devem ser testados com determinados anaerobios ou grupo de anaerobios 
podem ser encontradas no documento do CLSI e nos livros de texto, que fomecem informagoes sobre opgoes 
terapeuticas para varias infeegoes anaerobias/ 2,100,182 

Metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana dos anaerobios 

Hoje em dia, o CLSI recomenda o metodo de diluigao em agar para os testes de sensibilidade antimicrobiana (TSA) 
para a maioria dos anaerobios encontrados rotineiramente nos laboratories clinicos. Contudo, no caso do grupo de 
B. fragilis, eles tambem oferecem um metodo de diluigao em caldo como altemativa. No documento mais recente 
(CLSI M11-A8, 2012), os autores tambem incluiram um metodo para testar betalactamases dos anaerobios 
isolados. 100 Nesse documento, o TSA e recomendado em situagoes especificas; no minimo, os laboratorios devem 
considerar a realizagao destes testes (ou enviar as cepas isoladas para laboratorios de referencia) para 
microrganismos isolados de areas estereis, especialmente ICS e infeegoes causadas por anaerobios incomuns, cuja 
sensibilidade antimicrobiana e desconhecida. Rotineiramente, deve-se realizar alguns estudos de monitoramento da 
sensibilidade para rastrear o desenvolvimento de padroes novos de resistencia. 

O meio recomendado para o teste de diluigao em agar e o agar Brucella suplementado com 5 pg de hemina e 1 
gg de vitamina K, por m£ e sangue lisado de cameiro a 5% (v/v). As diluigoes apropriadas dos antibioticos e do 
sangue lisado de carneiro sao acrescentadas depois da preparagao do agar. As placas com o meio de cultura podem 
ser armazenadas por ate 72 horas entre 2° e 8°C. A inoculagao das placas e realizada utilizando um dispositivo de 
replicagao, que inocule de 1 a 2 pt da amostra (p. ex., replicador de Steers). Esse ponto de inoculo foi preparado 
para obter cerca de 10 5 UFC de B. fragilis e B. thetaiotaomicron, mas pode haver alguma variagao nas contagens de 
colonias de outros microrganismos. Depois de aproximadamente 10 minutos para permitir a absorgao do inoculo, as 
placas sao invertidas e incubadas em uma jarra ou camara de anaerobiose entre 35° e 37°C por 42 a 48 horas. O 
documento do CLSI inclui imagens das preparagoes finais e suas interpretagoes para ajudar na leitura das placas e 
determinar mais precisamente a CIM de cada cepa isolada. O uso dessas imagens no laboratorio e especialmente util 
quando se comega a realizar TSA para anaerobios no laboratorio, ou para treinar membros novos da equipe. Com a 
diluigao em agar, ao menos 30 cepas isoladas podem ser testadas de cada vez e isto toma este metodo excelente para 
a realizagao de estudos de vigilancia epidemiologica. No caso da microdiluigao em caldo para o grupo de B. fragilis, 
o meio recomendado para isso e o caldo de Brucella suplementado com 5 pg/mf de hemina, 1 gg/mt de vitamina 
K, e sangue de cavalo lisado (5%). Os apendices do documento publicado pelo CLSI descrevem os metodos para 



realizar TSA por microdiluigao em agar e caldo. " I " O metodo da fita de teste por gradiente (Etest®, bioMerieux 
Vitek) tambem pode ser usado no TSA e talvez seja mais facil para o usuario. Os procedimentos necessarios a 
realizagao desse teste nao constam do documento do CLSI, mas podem ser encontrados no manual do fabricante ou 
na literatura. O procedimento do Etest® e o metodo de microdiluigao em caldo sao formas praticas de testar cepas 
isoladas com um numero pequeno de antimicrobianos; estes e outros metodos - inclusive as tecnicas de gradiente 
em espiral - estao revisados detalhadamente em outros artigos. 61,263,266 As tecnicas de eluigao em disco e difiisao de 
disco em agar eram utilizadas no passado, mas nao devem ser usadas nos testes rotineiros para anaerobios, apesar de 
sua convenience. Com excegao das especies de Bacteroides, a maioria dos outros anaerobios cresce muito 
lentamente e, portanto, o metodo de difiisao em disco nao e aplicavel. As tabelas de interpretagao de Bauer-Kirby 
nao foram elaboradas para anaerobios e nao existem tabelas interpretativas baseadas em meios e metodos 
padronizados para testar anaerobios por difiisao em disco; alem disto, ha pouca correlagao entre as medidas do 
diametro da zona de inibigao e os resultados dos testes de diluigao por concentragao inibitoria minima. 2 ’ 2 

Em 2008, um estudo realizado para saber se os laboratorios de rotina realizavam testes de sensibilidade aos 
antibioticos para anaerobios demonstrou que estes testes eram realizados no laboratorio por 21% dos laboratorios 
hospitalares e enviados aos laboratorios de referencia por outros 20%. Os testes de sensibilidade eram realizados 
inicialmente com todas as cepas isoladas de hemocultura nos laboratorios hospitalares (21% no total) e nos 
laboratorios de referencia, mas eram efetuados para apenas 17% das amostras obtidas de areas estereis e 14% das 
cepas isoladas de feridas. O Etest® era realizado mais comumente antes do teste de microdiluigao em caldo. 191 Se o 
leitor quiser mais detalhes sobre os procedimentos recomendados, deve consultar o documento mais recente do 
CLSI. 100 

Resultados dos testes de sensibilidade por grupos de anaerobios 

Sensibilidade dos bacilos gram-negativos. Os membros do grupo de B. fragilis produzem betalactamases e, 
por esta razao, sao resistentes as penicilinas (ampicilina, amoxicilina) e a maioria das cefalosporinas, mas 
geralmente sao sensiveis a ampicilina-sulbactam e a piperacilina-tazobactam. Esses microrganismos sempre sao 
sensiveis ao metronidazol e aos carbapenemicos (ao menos nos EUA), mas sao progressivamente mais resistentes a 
clindamicina. No numero mais recente do National Survey for the Susceptibility do grupo Bacteroides fragilis 
(2005-2007), que acompanha o desenvolvimento de resistencia entre este grupo de anaerobios, os carbapenemicos e 
a piperacilina-tazobactam foram novamente considerados os antimicrobianos mais ativos contra anaerobios, mas 
houve alguma resistencia entre determinados membros deste grupo a outros antibioticos: 21% das cepas de P 
distasonis eram resistentes a ampicilina-sulbactam e eram as especies mais resistentes em geral entre as mais de 
5.000 cepas isoladas neste estudo; B. uniformis e B. eggerthii eram resistentes a tigeciclina em aproximadamente 
7% dos casos; e 50% das cepas de B. vulgatus eram resistentes ao moxifloxacino. Em termos gerais, a resistencia 
das especies de Bacteroides a clindamicina era alta (mais de 40%). Nesse estudo, algumas cepas das especies de 
Bacteroides eram resistentes ao metronidazol. 444 Os autores sugeriram que o aumento da resistencia observada entre 
alguns membros que nao fazem parte do grupo de B. fragilis favorega especificamente a identificagao no nivel das 
especies das cepas do grupo de B. fragilis, que nem sempre e oportuna ou possivel sem a utilizagao dos recursos 
mais modemos de identificagao no laboratorio de rotina. As tentativas de realizar essa diferenciagao devem ser 
consideradas no minimo para as cepas isoladas do sangue e de outras areas estereis. Em um estudo da sensibilidade 
in vitro dos anaerobios em oito hospitais da Belgica, os autores nao observaram muitas alteragoes entre 2011 e 2012, 
em comparagao com outra pesquisa realizada em 2004. Contudo, as especies de Prevotella e de outros bacilos gram- 
negativos anaerobios mostravam sensibilidade decrescente a clindamicina - 61% eram sensiveis entre 2011 e 2012, 
em comparagao com 82% em 2004. 528 Alem disso, as especies de Fusobacterium apresentaram redugao da 
sensibilidade ao moxifloxacino entre 2011-2012: 71% eram sensiveis, em comparagao com 90% em 2004. Os 
dados obtidos de uma pesquisa realizada em Taiwan mostraram que as porcentagens das cepas sensiveis das 
especies de Bacteroides, Prevotella e/ou Fusobacterium a alguns antibioticos, inclusive clindamicina e ampicilina- 
sulbactam, diminuiram entre 2000 e 2007. Alem disso, surgiram algumas cepas resistentes aos carbapenemicos em 
todos os tres grupos citados. 263 Outro estudo demonstrou que as especies de Prevotella eram resistentes ao 
metronidazol e isto certamente precisa ser monitorado futuramente, junto com a tendencia global a resistencia. ’" Os 
dados relativos a sensibilidade ao metronidazol de cerca de 1.100 anaerobios analisados em 2001 nos EUA 
demonstraram que Bacteroides fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus e especies de 


Fusobacterium e de Clostridium estavam entre os grupos que atendiam aos criterios da FDA de sensibilidade > 90% 
(CIM < 8 pg/mE). As especies de Eubacterium e os cocos gram-negativos eram os unicos isolados que nao atendiam 
a esses criterios de sensibilidade. 147 

B. ureolyticus e regularmente sensivel a diversas penicilinas, cefalosporinas e outros antibioticos testados (p. ex., 
clindamicina, cloranfenicol, metronidazol e ate aminoglicosidios), enquanto as cepas relacionadas de C. gracilis 
eram comumente resistentes a penicilinas, cefalosporinas e clindamicina. 234 

Sensibilidade dos bacilos gram-positivos anaerobios NFE. Os bacilos gram-positivos NFE sao tao 

diversificados, que nao se pode descrever um padrao unico de sensibilidade; em geral, as cepas isoladas sao 
sensiveis as penicilinas (com ou sem combinagoes com inibidores de betalactamases), ao metronidazol e aos 
carbapenemicos, mas sao resistentes aos aminoglicosidios e a colistina. Contudo, conforme foi mencionado antes, as 
especies de Actinomyces, Propionibacterium e Atopobium e outras cepas mais aerotolerantes de bacilos NFE sao 
resistentes ao metronidazol. Essas especies e muitas outras sao sensiveis a vancomicina e aos outros glicopeptidios, 
mas tambem existem excegoes notaveis; por exemplo, Lactobacillus spp. geralmente sao resistentes a 
vancomicina. 444 

Sensibilidade de Clostridium spp., inclusive C. difficile. Clostridium spp. sao geralmente sensiveis as 
penicilinas e cefalosporinas, ao metronidazol e aos carbapenemicos e outros antibioticos. Entretanto, isso varia entre 
as especies. Em um estudo da sensibilidade das especies de Clostridium entre 2011 e 2012 em oito hospitais da 
Belgica, nao foram observadas muitas alteragoes, exceto que a sensibilidade ao moxifloxacino diminuiu de 88 para 
66%. 528 A sensibilidade de C. perfringens a clindamicina ainda e alta, mas algumas outras especies de Clostridium - 
inclusive C. difficile - podem ser resistentes. C. difficile e tratado comumente com vancomicina ou metronidazol. 
Existem ainda controversias sobre qual farmaco e melhor, embora existam estudos demonstrando eficacia 
equivalente. Contudo, ha evidencias de que a vancomicina seja mais eficaz que o metronidazol nos casos de doenga 
grave. 533 A sensibilidade in vitro nao e normalmente avaliada, porque todas as cepas sao previsivelmente sensiveis a 
esses antibioticos e tambem a algumas penicilinas, cefalosporinas e carbapenemicos. No antibiograma para bacterias 
anaerobias apresentado no Apendice do documento do CLSI, as cepas de C. difficile eram 100% sensiveis ao 
metronidazol, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam e cefoxitina. Apenas 5% eram sensiveis a 
clindamicina, enquanto 78% eram sensiveis ao moxifloxacino. Todos eram resistentes a penicilina. As CIM de 
ertapenem eram muito baixas, mas as cepas eram resistentes ao imipenem e ao meropenem. 100 

Um estudo realizado na Irlanda demonstrou um surto de cepas de C. difficile positivas para toxina B e negativas 
para toxina A, que eram resistentes as fluoroquinolonas, a clindamicina e a claritromicina. As cepas positivas para 
toxinas A e B - que nao estavam envolvidas nesse surto - tinham CIM muito menores para as fluoroquinolonas e 
eram sensiveis aos macrolidios e a clindamicina. 1,4 E dificil saber ate que ponto esse padrao de sensibilidade e 
generalizado, porque a maioria dos laboratories nao isola C. difficile, nem realiza testes de sensibilidade. 

Cerca de 22 a 26% dos pacientes com doenga causada pelo C. difficile tern ao menos uma recidiva atribuivel a 
recorrencia da mesma cepa, ou a reinfeegao por outra cepa. 35,75 Nos casos de doenga recidivante, outras abordagens 
que nao incluam antibioticos ou em substituigao a vancomicina e ao metronidazol foram testadas. Isso incluiu o uso 
de probioticos, implantes fecais, resinas de permuta ionica para absorver toxinas, imunoterapia com 
imunoglobulinas intravenosas, uso da levedura Saccharomyces bourlardii e vancomicina em doses pulsadas ou 
reduzidas progressivamente. Observa-se sucesso variado em todas estas medidas complementares. ’ 5 ' 8144 Em um 
estudo duplo-cego controlado, a fidaxomicina - um farmaco aprovado recentemente para tratar infeegoes causadas 
por C. difficile - foi considerada comparavel e tao segura quanto a vancomicina. 1,1 ' Nos pacientes em tratamento 
para outras infeegoes alem de C. difficile, a fidaxomicina foi considerada mais eficaz que a vancomicina na 
obtengao da cura clinica, sugerindo que a agao deste ultimo antibiotico contra C. difficile toxigenico possa diminuir 
quando se utiliza outro antibiotico ao mesmo tempo. A fidaxomicina nao mostra qualquer atividade in vitro contra 
aerobios ou anaerobios gram-negativos, ou leveduras. 154 Existe alguma evidencia de que fidaxomicina ou 
vancomicina nao sejam eficazes nos pacientes infectados pela cepa hipervirulenta NAP1 de C. difficile, em 
comparagao com as infeegoes causadas por outras cepas. 375 

Sensibilidade dos cocos anaerobios. A sensibilidade in vitro dos cocos anaerobios aos antimicrobianos foi 
descrita em alguns artigos de revisao publicados no passado. 348,351 De acordo com as diretrizes recentes, os 


antibioticos preferidos para o tratamento empirico dos pacientes infectados por cocos anaerobios sao penicilinas (p. 
ex., penicilina G, ampicilina ou amoxicilina) ou clindamicina. 2,182 Embora nao sejam isolados comumente como 
agentes patogenicos, varias cepas do P. anaerobius tem resistencia demonstrada a penicilina G. O metronidazol e 
eficaz contra mais de 90% dos cocos anaerobios obrigatorios, mas nao e ativa contra a maioria das cepas dos 
estreptococos microaerofilos (p. ex., Streptococcus intermedins).' 2 Outros antibioticos eficazes in vitro contra a 
maioria dos cocos anaerobios sao cloranfenicol, imipenem, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam e 
cefoxitina, mas eles sao resistentes a cefoperazona, cefotaxima e cefotetana. 5,348 Entre os antimicrobianos que se 
mostraram promissores contra os cocos gram-positivos anaerobios estao moxifloxacino, quinupristina-dalfopristina 
e linezolida. 182,320,446 Um estudo realizado na Holanda sobre sensibilidade de 115 cocos gram-positivos anaerobios 
demonstrou certa variabilidade das CIM entre os diversos generos testados. Todos eram resistentes a doxiciclina. 
Dentre os tres microrganismos testados mais comumente, F. magna teve os valores mais altos de CIM 90 para 
penicilina G, amoxicilina-acido clavulanico, clindamicina, tigeciclina, levofloxacino e moxifloxacino. P micra teve 
as CIM 90 mais baixas para levofloxacino, metronidazol, doxiciclina e amoxicilina-acido clavulanico. P. hard teve as 
CIM 50 mais altas para levofloxacino e doxiciclina e as CIM 90 mais baixas para cefoxitina, ertapenem, meropenem e 
cloranfenicol. Essa cepa pode ser confundida facilmente com P. asaccharolyticus e os autores tambem enfatizam 
este dado no artigo. Havia uma cepa de P. micra resistente ao metronidazol. 486 Um estudo europeu, baseado em 
dados fomecidos por 10 paises quanto a sensibilidade de 299 cocos gram-positivos anaerobios (predominantemente 
F. magna e P. micra), demonstrou sensibilidade geral ao imipenem, a vancomicina, ao metronidazol e a linezolida. 
Havia pouca resistencia (7%) as penicilinas e a clindamicina, principalmente entre as cepas de F. magna isoladas do 
sangue, de abscessos e de infecgoes dos tecidos moles. 53 Veillonella spp. sao resistentes a vancomicina e algumas 
quinolonas. O estudo americano sobre metronidazol mencionado antes nao mostrou resistencia de alguns cocos 
anaerobios a este antibiotico. 14 ' 

Comentarios sobre os testes de sensibilidade para anaerobios 

No fiituro, com o uso crescente do sequenciamento e do metodo de MALDI-TOF para identificar anaerobios e a 
publicagao subsequente dos seus perfis de sensibilidade antimicrobiana, podemos esperar muito mais informagoes 
quanto a sensibilidade dos microrganismos recem-nomeados aos antibioticos. Alem disso, a medida que sejam 
desenvolvidos mais metodos moleculares para detectar marcadores especificos de resistencia, estes poderao ser 
usados isoladamente ou em combinagao com os testes de sensibilidade mais convencionais. Esses metodos foram 
usados em um estudo sobre resistencia das cepas de B. fragilis aos carbapenemicos na Espanha e demonstraram 
concordancia com o TSA. Os autores concluiram que o TSA deveria ser realizado ao menos periodicamente para 
detectar o surgimento de resistencia. 481 No Apendice D do documento publicado em 2012 pelo CLSI quanto ao 
grupo de B. fragilis e no Apendice E quanto aos outros anaerobios, ha um exemplo de antibiograma para 
anaerobios, que pode entao ser desenvolvido para o uso por medicos e laboratories, de forma a orientar o tratamento 
empirico e monitorar os padroes de resistencia."" 1 A Tabela 16.29 descreve um resumo dos padroes de sensibilidade 
gerais de alguns anaerobios, com base nesses dados e tambem nos artigos citados na tabela com referenda as cepas 
especificas. 

Resumo 

Primeiramente, grande parte do credito por este capitulo e conferido (quando aplicavel) ao Dr. Stephen Allen, que 
faleceu em 2013 e deixou um grande vazio na area da bacteriologia dos anaerobios. Grande parte do que ele 
escreveu nas edigoes anteriores deste livro fazia parte do seu trabalho pioneiro ao longo dos anos em que passou na 
University of Indiana. As Pranchas distribuidas por todo o capitulo e as figuras eram predominantemente suas e de 
seus colaboradores, inclusive Jean Siders e Linda Marler; todas elas sao atribuidas as suas contribuigoes para esse 
amplo campo da bacteriologia. Espero apenas que o Dr. Allen nao se sinta insatisfeito com os resultados desta 7- 
edigao. Dr. Allen, voce fara muita falta. 

A contribuigao das bacterias anaerobias a preservagao da saude e do bem-estar dos seres humanos, bem como 
seu papel em diversas sindromes infecciosas, continuam a ser bem reconhecidos em microbiologia clinica. Sua 
taxonomia pode ser complexa e confusa e isto foi apenas ressaltado pelos metodos mais modemos de analise 
genetica e identificagao. Em alguns casos, existem discrepancias entre esses metodos e as abordagens morfologicas 
e fenotipicas mais tradicionais para identificar e classificar esses microrganismos. As vezes, pode parecer 


impossivel manter-se atualizado com as alteragoes da taxonomia. Vivemos uma epoca na qual o novo e o antigo 
conflitam e misturam-se, dependendo de nossa perspectiva, mas e importante que todos nos tentemos compreender 
as diferengas entre os metodos antigos e novos, de forma a desenvolver uma abordagem racional a sua incorporagao 
em nossos laboratories de rotina. Neste capltulo, os autores procuraram fomecer informagoes disponlveis nas 
edigoes anteriores aqueles que desejam continuar a realizar identificagoes presuntivas dos anaerobios utilizando 
testes de mancha, perfis bioqulmicos e ate mesmo CLG, que podem ser muito convenientes em situagoes rotineiras. 
Contudo, tambem tentamos delinear as areas na quais a identificagao completa pode ser necessaria e enfatizar que o 
uso do sequenciamento e/ou das tecnicas de MALDI-TOF pode ser necessario. A compreensao dos princlpios e dos 
resultados das tecnicas mais novas e tao essencial a bacteriologia dos anaerobios quanto se tomou na identificagao 
dos aerobios, fungos e micobacterias. 

Este capitulo ampliou a quantidade de informagoes sobre doengas especificas (p. ex., sindrome de Lemierre), 
diarreia associada a C. difficile e vaginose bacteriana, alem de fomecer alguns dados sobre a associagao entre 
microrganismos recem-nomeados e as infeegoes com as quais estao associados. Os autores descrevem uma 
combinagao de references antigas e novas ao longo de todo o capitulo porque, em alguns casos, pode nao existir 
alguma coisa nova, mas os trabalhos classicos mais antigos precisam ser compartilhados e lembrados. Por fim, os 
autores tentaram atualizar as informagoes sobre desenvolvimento de resistencia dos anaerobios aos antibioticos e 
sua deteegao e monitoramento. Nem tudo o que e novo na area da microbiologia dos anaerobios poderia ser 
incluido, mas para aqueles que como nos sao “viciados” em anaerobios ha muitos anos, os autores esperam que este 
capitulo ajude a manter vivo este entusiasmo. 


Tabela 16.29 Percentual de sensibilidade de alguns anaerobios. 


Microrganismo 

Amp/Sulb 

Pip/Tazo 

Cefox 

Carb 

Pen 

Clinda 

Moxi 

Metro 

Grupo de B. fmgilis 

86 

95 

65 

>96 

0 

Cerca de 50 

Cerca de 50 

100 

B. fmgilis 

89 

98 

85 

>96 

0 

>60 

Cerca de 50 

100 

Fusobacterium“ 

100 

100 

100 

100 

40 

100 

95 

100 

Prevotella 

98 

99 

99 

100 

40 

66 

59 

100 

Cocos gram-positivos 

98 

100 

100 

100 

96 

78 

82 

98 

Veillonella 

100 

61 

100 

100 

57 

89 

79 

86 

P. acnes b 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

3 

C. perfringens 

100 

100 

100 

100 

100 

96 

99 

100 

C. difficile 

100 

100 

100 

Y 

0 

5 

78 

100 

C. bifermentans MCM; 

Stevens 

100 

100 


100 

100 

100 


100 

C. clostridioforme MCM; 

Stevens 

75 




67 

90 


100 

C. ramosum 

100 

100 


100 

100 

82 


98 

C. septicum 






100 


100 

S. sordellii 

100 




100 

94 


95 

C. tertium 

100 




100 

100 


100 


a F. nucleatum e F. necrophorum. 

fc As cepas isoladas de P. acnes sao sensiveis a vancomicina. 



C C. difficile e resistente ao imipenem e ao meropenem, mas as CIM sao muito baixas, em comparagao ao ertapenem. Os 

dados relativos a todos os antibioticos referem-se as fontes intestinais, mas nao significam que sejam eficazes; todas as CIM 

da vancomicina sao baixas e indicam sensibilidade. 

Modificada com base nas referencias 100, 463 e 464. Os dados referem-se as porcentagens de sensibilidade. 

Amp/Sulb = ampicilina-sulbactam; Pip/Tazo = piperacilina-tazobactam; Cefox = cefoxitina; Carb = carbapenemicos; Pen = 

penicilina (ou ampicilina); Clinda = clindamicina; Moxi = moxifloxacino; Metro = metronidazol. 
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CAPITULO I I 

Testes de Sensibilidade Antimicrobiana 


Evolucao e disseminacao da resistencia aos antibioticos 
Mecanismos de a$ao das classes principals de antibioticos 
Bases geneticas da resistencia as classes principals de antibioticos 

Mecanismos da resistencia bacteriana aos antibioticos 

Impediment do acesso ao alvo 

Inativa gao do antibiotico por destrupo ou modifica^ao 

Modifica^ao do local alvo 

Vias alternativas ( bypass ) como mecanismo de resistencia 

Mecanismo da resistencia bacteriana a varios antibioticos 
Orienta^ao laboratorial de testes de sensibilidade a antimicrobianos 

Metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 

Padroniza^ao dos metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 

Procedimentos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 

Metodos dos testes de sensibilidade por difusao 
Teste de sensibilidade antimicrobiana por dilui^ao 
Sistemas automatizados 
Escolha do teste 

Detec^ao dos tipos especificos de resistencia antimicrobiana 

Testes para betalactamases 

Deteccao da resistencia das bacterias gram-positivas 

Estafilococos 

Enterococos 

Resistencia aos betalactamicos 

Ni'veis altos de resistencia aos aminoglicosidios 

Sensibilidade reduzida a vancomicina 

Resistencia de enterococos aos agentes antimicrobianos mais novos 

Estreptococos 

Streptococcus pneumoniae 

Outros estreptococos do grupo viridans 

Estreptococos beta hemoh'ticos 

Bacterias gram-positivas exigentes 



Deteccao de resistencia das bacterias gram-negativas 

Haemophilus influenzae e Haemophilus parainfluenzae 
Bacterias gram-negativas exigentes 
Enterobacteriaceae 

Bacterias gram-negativas nao fermentadoras 

P. aeruginosa (e outras pseudomonas) 

Acinetobacter baumannii 

Testes de sensibilidade das cepas isoladas da fibrose cistica 

Agentes bacterianos usados em bioterrorismo 

Notificagao da sensibilidade antimicrobiana 

Formatagao dos laudos de sensibilidade antimicrobiana 
Notifica gao dos antibioticos clinicamente relevantes 
Notificagao seletiva dos antibioticos 

Publicagao do antibiograma cumulativo 

Uso racional dos antibioticos 

Perspectivas futuras 


Evolucao e disseminacao da resistencia aos antibioticos 

Antibiotico e um composto derivado da natureza ou sintetizado quimicamente, que atua nas bacterias inibindo suas 
fun goes bioquimicas normais (/. e., sintese da parede celular, sintese de proteinas, replicagao/transcrigao do DNA, 
ou respiragao celular). Por sua vez, as bacterias desenvolveram varios mecanismos para aumentar sua resistencia a 
agao dos antibioticos prescritos comumente e alguns tipos de resistencia espalbaram-se por todo o planeta, a tal 
ponto que a eficacia de muitos farmacos e ate mesmo de algumas classes farmacologicas tern sido rapidamente 
reduzida. O desenvolvimento rapido de alguns tipos de resistencia aos antibioticos e uma das ameagas principais a 
medicina modema e a saude publica da atualidade. ' 4U Sem uma aceleragao do desenvolvimento de antimicrobianos 
novos eficazes contra alguns tipos de microrganismos resistentes aos antibioticos (MRA), o avango da medicina 
modema sera retardado em razao do risco de um desfecho clinico adverso atribuido as infecgoes causadas por estes 
microrganismos. 66 ’ 101 ' 257 ’ 562 ’ 614 

E extraordinario que tenhamos saido de um dos maiores avangos da medicina no seculo XX - a descoberta da 
penicilina - para essa situagao mundial atual estabelecida ao longo de varias decadas. Em 1928, Alexander Fleming 
observou que uma cepa do Penicillium notatum produzia uma substancia bacteriolitica difusivel capaz de destruir 
bacterias (Figura 17.1). 196 A descoberta da penicilina e sua fabricagao com pureza suficiente para ser usada como 
farmaco humano prenunciou o advento da era modema dos antibioticos. A produgao de penicilina era limitada e 
extremamente dispendiosa durante a Segunda Guerra Mundial, mas outros antibioticos foram descobertos e os perfis 
antimicrobianos de varios microrganismos foram estabelecidos. A estreptomicina foi descoberta em 1943 em razao 
do interesse de Waksman pelos microrganismos do solo 645 e a gramicidina e a tirocidina foram descobertas pouco 
depois. A clortetraciclina (aureomicina) tambem foi descoberta por Duggar nos Laboratorios Lederle (Pearl River, 
NY) em 1944. Desde essa epoca, a industria farmaceutica desenvolveu grande quantidade de farmacos 
antimicrobianos (Tabela 17.1), mas infelizmente a capacidade e a exequibilidade de produzir compostos novos nao 
tem acompanhado o ritmo de desenvolvimento de alguns tipos de resistencia aos antibioticos. 257 ’ 614 

Apesar do otimismo inicial de que os antimicrobianos pudessem erradicar as infecgoes bacterianas, nao demorou 
muito para que surgissem cepas de bacterias resistentes depois da introdugao e da prescrigao clinica dos antibioticos 
novos. O desenvolvimento rapido dos diversos tipos de resistencia aos antibioticos tem sido facilitado pela 
prescrigao inadequada e pelo uso excessivo destes farmacos “salva-vidas”, tanto em medicina humana quanto 
veterinaria, bem como na criagao animal. Recentemente, varios orgaos de saude publica e gmpos medicos 



publicaram diretrizes quanto a prescrigao sensata dos antibioticos, em vista do reconhecimento recente de que os 
recursos quimioterapicos devem ser administrados com sabedoria para controlar o desenvolvimento e a 
disseminagao da resistencia aos antibioticos. 155 ’ 340,365,521 ’ 522 ’ 614 



contaminant© 


Colonias de estafilococos saudaveis 


■ FIGURA 17.1 Descoberta de Fleming da agao do antibiotico penicilina produzido pelo fungo Penicillium. Os estafilococos 
que cresciam ao redor do fungo, que havia contaminado a cultura, estavam sendo destruidos pelo antibiotico. As colonias de 
estafilococos que proliferavam a distancia do fungo nao eram afetadas. 

Desse modo, os testes de sensibilidade antimicrobiana para os patogenos detectados na pratica clinica passaram 
a ser uma necessidade medica, de forma a permitir a prescrigao do tratamento eficaz. Entretanto, e importante 
enfatizar que os testes de sensibilidade aos antimicrobianos tern como fiingao precipua orientar o medico, nao 
garantir que determinada combinagao de antibioticos sera terapeuticamente eficaz. Os laboratories de microbiologia 
clinica podem ser muito valiosos aos medicos. No caso das especies Klebsiella , por exemplo, eles podem avaliar as 
interagoes in vitro entre um microbio isolado e os antimicrobianos que seriam apropriados ao tratamento de uma 
infecgao in vivo. Os dados fomecidos pelo laboratorio tambem ajudam o medico a decidir se a dose selecionada de 
um antibiotico e adequada para produzir niveis eficazes no foco infeccioso. Este capitulo descreve os procedimentos 
realizados nos testes de sensibilidade antimicrobiana rotineiros para bacterias aerobias e anaerobias facultativas. Os 
testes antimicrobianos para bacterias anaerobias, micobacterias e fiingos estao descritos nos Capitulos 16, 19 e 21, 
respectivamente. 


Mecanismos de agao das classes principals de antibioticos 

Os antibioticos tem como fiingao inibir ou bloquear algum processo celular essencial e, deste modo, controlar a 
proliferagao das bacterias (7. e., agao bacteriostatica) ou destruilas defmitivamente (7. e., agao bactericida). A Figura 
17.2 compara os efeitos de dois antibioticos - um bacteriostatico e outro bactericida - em uma cultura de bacterias 
com crescimento logaritmico. A maioria das classes principais de antibioticos usados em medicina humana e 
derivada de produtos naturais, mas tres classes sao sinteticas, inclusive sulfas, fluoroquinolonas e, mais 
recentemente, oxazolidinona. O desenvolvimento de antibioticos novos que possam ser disponibilizados e um 
processo arduo e dispendioso. Diversas etapas devem ser seguidas de forma a desenvolver antibioticos novos. 257,614 
Primeiramente, testa-se um conjunto de cepas bacterianas patogenicas, inclusive as que desenvolveram resistencia 
clinicamente importante, utilizando o composto novo para determinar seu espectro de atividade e sua potencia. Em 



seguida, esse composto e testado em animais com infecgao invasiva induzida para determinar a eficacia do farmaco. 
Por fim, o composto novo pode entao ser usado nas experiencias clmicas de primeira fase e sao comparados com a 
eficacia dos antibioticos disponiveis para tratar infecqoes causadas por bacterias sensiveis e resistentes. Durante os 
testes com animais e antes que os farmacos sejam utilizados nos seres humanos, tambem sao defmidos os efeitos 
toxicos potenciais de cada composto. 

Tabela 17.1 Classes principals de antimicrobianos e suas atividades antibacterianas. 


Classe 

Subclasses 

principals 

Farmacos induidos 

Mecanismo de a^ao 

Espectro de atividade 

Penicilinas 

Penicilina 

Penicilina G, penicilina V, 

penicilina procaina, 

penicilina benzatina 

Inibem a sintese da parede 

celular ligando-se asPBP 

da parede celular. Inibem a 

formaqio de ligates 

cruzadas 

Bacterias aerobias gram-positivas, 

inclusive estreptococos e 

enterococos. Hoje em dia, a 

maioria dos estafilococos e 

resistente. Anaerobios sensiveis 

( Clostridium, Peptoniphilus, 

Finegoldia, Peptostreptococcus, 

Fusobacterium, Pasteurella), 

Treponema pallidum (sifilis) e 

Borrelia (doenga de Lyme) 


Aminopenicilinas 

Amoxicilina, ampicilina 

Igualaoda penicilina 

Igual ao da penicilina, mas o espectro 

gram-negativo tambem indui H. 

influenzae beta lactamase 

negativo, alguns generos de 

Enterobacteriaceae ( Proteus 

mirabilis, E. coli, Salmonella, 

Shigella), mas a sensibilidade 

deve ser confirmada antes do uso 


Ureidopenicilinas 

Azlocilina, mezlocilina, 

piperacilina 

Igualaoda penicilina 

Atividade mais ampla contra gram- 

negativos, inclusive a maioria das 

Enterobacteriaceae. A 

piperacilina e eficaz contra P. 

aeruginosa 


Carboxipenicilinas 

Carbenicilina, ticarcilina 

Igualaoda penicilina 

Atividade mais ampla contra gram- 

negativos, mas raramente sao 

usadas. A ticarcilina e eficaz 

contra enterococos 


Penicilinas 

resistentes as 

penicilinases 

Cloxacilina, didoxacilina, 

meticilina, nafcilina, 

oxacilina 

Igualaoda penicilina 

Usadas para tratar infecgoes graves 

causadas por 5. oi/rei/ssensivel a 

meticilina. Nenhuma atividade 

contra enterococos e bacterias 

gram-negativas ou anaerobias 

Combina<;6es de 


Amoxicilina-acido davulanico 

Recuperam a atividade do 

0 acrescimo de urn inibidor de 

betalactamico e 


Ampicilina-sulbactam 

betalactamico primario por 

betalactamase amplia o espectro 



inibidor de 
betalactamase 


Cefalosporinas 

(cefemicos) 


Ceftarolina-avibactam 
Ceftazidima-avibactam 
Piperacilina-tazobactam 
Ticarcilinaacido davulanico 


inibiijaoda atividadeda 
betalactamase por ligagao 
do inibidor ao local ativo 
da enzima 


do antibiotico primario. A 
ticarcilina-acido davulanico e 
eficaz contra algumas cepas da 5. 
maltophilia. A amoxicilina acido- 
davulanico tem atividade ampla 
contra aerobios e anaerobios 
orais, que causam infecgoes de 
feridas de mordida. A ampicilina- 
sulbactam e eficaz contra 
especies deAcinetobacter 
resistentes a varios antibioticos. 

A piperacilina-tazobactam tem 
espectro ampliado contra 
bacterias gram-negativas 
(inclusive P. aeruginosa), MSSA e 
alguns anaerobios (inclusive B. 
fragilis ) 


Primeira gera^ao Parenterais: cefalotina, 

cefazolina e cefapirina 

Orais: cefalexina, cefradina, 
cefradoxila 


Inibem a sfntese da parede 
celular ligando-se asPBP 
da parede celular. Inibem 
forma^ao de ligates 
cruzadas 


Bacterias gram-positivas, inclusive 
MSSA, estreptococos beta- 
hemoliticos (A, B, C e G); especies 
de Klebsiella e algumas cepas de 
E. coli e P. mirabilis, mas a 
sensibilidade deve ser 
confirmada antes de usar estes 
antibioticos 


Segunda gera^ao Parenterais : cefamandol, 

cefonicida, cefuroxima 

Orais: cefaclor, cefdinir, 
cefprozila, cefuroxima 


Terceira gerai;ao Parenterais: cefoperazona, 
cefotaxima, ceftazidima, 
ceftizoxima, ceftriaxona 

Orais: cefpodoxima, 

ceftibuteno, cefditoreno, 
cefetamete 


Atividade ampliada contra gram- 
negativos, com certa perda da 
eficacia contra gram positivos, 
em compara^ao com os 
cefemicos de primeira gerai;ao. A 
cefuroxima tem atividade 
satisfatoria contra patogenos 
respiratorios adquiridos na 
comunidade (MSSA, H. 
influenzae e S. pneumoniae ) 

Atividade ampliada contra gram- 
negativos, em compara^ao com 
os cefemicos de 2- gera^ao. A 
ceftazidima tem menos atividade 
contra gram positivos, mas e o 
unico farmaco eficaz contra P. 
aeruginosa. 

Cefotaxima/ceftriaxona: ambas 
penetram mais facilmente no 


Monobactamicos 


Penemicos 


Quarta geragao Parenteral: cefepima Oral: 

cefixima 


SNC para tratar patogenos gue 
causam meningite bacteriana. 
Atividadeadeguada contra 
estreptococos e moderada contra 
MSSA. A cefixima e o ceftibuteno 
sao os mais eficazes contra 
gram-negativos dentre as 
cefalosporinas orais, mas 
nenhum deles e muito eficaz 
contra gram positivos. A 
cefpodoxima e o cefdinir sao 
mais ativos contra gram 
positivos, inclusive estafilococos 
e estreptococos 

A cefepima e altamente eficaz contra 
gram-negativos, inclusive P. 
aeruginosa e especies de 
Enterobacter. A atividade contra 
gram positivos e semelhante a 
da ceftriaxona/cefotaxima 


Cefamicinas Cefoxitina, cefotetana, 

cefmetazol 


Cefalosporinas Parenterais: ceftarolina, 
eficazes contra ceftobiprol 
MRSA 


Parenteral: aztreonam 


Atividades ampliadas contra gram- 
negativos e anaerobios, util para 
profilaxia de cirurgias obstetrico- 
ginecologicas e colorretais. 
Alguma resistencia do B. fragilis 
torna esses antibioticos 
insatisfatorios para o tratamento 
primario das infecijoes intra- 
abdominais e pelvicas 

Unicas cefalosporinas com atividade 
contra MRSA. A ceftarolina 
tambem e eficaz contra 
patogenos gue causam PAC. No 
Canada e na Europa, mas nao nos 
EUA, o ceftobiprol foi aprovado 
para uso clinico 

Igual ao das cefalosporinas Ativos contra a maioria das bacterias 

gram-negativas, inclusive/? 
aeruginosa. Ineficazes contra 
bacterias gram-positivas ou 
anaerobios 


Carbapenemicos Parenterais: doripenem, Igual ao das cefalosporinas Espetro muito amplode atividade 

ertapenem, imipenem, contra a maioria das bacterias 


meropenem, razupenem gram-positivas e gram-negativas 

e anaerobios. 0 ertapenem nao e 
eficaz contra enterococos, 
especies de Acinetobacter ou P. 
aeruginosa 


Penemicos 

Parenteral : sulopenem 

Igual ao das cefalosporinas 

Semelhante ao dos carbapenemicos 


Oral: faropenem 



Aminociclitois 

Espectinomicina 

Igual ao dos aminoglicosidios 

Usados para tratar infec^oes genitais 




causadas por cepas sensiveis de 

N. gonorrhoeae 

Aminoglicosidios 

Amicacina, gentamicina. 

Inibem a sintese de proteinas 

Ativos contra a maioria dos bacilos 


canamicina, netilmicina. 

ligando-se a subunidade 

gram-negativos aerobios. 


plazomicina, 

30S do ribossomo 

Nocardia (amicacina), patogenos 


estreptomicina. 

bacteriano 

usados em bioterrorismo 


tobramicina 


(.Brucella [estreptomicina], 

Francisella tularensis 

[estreptomicina], Yersinia pestis 

[estreptomicina]) e algumas 

micobacterias, mas a atividade e 

variavel e depende do farmaco. 

Agao sinergica comalguns 

betalactamicos e vancomicina 

para tratar enterococos 

(gentamicina e estreptomicina), 

P. aeruginosa e alguns outros 

gram-negativos e estafilococos, 

mas estes farmacos nao sao 

usados isoladamente para tratar 

infecgoes por gram positivos 

Ansamicinas 

Rifampicina 

Inibem a sintese de proteinas 

Ativa contra micobacterias e 



ligando-se a subunidade (3 

da RNA-polimerase 

dependentedoDNA 

estafilococos 

Inibidores da via do 

Sulfonamidas, trimetoprima. 

Interferem com a sintese do 

Espectro amplo de atividade contra 

folato 

sulfametoxazol- 

acido folico nas etapas 

gram-negativos, inclusive 


trimetoprima (SXT) 

subseguentes dessa via 

algumas Enterobacteriaceae, H. 


influenzae, Moraxella catarrhalis 
e Stenotrophomonas, mas nao 
contra P. aeruginosa. Atividade 
moderada contra estafilococos, 
inclusive cepas coagulase- 
negativaseMRSA,massao 
ineficazes contra estreptococos 


Glicopepti'dios 


Lincosamidas 


Lipopeptidios 


Macrocfdicos 


Macrolfdios 


Glicopepti'dio Parenteral: vancomicina Inibem a si'ntese da parece 

celularemumaetapa 
anterior aos 
betalactamicos 


Lipoglicopeptfdios Dalbavancina, oritavancina, Igual ao da vancomicina 
teicoplanina, telvancina, 
ramoplanina 

Parenteral e oral: clindamicina Inibem a si'ntese de proteinas 

ligando-se a subunidade 
50S do ribossomo 
bacteriano 


Parenteral: daptomicina Inibe as sinteses de acidos 

nucleicos e proteinas 
causando despolarizaijao 
rapida da membrana 
celular bacteriana e 
entrada de ions potassio 

Polimixinas Colistina, polimixina B Danificam a permeabilidade da 

membrana celular 
bacteriana 

Fidoxomicina Inibe a si'ntese proteica por 

blogueioda RNA- 
polimerase 

Parenterais e orais: eritromicina Inibem a si'ntese de proteinas 
(composto original dos ligando-se a subunidade 

outros macrolidios) 50S do ribossomo 

bacteriano. 


do grupo A ou enterococos. 
Tambem sao eficazes para tratar 
Listeria monocytogenes, Nocardia 
e Pneumocystisjiroveci (PJP) 

Ativa contra estafilococos, inclusive 
cepas coagulase-negativas e 
MRSA, enterococos sensiveis e 5. 
pneumoniae, induindo-se cepas 
altamente resistentes a 
penicilina. Ineficaz contra 
Lactobacillus, Leuconostoc, 
Actinomyces e VRE. Tambem e 
eficaz contra anaerobios gram 
positivos e a preparagao oral e 
usada para tratar diarreia 
causada por C. difficile 

Semelhante ao da vancomicina 


Ativa contra bacterias gram-positivas 
aerobias e anaerobias, inclusive 
especies de Actinomyces, 
Clostridium (exceto C. difficile), 
Peptostreptococcus, estafilococos 
e estreptococos do grupo A, mas 
a resistencia tern crescido 

Eficaz contra gram positivos aerobios, 
inclusive MRSA, estreptococos do 
grupo A e VRE 


Espectro amplo de atividade contra 
bacterias gram-negativas 
aerobias 

Eficaz contra bacterias gram- 
positivas, especialmente 
Clostridium difficile 

Eficazes contra bacterias gram- 
positivas, inclusive estreptococos 
beta-hemoli'ticos, cepas sensiveis 
de 5. pneumoniae e algumas 


Ora/5: azitromicina, ce P as de MSSA ' Ativos contra 

daritromicina, infecgoes atipicas, inclusive 

diritromicina, eritromicina Bordetella pertussis, 

Campylobacter jejuni, T. pallidum, 
Ureaplasma, l/l. pneumoniae, 
Legionella, especies de Chlamydia 
ealgumas micobacterias. 
Azitromicina e daritromicina sao 
mais ativas contra H. influenzae e 
micobacterias que a eritromicina 



Cetolidio 

Oral: telitromicina 

Igual ao dos macrolidios 

Semelhante ao dos macrolidios, 

exceto que tern atividade mais 

ampla contra 5. pneumoniae, 

inclusive cepas resistentesa 

penicilina 


Fluorocetolidio 

Solitromicina 

Igual ao dos macrolidios 

Semelhante ao da telitromicina. 

Primeiro fluorocetolidio em 

desenvolvimento 

Nitrofuranos 


Oral: nitrofurantoina 

Os metabolites altamente 

ativos danificamoDNA 

bacteriano 

Eficaz contra gram-negativos 

entericos e enterococos, que 

causam infec^ao urinaria. A 

sensibilidade deve ser testada 

antes do uso 

Nitroimidazois 


Parenterais ou orais: 

metronidazol, tinidazol 

Danificam o DNA bacteriano 

formando anions radicais 

Espectro amplo de atividade contra 

anaerobios 

Oxazolidinonas 


Parenterais ou orais: linezolida, 

tedizolida 

Inibem a sintese de proteinas 

por inibigao da composi^ao 

do ribossomo bacteriano 

A linezolida e usada para tratar 

infecgoes graves causadas por 

MRSA. A tedizolida e uma 

oxazolidinona de 2 2 gera^ao em 

fase de experimental dinica 

para tratar infecgoes causadas 

por MRSA 

Fenicois 


Parenteral: doranfenicol 

Inibem a sintese de proteinas 

por inibi^ao da atividade 

de peptidiltransferase do 

ribossomo bacteriano 

Espectro amplo de atividade 

bacteriostatica contra bacterias 

gram-positivas e gram- 

negativas, inclusive anaerobios 

Acidopseudomonico 


Topico: mupirocina 

Inibe as sinteses de proteinas e 

RNA do 5. aureus 

Ativa contra bacterias gram- 

positivas, inclusive MRSA 

Quinolonas 

Quinolonas 

Cinoxacino, garenoxacino, acido 

nalidfxico 

Inibem a sintese dos acidos 

nucleicos ligando-se as 

DNA-topoisomerases II e IV 

Compostos primarios dos quais se 

originaram asfluoroquinolonas 


Esteroides 


Estreptograminas 


Fluoroquinolonas Parenterais ou orais: Igual ao das quinolonas 

ciprofloxacino, 
finafloxacino, gatifloxacino, 
gemifloxacino, 
levofloxacino, 
grapafloxacino, 
lomefloxacino, 
moxifloxacino Orais: 
norfloxacino, ofloxacino 


Ativas contra a maioria dos bacilos 
gram-negativosaerobios, 
inclusive Enterobacteriaceae, H. 
influenzae e estafilococos. 0 
ciprofloxacino e mais ativo contra 
P. aeruginosa, mas e pouco eficaz 
contra S. pneumoniae. 
Levofloxacino, moxifloxacino e 
gemifloxacino tern atividade 
satisfatoria contra bacterias 
gram-positivas, inclusive 5. 
pneumoniae e patogenos atipicos 
que causam PAC ( Chlamydophila 
pneumoniae, I/I. pneumoniae e 
Legionella). 0 ciprofloxacino 
tambem e usado como profilaxia 
pos-exposigao ao antraz 
inalatorio. 0 levofloxacino foi 
aprovado para tratar antraz 
inalatorio. 0 moxifloxacino e 
gemifloxacino tambem tern 
alguma eficacia contra 
anaerobios, mas naosaoos 
farmacos preferidos para 
infecgoes graves. 0 norfloxacino 
e eficaz contra gram-negativos 
entericos que causam infecgao 
urinaria, mas nao tern qualquer 
atividade contra enterococos ou 
P. aeruginosa. 0 uso do 
norfloxacino e restrito em alguns 
pai'ses em razao dos seus efeitos 
colaterais 


Fusidanos Topico: acido fusidico Inibem a sintese de proteinas 0 espectro gram positivo inclui 

impedindo a renova^ao do estafilococos, estreptococos 

fator G de alongamento do beta-hemolfticos e 
ribossomo bacteriano corinebacterias. Algumas cepas 

de MRSA ainda sao sensiveis, 
mas podem desenvolver 
resistencia durante o tratamento 


Parenterais: quinupristina- Os dois farmacos tern a$ao Eficazes contra cocos gram-positivos, 
dalfopristina sinergica, bloqueando a inclusive E. faecium resistente a 

sintese de proteinas por vancomicina e MRSA. Sao menos 

ativos contra E. faecalis 


liga^ao a subunidade 50S 
do ribossomo bacteriano 


Tetracidinas 


Glidlddinas 


Fosfomicinas 


Parenterais ou ora/'s: doxiddina, 
minoddina. 

Oral: tetracidina 


Parenteral: tigecidina 


Oral: fosfomicina 


Inibem a sintese de proteinas 
ligando-se a subunidade 
30S do ribossomo 
bacteriano 


Igualao das tetracidinas 


Inibem a biogenese da parede 
celularcomomimetizador 
dofosfoenolpiruvato(FEP), 
bloqueandoentaoaa^ao 
da MurA na catalisagao do 
peptidoglicano 


Tern alguma atividade contra gram- 
negativos, mas sao menos ativas 
contra gram-positivos, embora 
seja comum encontrar 
resistencia; por isso, a 
sensibilidade deve ser testada 
antes do uso. Eficazes contra 
alguns patogenos que causam 
pneumonia atipica 
( Chlamydophila, I/I. 
pneumoniae), Rickettsia, Borrelia 
burgdorferi (estagio inicial), 
Helicobacter pylori, Vibrio, 
Brucella, Treponema pallidum e 
algumas micobacterias. A 
minoddina e eficaz contra 
MRS A, Stenotrophomonas e I/I. 
marinum 

Espectro ampliado de atividade, em 
compara^ao com as tetracidinas. 
A atividade contra gram- 
positivos indui MRSA e VRE. 0 
espectro de atividade gram- 
negativa e amplo 
(Enterobacteriaceae, especies de 
Acinetobacter, 

Stenotrophomonas, Haemophilus 
e Moraxella), mas nao indui P. 
aeruginosa ou Proteus. Tambem 
tern atividade adequada contra 
micobacterias e anaerobios 

Eficaz contra E. coli e especies de 
Klebsiella, que produzem 
betalactamases de espectro 
ampliado 


Adaptada em parte do Glossario I, tabelas suplementares, CLSI M100-S23 121 e M100-S24. 122 

VRE = enterococos resistentes a vancomicina; PAC = pneumonia adquirida na comunidade; PBP = proteinas de ligagao das 
penicilinas; MRSA = Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA = Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (do 
ingles, methicillin-susceptible S. aureus); SNC = sistema nervoso central. 
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■ FIGURA 17.2 Agoes bacteriostatica e bactericida dos antibioticos no crescimento bacteriano. As curvas de crescimento 
bacteriano comparam os seguintes aspectos: (1) cultura em crescimento sem antibioticos presentes; (2) cultura em 
crescimento com urn antibiotico bacteriostatico; e (3) cultura em crescimento com urn antibiotico bactericida. 

Os antibioticos utilizados em medicina humana sao agrupados em classes principals baseadas em seus 
mecanismos de agao. A Tabela 17.1 descreve as classes principals de antibioticos disponiveis, seus alvos estruturais 
e seus espectros de atividade. Apesar dos esforgos intensivos em pesquisas para desvendar os mecanismos de agao 
dos antibioticos nas bacterias patogenicas, existem apenas quatro alvos principals: (1) inibigao da biossintese da 
parede celular, (2) inibigao da sintese de proteinas, (3) inibigao da replicagao e reparagao do DNA e (4) inibigao da 
biossintese da coenzima folato. Por essa razao, a resistencia aos antibioticos desenvolve-se por tres mecanismos 
principais: (1) destruigao do antibiotico por uma enzima produzida pela bacteria, (2) impermeabilidade e/ou efluxo 
celular, ou (3) alteragao de um dos alvos de agao do antibiotico. A Figura 17.3 oferece uma ilustragao esquematica 
de cada um desses mecanismos de agao e desenvolvimento de resistencia aos antibioticos. A descrigao detalhada da 
estrutura bioquimica e do mecanismo de agao de cada antibiotico estaria alem do escopo deste capitulo. Os leitores 
interessados devem consultar o livro Mandell s Principles and Practice of Infectious Diseases , 370 assim como varios 
outros textos e revisoes sobre o assunto. 79,135,646 

Bases geneticas da resistencia as classes principais de antibioticos 

De forma a entender os mecanismos da resistencia bacteriana, e necessario compreender a fisiologia das bacterias, a 
farmacologia dos antimicrobianos e a biologia molecular dos agentes infecciosos. As bacterias sao incrivelmente 
resistentes e adaptam-se rapidamente para desenvolver resistencia quando sao submetidas a pressao seletiva dos 
antibioticos usados. Uma descoberta fascinante e intrigante foi a comprovagao de que alguns antibioticos provocam 
aumentos transitorios da taxa de mutagao bacteriana. 48 Desse modo, os antibioticos podem nao apenas atuar como 
seletores de clones resistentes aos antibioticos, como tambem como promotores primarios da resistencia 
previamente inexistente. 




ATIVO 


Parede celular 


O farmaco penetra na celula, 
liga-se ao local de e tern 
a 9 ao bacteriostatica ou bactericida 


Antimicrobiano 


Alvo celular 


PBP 


3) Permeabilidade/ 
efluxo alterado 


DNA-girase _ 


RESISTENTE 



• Betalactamase — — 

• Enzimas modificadoras dos aminoglicosidios 

• Cloranfenicol-acetilase 


2) Alvos alterados 


Subunidade 
23S ou 30S 
do ribossomo 
bacteriano 


Agente inativo 


1) Destru^ao enzimatica 


■ FIGURA 17.3 Mecanismos principals de desenvolvimento da resistencia bacteriana aos antimicrobianos. 

Os genes que codificam a resistencia podem estar localizados no cromossomo ou em um elemento 
extracromossomico conhecido como plasmidio. Os plasmidios sao fragmentos circulares de DNA, que atuam 
independentemente do cromossomo. O significado pratico dessa diferenpa e que o DNA cromossomico e 
relativamente estavel, enquanto o DNA plasmidial e transferido facilmente de uma cepa para outra, de uma especie 
para outra, ou mesmo de um genero para outro. A Tabela 17.2 descreve as variaveis envolvidas na transference 
horizontal dos genes bacterianos, enquanto a Figura 17.4 ilustra varios mecanismos de transference. Alem disso, a 
ligapao dos genes de resistencia a varios antibioticos a um plasmidio permite a transference macipa de 
determinantes de resistencia, que caracterizam algumas bacterias com resistencia recem-desenvolvida. 37,533,585,684 

As bacterias podem resistir aos efeitos dos antibioticos por mutapao cromossomica ou expressao induzivel de 
um gene cromossomico latente. Contudo, na maioria dos casos, as bacterias permutam informapoes geneticas e 
transferem um ou mais genes de resistencia aos antibioticos por varios mecanismos. Conjugapao e o mecanismo 
mais comum pelo qual os genes de resistencia sao transferidos. Na maioria dos casos, os genes de resistencia aos 
antibioticos sao carreados em plasmidios como parte de um elemento genetico transponivel conhecido como 
transposon ou “gene saltitante”. 134,510,546,574,67 '' Os transposons conseguem entrar nos plasmidios transmissiveis ou 
nos cromossomos e, em seguida, bloquear a transference horizontal conjugativa para outras especies bacterianas 
relacionadas ou ate mesmo diferentes. O resultado pode ser um mosaico de material genetico originado do doador e 
das bacterias receptoras. 366 A conjugapao com transference de plasmidio e particularmente comum entre 
Enterobacteriaceae, Pseudomonas e especies anaerobes. 78,99,162 ’ 211 ’ 283,366 Estudos tambem demonstraram a 
transference dos determinantes de resistencia aos antibioticos atraves de uma barreira significativa entre as 
bacterias gram-positivas e gram-negativas, 133 mas o contrario nao e comum. Por exemplo, a disseminapao de 
resistencia pode ocorrer entre estafdococos e enterococos e entre Enterobacteriaceae e Pseudomonas ou anaerobios, 
inclusive Bacteroides. 19 ’ 69,596,621,651 

Os transposons, plasmidios ou cromossomos bacterianos podem conter um integron (Figura 17.4), que e um 
sistema em duas etapas de captura e disseminapao dos genes bacterianos descoberto inicialmente em relapao com a 
resistencia aos antibioticos. 128 ’ 215 ' 228 ’ 229,381,350 532 O integron consiste em um primeiro componente genetico que 
codifica uma recombinase local-especifica, alem de um local especifico para recombinapao, enquanto os fragmentos 
de DNA conhecidos como “cassetes de genes”, que podem ser incorporados ou misturados, constituem o segundo 
componente (Figura 17.5). Os integrons tambem contem uma integrase (inti) semelhante a que e encontrada no 
bacteriofago, seguida de um local attl para reconhecimento da integrase e integrapao dos cassetes e um promotor 
para ativar sua expressao. Uma sequencia repetida situada nas laterais dos cassetes codificados pela sequencia attC 
















(tambem conhecida como 59-be) permite a integragao do integron ao local attl, bem como a excisao e a 
transferencia horizontal subsequente dos genes. Como um cassete de integrons pode codificar varios genes de 
resistencia a diversas classes de antibioticos, a transferencia genetica horizontal por este mecanismo e um meio 
muito eficaz para que a bacteria dissemine rapidamente seus determinantes de resistencia polimicrobiana. 


Tabela 17.2 Variaveis da expressao e transferencia da resistencia bacteriana. 


Caracteristica 

Variavel 

Comentarios 

Localizagao 

Cromossomica 

Estabilidade genetica; expressao geralmente constitutiva 


Extracromossomica 

Plasmidios mobilizados facilmente para a transferencia de uma celula bacteriana para 

outra 


Transposon 

Transfere material genetico entre o cromossomo e o plasmidio, ou entre bacterias 

Transferencia 

Conjugacao 

Por plasmidios (fator R) ou um transposon 


Transdugao 

Transferencia por meio de um bacteriofago 


Transformacao 

Transferencia direta do DNA entre especies compativeis 

Expressao 

Constitutiva 

Produzida com ou sem exposigao a um estimulo 


Induzivel 

Produzida apenas depois da exposigao a um estimulo 


Constitutiva-induzivel 

Produzida em nivel baixo sem estimulo; aumenta acentuadamente depois de um 

estimulo 



Transposigao do determinants 
genetico de resistencia ao 
cromossomo 


Transferencia do plasmidio por conjugacao 


Transferencia do plasmidio 
e/ou transposon que 
carrega integrons 


Transferencia de transposon 


1 

Cromossomo 

9 

Plasmidio + integron 

• 

Plasmidio 

i=i 

Transposon 


Transposon + integron 


■ FIGURA 17.4 Transferencia horizontal dos determinantes de resistencia bacteriana. 

Os genes de resistencia aos antibioticos podem ser expressos de forma ininterrupta, independentemente da 
exposigao a um antibiotico, ou podem ser induziveis e, neste caso, sua expressao ocorre apenas quando o 
antimicrobiano esta presente (i. e., durante o tratamento com um antibiotico). A betalactamase estafilococica 
(penicilinase) e um exemplo de enzima induzivel. 511 Essa enzima esta presente em um plasmidio e nao e produzida, 
a menos que as bacterias sejam expostas a um antibiotico betalactamico (p. ex., penicilina), quando entao comegam 
a produzir betalactamase. Algumas betalactamases das bacterias gram-negativas estao localizadas no cromossomo e 














sao produzidas constitutivamente, mas podem ser induzidas para produzir quantidades ainda maiores da enzima, 
quando sao expostas a um antibiotico betalactamico. 

Por fim, alguns mecanismos de resistencia sao expressos homogeneamente, enquanto outros tem expressao 
heterogenea. A expressao homogenea ou uniforme de um fator de resistencia facilita a detecgao de resistencia aos 
antibioticos no laboratorio. Contudo, quando apenas uma porcentagem pequena das bacterias expressa o mecanismo 
de resistencia (expressao heterogenea ou heterorresistencia), erros de amostragem podem dificultar a detecgao da 
resistencia no laboratorio. 


Mecanismos da resistencia bacteriana aos antibioticos 

A Tabela 17.3 e a Figura 17.3 resumem os mecanismos pelos quais as bacterias expressam resistencia. A atividade 
dos antimicrobianos e diminuida por tres mecanismos principais: (1) impedimento do acesso ao alvo, (2) inativagao 
do composto por destruigao ou modificagao e (3) alteragao do local-alvo do antibiotico. 76,419,646 A inativagao dos 
antimicrobianos pelas betalactamases bacterianas e as enzimas inativadoras dos aminoglicosidios sao os 
mecanismos mais comuns, por meio dos quais as bacterias desenvolvem resistencia a estas duas classes de 
antibioticos. A impermeabilidade ou o efluxo celular, que impede o transporte do antibiotico ate seu local de agao 
intracelular, tambem ocorre com os betalactamicos, os aminoglicosidios e as tetraciclinas. 419 A modificagao do local 
de agao de um antibiotico e o mecanismo principal de resistencia as fluoroquinolonas, aos macrolidios e aos 
antagonistas da sintese do folato, mas tambem ocorre com os betalactamicos. 419 Contudo, e importante enfatizar 
desde o inicio que quase todos os mecanismos de resistencia podem ser encontrados na maioria das bacterias e que, 
em muitos casos, varios mecanismos estao presentes em um unico microrganismo (Tabela 17.4). 


Impedimento do acesso ao alvo 

A acumulagao dos antimicrobianos no seu local de agao na celula bacteriana e o resultado final do transporte para 
dentro da celula, da inativagao durante o processo de transporte e da eliminagao do antibiotico pela celula. De forma 
a entender o transporte das moleculas ao local de atividade, e preciso considerar as diferengas estruturais entre as 
bacterias gram-positivas e gram-negativas. As bacterias sao procariotas e, tanto nas gram-positivas quanto nas 
gram-negativas, a membrana celular e circundada pela parede celular e o citoplasma contem acidos nucleicos, 
ribossomos e outros componentes celulares (Figura 17.6). A parede celular e significativamente diferente nas 
bacterias gram-positivas, em comparagao com a das especies gram-negativas. As bacterias gram-positivas tem uma 
membrana celular simples com parede celular externa espessa, que e composta de peptidoglicanos entrelagados com 
acido lipoteicoico (Figuras 17.6 e 17.7). No caso dos betalactamicos e dos antibioticos glicopeptidios, o transporte 
ate o local de agao nao e um problema com as especies gram-positivas, porque seus alvos - proteinas de ligagao da 
penicilina (PBP; do ingles, penicillin binding proteins) da parede celular - estao prontamente acessiveis e a 
membrana plasmatica nao precisa ser transposta. 
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■ FIGURA 17.5 Os integrons carreiam varios determinantes de resistencia aos antimicrobianos. Os integrons que ocorrem 
naturalmente usam recombinagao local especifica para armazenar, expressar e transferir genes. Os integrons consistem em 
um gene de recombinase e um local de recombinagao attl (local de fixagao do integron), dentro do qual pode ser incorporado 
um cassete genetico circular contendo uma attC (local de fixagao dos cassetes). Em posigao proximal ao attl, tambem ha um 
promotor potente, que permite que os cassetes de genes sejam transcritos em mRNA. Os cassetes podem ser deletados por 































recombinagao entre pares de locais attC, ou por recombinagao entre uma attC e um local attl. Desse modo, a ordem dos 
genes de um integron pode ser alterada por excisao e reintegragao do cassete excisado dentro do attl. (Adaptada com base 
nas references 215 e 381.) 

Tabela 17.3 Mecanismos de resistencia bacteriana aos antimicrobianos. 


Mecanismo 

Classe do antimicrobiano 

Exemplos 

Inativa^ao enzimatica 

Betalactamicos 

Betalactamases; penicilinases; cefalosporinases; carbapenemases 


Aminoglicosi'dios 

Enzimas modificadoras dos aminoglicosidios 

Receptoresalterados 

Betalactamicos 

Alteragoes das proteinas de ligagao da penicilina (PBP) 


Alteragoes dos ribossomos 

Tetracidina; eritromicina; aminoglicosidios 


Alteragoes da DNA-girase 

Fluoroguinolonas 


Alteragoes das enzimas bacterianas 

Sulmetoxazol; trimetoprima 

Transporte alterado dos 

antibioticos 

Porinas 

Bacterias gram-negativas; influxo reduzido 


Redu^ao da forga motriz proteica 

Aminoglicosidios e bacterias gram-negativas; influxo reduzido 


Transporte ativo do farmaco de dentro para 

fora das celulas bacterianas 

Tetracidina; eritromicina; efluxo ativo 


Tabela 17.4 Mecanismo(s) da resistencia antimicrobiana das bacterias clinicamente significativas. 


Tipo de bacteria 

Classe do antibiotico 

Mecanismo(s) de agao 

Outro(s) mecanismo(s) 

Staphylococcus spp. 

Penicilinas 

Betalactamase (penicilinase) 

Alteragao das proteinas de ligagao da 

penicilina (PBP) 


Penicilinas resistentes as 

penicilinases 

Alteragao das PBP (genes mecA e 

mecB) 

Limitrofe: PBPalteradas; meticilinase; 

hiperprodugao de betalactamase 


Fluoroguinolonas 

Refluxo ativo; DNA-girase alterada 

Transporte reduzido atraves da membrana 


Eritromicina e/ou dindamicina 

Alteragoes dos alvos ribossomicos 

(constitutivas ou induziveis) 

Efluxo ativo da eritromicina 


Glicopeptidios 

Alteragoes das proteinas de ligagao 

a parede celular 

Aquisigao de um gene vanA/B (rara ate 

hoje) 

5. pneumoniae 

Betalactamicos 

Alteragao da parede celular; PBP 

com afinidade baixa 



Eritromicina e/ou dindamicina 

Alteragoes dos alvos ribossomicos 

(gene erm ) (constitutivas ou 

induziveis) 

Efluxo ativo da eritromicina 

Enterococcus spp. 

Betalactamicos 

Alteragao da parede celular; PBP 

com afinidade baixa 

Betalactamase 


Aminoglicosidios 

Intrinseco; transporte reduzido 

atraves da membrana 

Alteragoes dos locais de ligagao 

ribossomicos 




Nivel alto: enzimas modificadoras 
dos aminoglicosfdios (EMA) 


H. influenzae 


N. gonorrhoeae 


Enterobacteriaceae 


Pseudomonas spp. 


Acinetobacter spp. 


Glicopeptldios 

Altera<;6es das proteinas de ligagao 

a parede celular 


Penicilinas 

Betalactamase (penicilinase) 

Alteragoes das PBP 

Sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) 

Alteragoes dos alvos enzimaticos 


Cloranfenicol 

Cloranfenicol-acetiltransferase 

Alteragao do transporte atraves da 

membrana 

Penicilinas 

Betalactamase (penicilinase) 

Alteragoes das PBP 

Cefalosporinas 

Alteragoes das PBP 

Alteragao do transporte atraves da 

membrana 

Fluoroquinolonas 

Alteragoes da DNA-girase 

Alteragao do transporte atraves da 

membrana externa 

Tetracidina 

Efluxo ativo 


Espectinomicina 

Altera gao do alvo ribossomico 

EMA 

Betalactamicos 

Betalactamases; difusao reduzida 

ou altera^ao das porinas 

Alteragoes das PBP; for^a motriz proteica 

reduzida; betalactamases de espectro 

estendido (ESBL); carbapenemases (p. 

ex., KPC, NDM etc.) 

Aminoglicosi'dios 

EMA; difusao reduzida ou alteragao 

das porinas 


Fluoroquinolonas 

Altera gao da DNA-girase 

Alteragao do transporte atraves da 

membrana externa 

Tetracidina 

Efluxo ativo 


SXT 

Alteragoes dos alvos enzimaticos 


Betalactamicos 

Betalactamases; difusao reduzida 

ou alteragao das porinas 

PBP alteradas; forga motriz proteica baixa; 

metalobeta lactamases (MBL) (p. ex., 

VIM, IMP etc.) 

Aminoglicosi'dios 

EMA; difusao reduzida ou alteragao 

das porinas 


Fluoroquinolonas 

Altera gao da DNA-girase 

Alteragao do transporte atraves da 

membrana externa 

Betalactamicos 

Betalactamases; difusao reduzida 

ou altera^ao das porinas 

Alteragoes das PBP; for^a motriz proteica 

baixa; carbapenemases (p. ex., enzimas 

OXA) 

Aminoglicosi'dios 

EMA; difusao reduzida ou alteragao 

das porinas 



Fluoroquinolonas 


Altera gao da DNA-girase 


Alteragao do transporte atraves da 
membrana externa 



Acido lipoteicoico 
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■ FIGURA 17.6 Paredes celulares das bacterias gram-positivas e gram-negativas. A. A parede celular dos gram-positivos e 
formada por uma lamina de peptidoglicanos (PG) dispostos em varias camadas espessas na superficie externa da membrana 
citoplasmatica. Os acidos teicoicos estao ligados e embebidos nos PG, enquanto as lipoproteinas estao ligadas a uma 
camada praticamente unica de PG. B. A parede celular de gram-negativos e composta de uma membrana externa ligada a 
camada de lipoproteina por uma unica camada fina de PG. Os PG estao localizados dentro do espago periplasmico formado 
entre as membranas interna e externa. A membra externa inclui porinas, que permitem a passagem de moleculas hidrofilicas 
pequenas atraves da membrana, bem como moleculas de lipopolissacaridios que se estendem para o espago extracelular. 
(Adaptada de Cabeen MT, Jacobs-Wagner C. Bacterial cell shape. Nat Rev Microbiol 2005;3:601-610.) 

A parede celular das bacterias gram-negativas e muito mais complexa e e formada de uma membrana plasmatica 
interna e uma membrana celular externa, entre as quais se localiza o espapo periplasmico que contem uma camada 
fina de peptidoglicanos (Figuras 17.6 e 17.7). A membrana externa (ME) das bacterias gram-negativas nao 
desempenha apenas uma fungao protetora importante, mas a permeabilidade desta camada tambem tern impacto 
significativo na sensibilidade dos microrganismos aos antibioticos que tern alvos intracelulares. Ha varias revisoes 
excelentes publicadas sobre a permeabilidade da ME e a resistencia aos antibioticos. 152,233 ’ 441 ’ 48 '’ A ME e formada 
por uma bicamada assimetrica de fosfolipidio e lipopolissacaridios (LPS), estes ultimos localizados na camada mais 
externa. A composigao dos fosfolipidios da ME e semelhante a da membrana citoplasmatica, ou seja, e constituida 
basicamente por fosfatidiletanolamina com quantidades menores de fosfatidilglicerol e cardiolipina. 152 Essa 
bicamada lipidica e impermeavel as moleculas polares grandes. O LPS e formado por tres partes: (1) cadeias de 
acidos graxos hidrofobicos contendo lipidio A (um fosfolipidio a base de glicosamina), (2) um oligossacaridio 
central curio e (3) um polissacarldio distal, ou antigeno O. 501 Essas estruturas das cepas de E. coli tem 
comprimentos variados (p. ex., as mutantes R ou “rugosas”, ou os quimiotipos Ra a Re, tem oligossacarldios com 
comprimentos variados, enquanto as mutantes “rugosas profundas” tem um centra truncado e as cepas “lisas” tem 
um antigeno O intacto), porque apenas a parte interna do LPS - que consiste em lipidio A e duas moleculas de acido 
3-desoxi-D-mano-octo-2-ulsonico ligados ao oligossacaridio central - e necessaria ao crescimento. 501 Tambem 
existe grande numero de tipos diferentes de proteinas na ME, inclusive a lipoproteina (Lpp) mureina, OmpA e 
varias porinas gerais de difusao. Em conjunto, a Lpp e a OmpA desempenham uma fungao estrutural na manutengao 
do formato da celula. 


Porinas. A entrada dos compostos na celula bacteriana e controlada em grande parte pelas porinas, que sao 
“poros” ou canais abertos cheios de agua, que se estendem atraves da ME e permitem o transporte ativo das 
moleculas hidrofilicas (Figuras 17.6 e 17.8). 425 ’ 427 ’ 428 ’ 441 ’ 681 As porinas das bacterias gram-negativas foram 





























































caracterizadas e classificadas de acordo com sua estrutura funcional (monomerica ou trimerica), sua atividade 
(inespecificas ou canal espedfico/poro seletivo) e sua regulagao e expressao. 152,425,427,428,681 As porinas classicas 
produzidas por E. coli foram mais bem-estudadas e isto constituiu a base dos estudos das outras porinas das especies 
gram-negativas. E. coli produz tres porinas trimericas principais: (1) um canal de porina grande conhecido como 
proteina F da ME (OmpF), (2) um canal de porina pequena conhecida como proteina C da ME (OmpC) e (3) 
PhoE. <l81 O terceiro canal conhecido como PhoE e produzido pelas cepas mutantes, que nao tem OmpF e OmpC, 
mas este canal nao parece ser importante para o transporte dos antimicrobianos. 427 A PhoE seleciona fosfato e 
anions inorganicos, enquanto as outras duas porinas trimericas regulam os cations. 428,441,681 A maioria das proteinas 
das porinas envolvidas no transporte dos antibioticos em outras bacterias gram-negativas entericas tambem faz parte 
das familias das OmpC e OmpF classicas e comporta-se de forma semelhante as de E. coli. Contudo, P. aeruginosa 
e A. baumannii tem pouca sensibilidade intrinseca aos betalactamicos, em razao da permeabilidade reduzida de sua 
ME. P. aeruginosa tem um pequeno numero de porinas diferentes conhecidas como OprD, que tem propriedades 
diferentes, quando comparadas com as das outras Enterobacteriaceae. Imipenem e o unico antibiotico ao qual a 
resistencia de P. aeruginosa ocorre por alteragao do transporte da membrana. Entretanto, em alguns casos, o 
imipenem consegue entrar, nao por meio da proteina principal da porina, mas por uma proteina transportadora 
especifica conhecida como OprD. 499,500 Contudo, aparentemente, a presenga da classe C de betalactamases 
cromossomicas e necessaria para resistencia e alteragao das proteinas da porina. 04 A. baumannii, Neisseria 
gonorrhoeae e outras especies gram-negativas tambem utilizam porinas diferentes das classicas. 189,439 
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■ FIGURA 17.7 Estrutura do peptidoglicano da parede celular bacteriana. A. O peptidoglicano (PG) e composto de cadeias 
de monomeros de PG (NAG-NAM-tetrapeptidio). B. Os monomeros de PG reunem-se para formar cadeias que, por sua vez, 
combinam-se por meio de ligagoes cruzadas entre os tetrapeptidios para conferir-lhes resistencia. (Cortesia de Gary E. 
Kaiser.) 
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■ FIGURA 17.8 Efeitos das mutagoes das porinas na permeabilidade da parede celular bacteriana aos antimicrobianos. A. 
Sintese normal da porina com entrada do betalactamico no espago periplasmico. B. Sintese reduzida da porina natural com 
diminuigao do acesso do betalactamico ao espago periplasmico. C. Sintese normal de uma porina com canal estreito com 
passagem restrita do betalactamico para o espago periplasmico. D. Sintese normal da porina mutante com redugao da 
entrada do betalactamico para o espago periplasmico. E. Sintese normal da porina natural com urn bloqueador do canal, de 
forma que o antibiotico nao consiga atravessaro espago periplasmico. (Adaptada com base na referenda 441.) 

Ilustragao esquematica das diversas modificagoes das porinas, que conferem resistencia simultanea a varios 
betalactamicos. O comprimento das setas retas reflete o nivel de penetragao dos betalactamicos por meio dos canais de 
porina. As setas curvas ilustram o impedimenta da captagao, que ocorre com as diversas modificagoes das porinas: (1) 
expressao reduzida das porinas; (2) canal de porina restrita: uma alteragao do tipo de porina expressa; e (3) porina mutante: 
uma mutagao ou modificagao, que desorganiza as propriedades funcionais de urn canal de porina. Moleculas bloqueadoras 
das porinas tambem podem reduzir o acesso dos antibioticos. (Reproduzida, com autorizagao, de Pages JM, James CE, 
Winterhalter M. The porin and the permeating antibiotic: a selective diffusion barrier in gram-negative bacteria. Nat Rev 
Microbiol 2008;6:893-903.) 

Com alguns antibioticos que tem alvos intracelulares, o transporte eficiente atraves da ME das bacterias 
entericas e fundamental a sua agao eficaz. Os farmacos hidrofilicos pequenos (p. ex., betalactamicos) usam as 
porinas para acessar o interior da celula, enquanto os compostos hidrofobicos (p. ex., macrolidios) conseguem 
difundir-se diretamente atraves da bicamada lipidica. Fatores como a carga da molecula e a hidrofobicidade do 
composto desempenham um papel importante no transporte dos antibioticos atraves da ME (Figura 17.8). As 
moleculas polares negativas atravessam a ME mais lentamente que as moleculas polares positivas ou os ions 
dipolares (ou zwitterions, i. e., compostos com cargas positivas e negativas equilibradas). As cargas negativas 
provavelmente levam o antibiotico a “desligar-se” a medida que atravessa o canal de porina carregado 
negativamente. A exclusao dos compostos hidrofobicos do ambiente aquoso da porina pode explicar a ineficacia dos 
antibioticos hidrofobicos como a meticilina contra bacterias gram-negativas. Do mesmo modo, os antibioticos 
betalactamicos com cadeias laterais volumosas (p. ex., mezlocilina, piperacilina e cefoperazona) tambem nao 
atravessam a membrana facilmente. Em um estudo, o “melhor desempenho” entre os antibioticos betalactamicos foi 
alcangado pelo imipenem, que e um composto hidrofilico zwitterionico com estrutura muito compacta. 109 Alguns 
autores sugeriram que a explicagao para a sensibilidade do Enterobacter cloacae ao imipenem, apesar de sua 
resistencia as cefalosporinas de terceira geragao, seja a acessibilidade ampliada deste antibiotico aos seus alvos, que 
e mediada por seu transporte rapido (provavelmente, por meio de varios canais de porina). 4 ’’ 4 

Contudo, as especies gram-negativas desenvolveram mutagoes na expressao ou composigao das porinas de sua 
ME como meio de conferir resistencia aos antibioticos e um grande numero de cepas que apresentam este tipo de 
resistencia tem sido caracterizado. 441 A influencia do equilibrio entre expressao das porinas e sensibilidade aos 
betalactamicos foi bem-ilustrada por um caso interessante publicado por Medeiros et al .'" Duas cepas de 
Salmonella enterica sorovar. Typhimurium desenvolveram resistencia completa a todas as cefalosporinas, enquanto 









o paciente estava em tratamento. Embora as cepas originais fossem sensiveis as cefalosporinas, os autores isolaram 
uma cepa com resistencia a estes antibioticos de uma amostra da ferida, pouco depois de iniciar o tratamento com 
cefalexina. As duas cepas nao tinham atividade ampliada aos betalactamicos, mas estudos adicionais mostraram um 
desequilibrio na osmorregulagao da sintese das porinas nos descendentes clonais da cepa original (pre-tratamento). 
A osmorregulagao da sintese das porinas pela cepa originalmente sensivel era normal, com as porinas OmpC e 
OmpF presentes em condigoes de osmolalidade baixa, mas apenas a porina OmpC estava presente em condigoes de 
hiperosmolalidade. A expressao da porina OmpC parece ser favorecida in vivo, em razao das condigoes de 
osmolalidade alta dos tecidos do paciente. Contudo, a cepa resistente expressava apenas porinas OmpF em 
condigoes de osmolaridade baixa, enquanto a sintese dos dois tipos de porina era reprimida em condigoes de 
osmolaridade alta. A modificagao da expressao das porinas pode ocorrer progressivamente durante a exposigao in 
vivo as concentragoes subinibitorias de um antibiotico betalactamico ou, como neste caso, pode ser totalmente 
reprimida, resultando no desaparecimento do canal de OmpC e em resistencia de nivel alto em razao da 
impermeabilidade celular total. 

A permuta completa das porinas tambem pode ocorrer durante o tratamento antimicrobiano de cepas com 
fenotipo de porinas alteradas, que conferem resistencia. Um estudo com cepas de K. pneumoniae isoladas durante o 
tratamento dos pacientes demonstrou que a porina do tipo OmpF (OmpK35) foi substituida por uma porina do tipo 
OmpC (OmpK36), cujo diametro do canal era pequeno. 240 Como as cepas que expressam OmpK35 sao muito mais 
sensiveis aos betalactamicos (cefepima, cefotetana, cefotaxima e cefpiroma), a permuta das porinas para o tipo 
OmpK36 dessas cepas conferia sensibilidade diferenciada a estes farmacos e, na maioria dos casos, reduzia 
acentuadamente as concentragoes intracelulares dos antibioticos. 240 O desenvolvimento de resistencia aos 
betalactamicos (cefalosporinas) e ao imipenem tambem foi relatado durante o tratamento de E. aerogenes com este 
ultimo antibiotico. A resistencia apareceu dentro de 5 dias depois de iniciar o tratamento com antibiotico e a cepa 
isolada depois do tratamento tinha passado por uma permuta para o tipo de porina OmpK36. 53 Esses estudos 
demonstraram que um fenotipo resistente em razao da perda ou permuta das porinas pode aparecer durante o 
tratamento com antibioticos. As porinas tambem podem passar por mutagoes sucessivas, resultando em niveis 
progressivamente mais altos de resistencia aos antibioticos. Um estudo longitudinal de 2 anos com cepas de E. coli 
isoladas de pacientes em tratamento com esquemas antibioticos complexos de longa duragao demonstrou que 
fluoroquinolonas, cefalosporinas e carbapenemicos eram claramente afetados por esse mecanismo. 362 As cepas 
isoladas do figado e das hemoculturas mostraram redugao longitudinal dos niveis de resistencia aos antibioticos e 
todas elas tinham duas mutagoes (D18E e S274F) na porina OmpC, que provavelmente resultaram em redugao da 
entrada dos antibioticos. As mutagoes das porinas tambem foram descritas nas cepas de E. aerogenes isoladas 
clinicamente, que tinham niveis altos de resistencia aos betalactamicos. 368 

Alem dos antibioticos betalactamicos, outros antimicrobianos tambem podem depender dos canais de porina 
para entrar na celula bacteriana. A resistencia ao cloranfenicol, que geralmente e causada por degradagao 
enzimatica, tambem pode ser mediada por alteragoes das proteinas das porinas das bacterias entericas 620 e de 
Haemophilus influenzae!" Do mesmo modo, a resistencia de Serratia marcescens aos aminoglicosidios pode ser 
mediada por alteragoes das proteinas das porinas, embora o mecanismo principal de resistencia seja degradagao 
enzimatica. 22 " A resistencia as fluoroquinolonas, que e mediada principalmente por alteragoes da estrutura da 
enzima-alvo, tambem pode ser causada por modificagoes das proteinas da membrana. 241 

Em algumas bacterias, tambem ha uma segunda barreira a permeabilidade dos antibioticos que precisam entrar 
no citoplasma bacteriano. A travessia dessa segunda membrana e conseguida por um processo que requer gasto de 
energia e uma carga negativa minima no citoplasma - forga motriz proteica - de forma a “puxar” os 
aminoglicosidios para dentro do citoplasma. Esse mecanismo de transporte foi demonstrado nas bacterias gram- 
positivas 378 e gram-negativas. 77 Pesquisadores descreveram Enterobacteriaceae mutantes, que eram resistentes aos 
antimicrobianos in vitro porque tinham deficiencias nesse mecanismo de transporte, mas seu significado clinico nao 
estava claro. ’ 34 Essas variantes pareciam formar colonias pequenas nos meios de agar, mas podiam voltar a 
morfologia normal das colonias. 

Bombas de efluxo. As bombas de efluxo sao mecanismos naturais, que as bacterias utilizam para excretar um 
soluto ao exterior da celula. Biologicamente, os mecanismos de transporte ativo sao uteis para remover varias 
substancias potencialmente toxicas, dentre as quais os antimicrobianos podem ate nem ser os mais importantes. 4 ' 
Entretanto, em algumas cepas bacterianas sensiveis, as bombas de efluxo podem ser induzidas por um substrato 


antibiotico e ter suas tangoes naturais subvertidas para bombear rapidamente o farmaco para o exterior da celula; 
deste modo, a bacteria toma-se resistente as agoes intracelulares desse antibiotico. A resistencia antimicrobiana das 
cepas mutantes com bombas de efluxo ativadas pode ser atribuida a ampliagao da expressao das proteinas que as 
compoem, ou a mutagao das proteinas em consequencia de substitutes de aminoacidos, que tornam mais eficiente 
a eliminagao de um substrata. 342,426 ’ 467,468,545,680 As bombas de efluxo especificas exportam um substrata, mas outras 
transportam varios substratos diferentes, inclusive antibioticos de diversas classes. As bombas de efluxo desse 
ultimo tipo estao associadas a multidrogarresistencia (MDR) de varias classes de antibioticos mais 
importantes. 426,468,545 De qualquer forma, o efeito e a redugao das concentragoes intracelulares dos antimicrobianos, 
de forma que suas concentragoes nunca alcancem niveis suficientemente altos para exercer atividade antimicrobiana 
eficaz. As bombas de efluxo sao codificadas por genes cromossomicos ou plasmidiais (p. ex., gene tet de resistencia 
as tetraciclinas e gene qac de resistencia aos compostos de amonio quatemario). 46 Estruturalmente, as proteinas das 
bombas de efluxo tern 12 regioes que se estendem de uma extremidade a outra da membrana (transmembrana) e, 
quando combinadas com estudos genomicos, elas sao usadas para identificar as proteinas envolvidas no efluxo de 
varios antibioticos. 467,680 As bombas de efluxo tambem podem atuar em conjunto com outros mecanismos de 
resistencia da celula bacteriana e conferir resistencia absoluta a determinada classe de antibioticos, mais comumente 
as fluoroquinolonas. 436 

Os microrganismos que tern genomas grandes contem mais genes para codificar bombas de efluxo e as bombas 
que conferem resistencia a multiplos farmacos podem ser encontradas no mesmo microrganismo, inclusive os 
sistemas Acr das Enterobacteriaceae ou os sistemas Mex da P. aeruginosa , 545,467 Cinco familias de bombas de efluxo 
foram descritas (Figura 17.9). 342, 42 6 , 467 , 468 ,545,680 Q ic ] a uma Tessas familias codifica bombas de efluxo que conferem 
resistencia a varios farmacos, incluindo extrusao de compostos taxicos e varios antibioticos (MATE; do ingles, 
multidrug and toxic compound extrusion ); superfamilia de facilitadores principais (MFS; do ingles, major facilitator 
superfamily)-, multidrogarresistencia estafilococica (SMR; do ingles, staphylococcal multiresistance); divisao de 
resistencia da divisao de nodulagao (RND; do ingles, resistance nodulation division); e cassete de ligagao de ATP 
(ABC; do ingles, ATP binding cassette). Embora os transportadores de ABC estejam localizados nos genomas de 
bacterias patogenicas, ate hoje o Lactococcus lactis LmrA e 0 unico microrganismo no qual foi demonstrada 
resistencia por essa superfamilia de bombas de efluxo. 638 
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■ FIGURA 17.9 llustragoes esquematicas das bombas de efluxo. Qac e Smr representam as bombas encontradas nas 
bacterias gram-positivas. EmrAB e MexAB-OprM sao as bombas presentes nas bacterias gram-negativas. A glicoproteina P 
(Pgp) esta presente nas celulas dos mamiferos e representa uma superfamilia de bombas com cassetes de ligagao ao ATP. 
ADP = difosfato de adenosina; Pi = fosfato inorganico. (Adaptada das referencias 467 e 545.) 

A familia RND constitui 0 sistema de bombas de efluxo mais importante em E. coli e em outras bacterias gram- 
negativas. Essas bombas tern estrutura tripartite. Os tres componentes sao uma proteina transportadora (efluxo) na 


















membrana interna (AcrB), uma proteina acessoria periplasmica (AcrA) e um canal de proteinas (TolC) na 
membrana externa (OMP; do ingles, outer-membrane major protein):' 11 Estudos genomicos demonstraram que os 
genes das bombas de efluxo das diversas especies bacterianas sao muito semelhantes, inclusive AcrB/AcrB da E. 
coli, MexB/MexB da P aeruginosa, CmeB/CmeB do Campylobacter jejuni e MtrD/MtrD da Neisseria 
gonorrhoeae , 467 Nas outras especies gram-negativas, as bombas de efluxo da farm'd a RND desempenham fungao 
semelbante as que foram demonstradas em E. coli. Nessa bacteria, o transportador AcrB capta seu substrata do 
interior da bicamada fosfolipidicas ou do citoplasma e o transporta ao interior do meio celular extemo com a 
colaboragao da TolC. ’ ’ A interagao cooperativa da AcrB e TolC e facilitada pela AcrA. 3 As bombas de 
efluxo RND foram subsequentemente caracterizadas em algumas outras especies gram-negativas, inclusive P. 
aeruginosa (i. e., MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN), 467,486,545 S. enterica sorovar. 
Typhimurium <! e outras Enterobacteriaceae, como E. aerogenes , 491 especies de Klebsiella , 383 Serratia 
marcescens , 328 Morganella morganii , 535 Proteus mirabilis , 633 alem de Helicobacter pylori ' ' e H. influenzae a 4 " As 
bombas de efluxo RND usam gradiente de protons atraves da membrana celular bacteriana para expor uma 
molecula do farmaco para cada ion hidrogenio usado. As bombas de efluxo MATE MDR usam forga motriz 
protonica e gradientes de ions sodio para exportar substratos. Esse tipo de transportador foi descrito em algumas 
bacterias patogenicas diferentes, P. aeruginosa (PmpM), 244 E. cloacae , 245 A. baumannii, Clostridium difficile 
(CdeA), 172 S. aureus (MepA)/ 84 Bacteroides thetaiotaomicron (BexA), 396 Brucella melitensis (NorMI), 65 
Haemophilus influenzae (ElmrM) 673 e Vibrio cholerae (McrM e VcnA)° e Vibrio hangaemolyticus (NorM). 108 Nas 
bacterias gram-positivas e gram-negativas, tambem atuam varias bombas de efluxo importantes para o 
desenvolvimento de resistencia as fluoroquinolonas e estes transportadores fazem parte da familia MFS. Estudos 
demonstraram que a NorA de Staphylococcus aureus causa resistencia as fluoroquinolonas. 213 Nos estudos com 
cepas de S. pneumoniae isoladas clinicamente, a bomba de efluxo pmrA tambem conferia resistencia as 
fluoroquinolonas. 468,466 Recentemente, pesquisadores caracterizam uma bomba de efluxo mediada por plasmidio 
(QepA), que confere resistencia de alto nivel as fluoroquinolonas em E. coli e outras bacterias gram-negativas. 99,10 " 
O efluxo produzido por esses dois transportadores tambem utiliza a forga motriz protonica atraves da membrana 
celular. 

O mecanismo de efluxo dependente de energia e uma defesa bacteriana importante contra as tetraciclinas, 387 as 
mais novas glicilciclinas 1 ' e os macrolidios 219 - tres grupos de antibioticos que interferem com a sintese de 
proteinas nos ribossomos. Do mesmo modo, a remogao do antibiotico e um mecanismo de resistencia dos 
estafilococos as fluoroquinolonas, que interferem com a DNA-girase. 213 Estudos tambem demonstraram que os 
aminoglicosidios sao substratos de algumas bombas de efluxo para varios antibioticos, inclusive os membros das 
cinco superfamilias de transportadores bacterianos. 286 A resistencia dos bacilos gram-negativos a alguns antibioticos 
foi atribuida inicialmente a dificuldade de acesso dos farmacos ao interior da celula bacteriana, em razao de seu 
tamanho, hidrofobicidade ou carga. Pesquisadores demonstraram que a eliminagao ativa desses antibioticos do 
interior da celula bacteriana era igualmente importante, porque as bombas podem excretar compostos quimicos 
(inclusive antimicrobianos) diretamente para o meio extracelular, de onde sua reentrada e restrita. 342,426,467,468,545,680 

Inativacao do antibiotico por destruigao ou modificagao 

Betalactamases. As betalactamases constituem uma familia de enzimas produzidas pelas bacterias, que variam 
quanto ao seu espectro de atividade contra a classe de antibioticos betalactamicos. As betalactamases sao a causa 
principal da resistencia bacteriana a esses antibioticos. Hoje em dia, existem descritas betalactamases capazes de 
inativar um ou mais antibioticos betalactamicos, ou toda a classe destes antibioticos. Essas enzimas bacterianas 
inativam essa classe importante de antibioticos clivando a ligagao amida do anel betalactamico de quatro carbonos 
(Figura 17.10). 90 Uma das primeiras betalactamases descobertas foi uma penicilinase, que confere aos estafilococos 
resistencia as penicilinas; 811 contudo, mais recentemente, pesquisadores caracterizam betalactamases de espectro 
estendido em bacterias entericas, que podem inativar um espectro amplo de penicilinas e cefalosporinas. 90,285,450 
Gragas as tecnicas moleculares, os genes que codificam as betalactamases de algumas cepas clinicas resistentes aos 
betalactamicos foram sequenciados e as sequencias dos seus aminoacidos foram deduzidas (G. Jacoby e K. Bush, 
http://www.lahey.org/Studies/). Ate 2009, a quantidade de sequencias proteicas singulares das betalactamases 
passava de 890 e este numero provavelmente aumentara, a medida que continuem a ser estudadas mais cepas 
bacterianas. 90,281,285,450,497 A especificidade de uma betalactamase para determinado antibiotico betalactamico e um 


determinante importante da eficiencia com que a enzima hidrolisa e inativa o farmaco. Uma mutagao pontual de um 
ou mais aminoacidos pode alterar a especificidade da molecula, quando ocorre em uma area estruturalmente critica 
da enzima, 49,88,90 resultando no desenvolvimento rapido de resistencia aos betalactamicos, mesmo aos que foram 
colocados mais recentemente no mercado. 
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■ FIGURA 17.10 Estrutura dos grupos principals de antibioticos betalactamicos - o anel betalactamico esta circundado por 
linhas tracejadas. (Reproduzida, com autorizagao, de Robtsovam MY, Ulyashova MM, Bachmann TT et at. Multiparametric 
determination of genes and their point mutations for identification of betalactamases. Biochemistry (Moscow) 2010;75:1628- 
1649.) 

As bacterias produziam naturalmente betalactamases antes da introdugao de um substrata antibiotico relevante. 
Dois grupos de pesquisadores apresentaram evidencias a favor do conceito de que a fongao fisiologica das 
betalactamases seja reestruturar o peptidoglicano durante o crescimento da celula bacteriana. 43,624 Esses autores 
descobriram que a sintese da betalactamase era induzida pela presenga dos antibioticos betalactamicos e dos 
precursores da parede celular no ambiente extemo, ressaltando a semelhanga estrutural entre a penicilina e a 
terminagao dipeptidica D-alanina-D-alanina das cadeias do peptidoglicano. Hoje em dia, nao restam duvidas de que 
as betalactamases e as PBP tem a mesma origem evolucionaria, ainda que distante. 566 Essas duas classes de 
compostos precisam interagir com os antibioticos betalactamicos de forma a desempenhar suas tangoes. Sequencias 
de aminoacidos semelhantes foram demonstradas em PBP com pesos moleculares grandes e pequenos e em alguns 
tipos de betalactamase. Pesquisadores tambem evidenciaram semelhangas de conformagao e estrutura 



































tridimensional entre as betalactamases e PBP e algumas destas proteinas desempenham fungao de betalactamase 
fraca. 388,423 Alem disso, o mecanismo de agao das betalactamases e da PBP-transpeptidase e a clivagem de uma 
ligagao amida por um mecanismo acil-enzimatico. 88 

Os esquemas de classificagao funcional das betalactamases tambem incluem a possibilidade de que estas 
enzimas sejam bloqueadas por diversos inibidores. 85 ’ 87 ’ 90 ’ 353 Acido clavulanico, sulbactam e tazobactam sao os tres 
inibidores da atividade das betalactamases utilizados na medicina clinica. Esses compostos sao semelhantes aos 
antibioticos betalactamicos e podem ligar-se as betalactamases, seja reversivel ou irreversivelmente, impedindo a 
destruigao do antibiotico. 353 Embora esses inibidores enzimaticos precisem ser semelhantes aos betalactamicos de 
forma que possam desempenhar suas fungoes, eles tern pouca atividade antibacteriana intrinseca. 85 Entretanto, 
quando um inibidor de betalactamase e combinado com um antibiotico betalactamico potente, a presenga do 
inibidor restaura parcial ou completamente a atividade bactericida do antibiotico. Todos os tres inibidores sao 
eficazes contra a penicilinase estafilococica, mas tern eficacia variavel contra as enzimas cromossomicas das 
bacterias gram-negativas. O clavulanato e o tazobactam sao mais ativos que o sulbactam contra as betalactamases 
mediadas por plasmidios das bacterias gram-negativas, inclusive as betalactamases de espectro estendido, 453 mas 
nao ha diferenga significativa entre as atividades inibitorias do clavulanato e do tazobactam (Tabela 17.5). Algumas 
betalactamases, como as carbapenemases da classe A (p. ex., KPC-2) sao resistentes ou inibidas apenas 
parcialmente pela atividade de todos esses tres inibidores. 310 O clavulanato e um indutor mais eficiente das 
betalactamases AmpC da classe C/grupo 1 que o tazobactam ou o sulbactam. 

Pesquisadores desenvolveram varios esquemas de classificagao das betalactamases para agrupar estas enzimas 
complexas e diversificadas, resultando em certa confusao de nomenclatura. Um dos primeiros esquemas de 
classificagao util foi proposto por Richmond e Sykes, 312 mas a quantidade e a variedade de enzimas aumentaram 
alem do escopo deste esquema. Um esquema mais modemo baseado na estrutura molecular, conforme proposto por 
Ambler, 9 incluia necessariamente apenas as enzimas que foram bem-caracterizadas. Mais tarde, Bush-Jacoby 
Medeiros desenvolveram um esquema de classificagao das betalactamases, que integra as caracteristicas funcionais 
e moleculares. 91 Recentemente, Bush e Jacoby publicaram uma atualizagao do seu sistema de classificagao das 
betalactamases baseado no alinhamento das classificagoes estruturais e funcionais; este sistema esta resumido e e 
comparado com o esquema molecular de Ambler na Tabela 17.5. 90 Tambem foi necessario acrescentar a esse 
esquema os subgrupos funcionais novos, em razao da identificagao e ampliagao das principais familias de 
betalactamases; variantes continuam sendo identificadas regularmente. 90 Assim como ocorria nos sistemas de 
classificagao funcionais anteriores, as enzimas foram agrupadas com base em sua capacidade de hidrolisar classes 
de betalactamicos especificos e nas propriedades de inativagao dos inibidores de betalactamase (acido clavulanico, 
sulbactam e tazobactam). Como algumas betalactamases foram descritas apenas com base em uma sequencia 
proteica, com pouca descrigao funcional, Bush e Jacoby sugeriram um conjunto de criterios estruturais e funcionais 
para a caracterizagao cientifica das enzimas recem-descobertas. 99 O Boxe 17.1 apresenta algumas consideragoes 
educacionais sobre as betalactamases e tambem contem uma descrigao sucinta de cada um dos tres grupos de 
enzimas funcionais, bem como dos seus subgrupos. 


Tabela 17.5 Classificagao comparada das betalactamases segundo Bush-Jacoby com o sistema de 
classificagao molecular de Ambler. 3 


Bush Jacoby ( 2010 )° 

Classe 

molecular 

de Ambler 

Enzimas 

Local 

ativo 

Substrato(s) 

antibiotico(s) 

Inibidores 

enzimaticos'’ 

Presentes em 

Grupo 1 Cefalosporinase 

C 

AmpC, ACT-1, 

CMY-2, FOX- 

1, MIR-1 

Serina 

Hidrolisa cefalosporinas, 

inclusive cefamicinas 

PBA, DPA, 

doxacilina 

Enterobacteriaceae, 

especies de 

Acinetobacter 

Grupo 1e Cefalosporinase 

C 

GC1, CMY-37 

Serina 

Aumenta a hidrolise da 

ceftazidima e de 

outros oximino- 

betalactamicos 

Naoeinibida pelo 

CVdoTZ 

Enterobacteriaceae 



Grupo 2a Penicilinases 

A 

PCI 

Serina 

Aumenta a hidrolise da 

penicilina 

CV ou TZ 

S. aureus 

Grupo 2b Penicilinases 

A 

TEM-1, TEM-2, 

SHV-1 

Serina 

Penicilina, cefalosporinas 

de 1-geragao 

CV ou TZ 

Enterobacteriaceae 

Grupo 2be ESBL 

A 

TEM-3, SHV-2, 

CTX-Ms, PER- 

1, VEB-1 

Serina 

Aumenta a hidrolise de 

oximino- 

betalactamicos f 

CV ou TZ 

£. coli, Klebsiella 

pneumoniae, K. 

oxytoca, P. mirabilis, 

Salmonella spp., 

Kluyvera spp. (CTX- 

Ms) 

Grupo 2ber ESBL 

A 

TEM-50 

Serina 

Aumenta a hidrolise de 

oximino- 

betalactamicos f + 

resistencia aos 

inibidores 

Naosaoinibidas 

peloCVouTZ 

Enterobacteriaceae 

Grupo 2d 

D 

0XA-01,0XA-10 


Hidrolise da cloxacilina ou 

oxacilina 

Variavel com CV 

ou TZ 

Enterobacteriaceae 

Grupo 2de ESBL 

D 

OXA-11, OXA-15 

Serina 

Hidrolise da cloxacilina ou 

oxacilina + oximino- 

betalactamicos f 

Variavel com CV 

ou TZ 

P. aeruginosa 

Grupo 2dfCarbapenemase 

D 

OXA-23, OXA-48 

Serina 

Hidrolisa carbapenemicos 

Variavel com CV 

ou TZ 

A. baumannii, 

Enterobacteriaceae 

Grupo 2e ESBL 

A 

CepA 

Serina 

Hidrolisa cefalosporinas 

CV, mas nao 

aztreonam 

Proteae 

Grupo 2fCarbapenemases 

A 

KPC-2, SME-1, 

IMI-1 

Serina 

Hidrolisa 

carbapenemicos, 

oximino- 

cefalosporinas c e 

cefamicinas rf 

Variavel com CV 

ou TZ 

Enterobacteriaceae 

Grupo 3 

Metalocarbapenemases 

B 

IMP-1, VIM-2, 

IND-1, LI 

Zinco 

Hidrolise dos 

carbapenemicos, mas 

nao dos 

monobactamicos 

EDTA 

P. aeruginosa, A. 

baumannii 

Grupo 4 

Nao esta 

inclui'do 

Desconhecido 






a Classificagao de Bush-Jacoby atualizada, adaptada com base na referenda 90. 

'dnibidores de betalactamase: PBA = acido fenilboronico; DPA = acido dipicolinico; CV = acido clavulanico; TZ = tazobactam; 
EDTA = acido etilenodiaminotetracetico. 

c Oximinocefalosporinas = cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima, aztreonam. 

^Cefamicinas = cefoxitina e cefotetana. 



Cefalosporinases do grupo 1. As enzimas classe C de Ambler e grupo 1 de Bush-Jacoby sao basicamente 
cefalosporinases (constitutivas ou induzlveis) presentes nos cromossomos de muitas Enterobacteriaceae e algumas 
outras poucas bacterias gram-negativas. 281 As enzimas mediadas por plasmldios do grupo 1 (p. ex., CMY, FOX, 
MIR, ACT e DHA) sao conhecidas ha cerca de 20 anos, mas as enzimas CMY (1 a 50) sao encontradas mais 
comumente nas cepas isoladas da pratica clinica. 281 As betalactamases AmpC sao ativas principalmente contra as 
cefalosporinas e, em geral, sao resistentes a inibiqao pelo acido clavulanico e ativas contra as cefamicinas como 
cefoxitina e cefotetana (i. e., estes antibioticos sao resistentes). Alem disso, essas enzimas tern grande afmidade pelo 
aztreonam (valores de Ki de apenas 1 a 2 nM), o que as diferencia das cefalosporinases de classe A. 89,281 Tambem 
foram descritas excegoes a esse perfd de atividade habitual das enzimas AmpC, inclusive uma enzima nova, AAC- 
1, encontrada em uma cepa de K. pneumoniae que nao era ativa contra cefoxitina; 22 uma enzima nova que conseguia 
inibir o acido clavulanico ou o tazobactam e foi isolada em E. coli e K. pneumoniae; 23 ,666 e uma enzima nova em E. 
coli, que apresentava resistencia a cefotaxima, mas nao a ceftazidima. 683 Tambem pode haver resistencia aos 
carbapenemicos (especialmente ertapenem) em cepas gram-negativas que produzem niveis altos da betalactamase 
AmpC, alem de demonstrar perda de porinas OM. 64,284 ’ 494 A expressao da AmpC em algumas bacterias, inclusive 
Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Morganella spp., Providencia spp., Acinetobacter 
baumannii e Pseudomonas aeruginosa e constitutiva em niveis baixos, mas e induzivel pela exposigao a alguns 
betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, imipenem e acido clavulanico). 281 ’ 352 ’ 653 


Boxe17.1 


Principals pontos pedagogicos sobre as betalactamases 

• Cada enzima mostra afinidade diferente pelos varios antibioticos betalactamicos 
0 As penicilinases decompoem os antibioticos do grupo das penicilinas 

0 As cefalosporinases decompoem os antibioticos da classe das cefalosporinas 
0 As betalactamases de espectro estendido hidrolisam a maioria dos betalactamicos, exceto carbapenemicos 
0 As carbapenemases hidrolisam os carbapenemicos 

• Os diversos sistemas de dassificaqio das betalactamases diferenciam estas enzimas com base em sua estrutura (Ambler) ou estrutura e funqio 
(Bush) 

• Varias betalactamases de tipos diferentes podem estar presentes e ser expressas na mesma cepa, especialmente entre as bacterias gram- 
negativas: 

0 Enterobacteriaceae - cepas com AMBAS betalactamases: uma AmpC + uma betalactamase de espectro ampliado (ESBL; do ingles, 
extended spectrum (5 lactamase) 

0 P. aeruginosa - cepas com AMBAS betalactamases: uma AmpC + uma MBL 
0 Acinetobacter baumannii - cepas com TRES: uma betalactamase AmpC + MBL + enzima(s) OXA 

• A aguisiqio de urn cassete de genes com integrons contendo urn ou mais genes gue codificam betalactamases resulta freguentemente em 
resistencia a varios antibioticos, porgue estes determinantes carregam outros genes de resistencia antimicrobiana (p. ex., fluoroguinolonas, 
aminoglicosideos etc.) 

• As bacterias multidrogarresistentes (MDR) freguentemente utilizam diversos mecanismos de resistencia, gue Ihes conferem ofenotipo resistente 
final 

0 Betalactamase + mutaqio de porinas, gue reduzem a permeabilidade da parede celular 
0 Betalactamase + sistema de efluxo, gue bombeia o antibiotico para fora da celula. 

As enzimas do subgrupo le sao variantes recem-descritas das enzimas do grupo 1 - conhecidas como 
cefalosporinases de espectro estendido - que tern atividade mais acentuada contra ceftazidima e outros oximino- 
betalactamicos, em razao das substitutes de aminoacidos causadas por mutagoes. 433 A produgao de niveis altos 
desse tipo de enzima em combi nagao com uma mutagao das porinas pode conferir resistencia clinicamente 
significativa aos carbapenemicos. 369 Varias enzimas novas desse subgrupo foram descritas recentemente, inclusive 
CMY-37 em Citrobacter freundii, CMY-10 cm Enterobacter cloacae e CMY-19 da E. coli.'"' 

Serina betalactamases do grupo 2. Esse e o grupo mais numeroso de betalactamases e inclui as classes 
moleculares A e D. O aumento explosivo da quantidade de enzimas do grupo funcional 2 ao longo das ultimas duas 
decadas e atribuido a descoberta e a identificaqao crescente das betalactamases de espectro estendido (ESBL; do 



ingles, extended-spectrum fi-lacta) em todo o mundo. As penicilinases do subgrupo 2a tem espectro limitado de 
atividade contra a benzilpenicilina e os derivados das penicilinas e sao as betalactamases principais dos cocos gram- 
positivos, inclusive estafilococos e enterococos (menos comumente). 90 Essas enzimas tem atividade hidroliticas 
fraca contra as cefalosporinas, carbapenemicos ou monobactamicos, exceto que hidrolisam facilmente o nitrocefm. 
A maioria dessas enzimas e cromossomica, embora algumas penicilinases estafilococicas possam ser carreadas em 
um plasmidio, e todas as enzimas do subgrupo 2a sao inibidas pelo acido clavulanico e tazobactam. 

As betalactamases do subgrupo 2b incluem as enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, que sao algumas das 
betalactamases mediadas por plasmidios mais comuns identificadas ha varias decadas. 90 Essas enzimas hidrolisam 
rapidamente as penicilinas e as cefalosporinas de I s geraqao (inclusive cefaloridina e cefalotina) e sao fortemente 
inibidas por acido clavulanico e tazobactam. As betalactamases do subgrupo 2be sao ESBL. As caracteristicas 
dessas ESBL estao resumidas na Tabela 17.5. Essas enzimas de espectro amplo nao apenas retem atividade contra 
penicilinas e cefalosporinas semelhantes as enzimas do subgrupo 2b, como tambem hidrolisam um ou mais 
oximino-betalactamicos (p. ex., cefotaxima, ceftazidima e aztreonam). Inicialmente, as ESBL desenvolveram-se em 
razao das substitutes de aminoacidos das enzimas TEM-1, TEM-2 e SHV-1, que sao inibidas pelo acido 
clavulanico. 90,496 Mais recentemente, pesquisadores descreveram um grupo de ESBL que cresce rapidamente - as 
chamadas enzimas CTX-M -, que quase certamente se originaram e estao relacionadas com as betalactamases 
cromossomicas das especies de Kluyvera? 1 A maioria das enzimas CTX-M hidrolisa cefotaxima com mais 
eficiencia que a ceftazidima e algumas tambem conseguem hidrolisar outros substratos betalactamicos, inclusive 
cefpima. 450 As enzimas CTX-M sao inibidas pelo tazobactam e, em menor grau, pelo acido clavulanico. 90 Outras 
ESBL encontradas com menos frequencia fazem parte de PER, VEB e outras familias (Tabela 17.5). 217,477,489 As 
enzimas do subgrupo 2br sao betalactamases de espectro estendido, que conservam a atividade do subgrupo 2b, mas 
tambem desenvolveram resistencia ao acido clavulanico e outros inibidores de betalactamase relacionados. Embora 
as enzimas TEM (TEM-30 e TEM-31) e algumas enzimas SHV (SHV-10 e outras) tenham sido caracterizadas 
fiincionalmente nesse grupo, nenhuma enzima CTX-M descoberta ate hoje apresenta este perfd de atividade. 90 
Outro subgrupo de enzimas 2b - as betalactamases do subgrupo 2ber - foram descritas como CMT (TEM mutante 
complexa) (/. e., TEM-50) e todas estao classificadas na familia TEM. As enzimas CMT combinam o espectro 
estendido com resistencia modesta a inibigao pelo acido clavulanico. 90 

As penicilinases do subgrupo 2c hidrolisam carbenicilina ou ticarcilina quase tao rapidamente quanto 
benzilpenicilina, mas tem taxas de hidrolise mais fracas contra cloxacilina ou oxacilina. Essas enzimas sao 
facilmente inibidas por tazobactam e acido clavulanico. Recentemente, pesquisadores descreveram algumas enzimas 
novas desse subgrupo, porque esses dois antibioticos nao estao mais disponiveis para uso clinico. Mais 
recentemente, pesquisadores descreveram a carbenicilinase de espectro ampliado RTG-4 (CARB-10) em 
Acinetobacter baumannii, que tem atividade contra cefepima e cefpiroma. 4 " 

As betalactamases do subgrupo 2d hidrolisam cloxacilina ou oxacilina e, por esta razao, sao conhecidas como 
enzimas OXA. Essas enzimas estao na classe molecular D e podem ou nao ser inibidas pelo acido clavulanico ou 
tazobactam. Hoje em dia, as enzimas OXA constituem a segunda familia mais numerosa de betalactamases (Tabela 
17.5). Recentemente, pesquisadores descreveram um subgrupo novo de enzimas OXA (subgrupo 2de) em P. 
aeruginosa isolada na Franga e na Turquia. 90,450 Essas enzimas (p. ex., OXA-11 e OXA-15) evoluiram da OXA 10 
por substitutes de aminoacidos, conservaram a atividade do subgrupo 2d e tem espectro ampliado, que inclui os 
oximino-betalactamicos (p. ex., ceftazidima), mas nao os carbapenemicos. 90 Outro subgrupo novo de enzimas OXA 
- designado como subgrupo 2df- tem atividade hidroliticas contra os carbapenemicos, embora sua agao seja fraca 
contra alguns substratos destes antibioticos. 648 A maioria dessas enzimas e cromossomica e foi caracterizada a partir 
de A. baumannii, 648 mas tambem foram descritas algumas enzimas OXA codificadas por plasmidios nas 
Enterobacteriaceae (p. ex., OXA-23 e OXA-48). 478 Nos casos tipicos, as betalactamases OXA 2df nao sao inibidas 
pelo acido clavulanico. 

As cefalosporinases do subgrupo 2e podem ser confundidas no laboratorio clinico com as enzimas AmpC do 
grupo 1 ou ESBL, porque sao encontradas em bacterias gram-negativas semelhantes e tem perfis de resistencia 
comparaveis. Contudo, hoje em dia esse grupo esta referido as cefalosporinases cromossomicas induziveis dos 
Proteus. Essas enzimas podem ser diferenciadas quando se demonstra afmidade baixa pelo aztreonam e inibigao 
pelo acido clavulanico. S6 



As betalactamases do subgrupo 2f sao serinas carbapenemases da classe molecular A, que hidrolisam 
basicamente carbapenemicos e sao mais inibidas pelo tazobactam que pelo acido clavulanico. A maioria dessas 
enzimas e cromossomica e inclui a famllia SME e tambem as betalactamases IMI-1 e NMC-1. 430,495,498 Mais 
recentemente, as serinas carbapenemases codificadas por plasmldios, inclusive as enzimas KPC e algumas GES, 
surgiram nesse subgrupo e tern se disseminado rapidamente em todo o mundo. 63 As carbapenemases KPC carreadas 
pela Klebsiella pneumoniae 1 causaram surtos hospitalares significativos, principalmente na regiao leste dos 
EUA. 63,495 

Metalobetalactamases (MBL) do grupo 3. As MBL formam um grupo singular de betalactamases, que tern um 
ion zinco no seu local ativo (Tabela 17.5). Essas metaloenzimas hidrolisam os carbapenemicos, mas sao pouco 
ativas na hidrolise dos monobactamicos. 647 Elas nao sao inibidas pelo tazobactam ou acido clavulanico, mas sao 
prontamente inibidas pelo EDTA (acido etilenodiaminotetracetico), acido dipicolinico ou 1,10-o-fenantrolina. 373 
Hoje em dia, existem dois subgrupos funcionais propostos, dos quais o principal e o subgrupo 3 a, que inclui a 
familia principal de enzimas plasmidiais IMP e VIM (subclasse Bl) descrita mundialmente em P. aeruginosa e 
tambem em membros da familia Enterobacteriaceae. 498,647 Essas enzimas tern sequencias de aminoacidos 
semelhantes, que atuam como ligantes para as duas moleculas de zinco em seu local ativo e conferem atividade 
hidroliticas amp la. 90 Varias outras enzimas MBL foram acrescentadas ao subgrupo 3a, inclusive a MBL LI de 
Stenotrophomonas maltophilia e as MBL da subclasse B3 (z. e., CAU-1, GOB-1 e FEZ-1), porque tern perfis de 
substratos com espectro amplo semelhante (z. e., taxas altas de hidrolise de penicilina, cefalosporina e 
carbapenemico, mas nao para os antibioticos monobactamicos); contudo, estas enzimas diferem quanto a sequencia 
de aminoacidos envolvidos na ligapao do ion zinco em seus locais de apao. 90 Por outro lado, as MBL do subgrupo 
3b hidrolisam preferencialmente carbapenemicos, de forma que nao sao detectadas quando se utiliza um substrata 
de cefalosporina cromogenico (z. e., nitrocefm) para testar a atividade de betalactamase. 495 Essas enzimas tambem 
sao mais ativas quando apenas um dos locais de ligapao do zinco esta ocupado. As MBL cromossomicas das 
especies de Aeromonas sao um exemplo de metaloenzimas do subgrupo 3b. 678 

Enzimas modificadoras dos aminoglicosidios. Os aminoglicosidios contem um nucleo (um anel de 
aminociclitol, que pode ser estreptidina ou 2-desoxistreptamina) e dois ou mais apucares ligados por pontes 
glicosidicas ao nucleo. Os aminoglicosidios sao moleculas naturais produzidas pelos actinomicetos. Os derivados 
semissinteticos produzidos pelos Streptomyces sao marcados com o sufixo “cina” e incluem netilmicina, sisomicina, 
gentamicina, isepamicina, dibecacina e amicacina. 503 Os derivados originados do Micromonospora sao assinalados 
pelo sufixo “micina” e incluem estreptomicina, canamicina, neomicina, tobramicina e paramomicina/"' Esses 
antibioticos ligam-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano e isto torna o ribossomo indisponivel para a 
tradupao, resultando na inibipao da sintese de proteinas e na morte da celula. 324,511 ’ A maior parte da resistencia aos 
aminoglicosidios resulta da inativapao do farmaco por enzimas bacterianas intracelulares modificadoras, embora as 
bombas de efluxo e as alterapoes do local de apao tambem contribuam em menor grau. 28 ' 1,8 "’ A amicacina nao e 
inativada pelas enzimas comuns que inativam a gentamicina e a tobramicina, em razao das diferenpas estruturais 
entre esses dois farmacos. Contudo, todos os antibioticos aminoglicosidios estao sujeitos a inativapao por uma 
dessas enzimas. 286,503,618 As enzimas modificadores dos aminoglicosidios catalisam a modificapao de grupos -OH ou 
-NH 2 do nucleo da 2-desoxistreptamina ou das moleculas de apucar e podem ser fosfotransferases (APH), 
acetiltransferases (AAC) ou nucleotidiltransferases (ANT) (Figura 17.11). 359,503,618 Essas enzimas estao presentes em 
quase todos os tipos de bacterias em razao do surgimento continuo de novas variantes enzimaticas, que podem 
utilizar um numero crescente de substratos antibioticos, alem do fato de que seus genes codificadores podem passar 
por transference horizontal como parte dos integrons, dos cassetes de genes, dos transposons ou dos plasmidios 
conjugativos. 618 A nomenclatura das diversas enzimas que modificam os aminoglicosidios e confusa, porque o 
sistema original utilizava apenas letras. 435 Hoje em dia, a maioria dos cientistas usa um identificador de tres letras 
para descrever a atividade, seguido do local de modificapao entre parenteses (classe), de um numeral romano para o 
perfil de resistencia (subclasse) e de uma letra minuscula como identificador individual (z. e., as enzimas AAC[6’] I 
sao designadas como AAC[6’]-Ib a AAC[6’]-Iaf). 550 O numero de enzimas modificadoras dos aminoglicosidios 
descritas ate hoje e amplo e sua descripao estaria alem dos propositos deste capitulo, mas os leitores interessados 
podem consultar varias revisoes excelentes. 286,503,618 

As acetiltransferases dos aminoglicosidios (AAC) fazem parte da superfamilia de proteinas /V-acetiltransferases 
relacionadas com a GCN5 (GNAT) e catalisam a acetilapao de um dos quatro grupos amino (-NH 2 ) do farmaco. 


AAC sao classificadas com base em sua especificidade da transferencia do grupo acetila da molecula do 
aminoglicosidio e catalisam a acetilagao nas posigoes 1[AAC (1)], 3 [AAC (3)], 2’ [AAC (2’)] ou 6’ [AAC (6’)] 
(Figura 17.11). Todos os tipos de enzimas AAC foram encontrados predominantemente nas bacterias gram- 
negativas, embora alguns tambem tenham sido observados nos actinomicetos [AAC(l)], micobacterias [AAC(2’)] e 
gram-positivos [AAC(6’)]. 503 AAC(6’) sao as enzimas encontradas mais frequentemente nas bacterias gram- 
negativas e tambem nas gram-positivas e seus genes foram localizados nos cromossomos e nos plasmidios, 
comumente como parte dos elementos geneticos transferiveis. As duas subclasses principais de enzimas AAC(6’) 
diferem quanto sua atividade contra amicacina e gentamicina Cl. As enzimas AAC(6’)-I tern atividade alta contra 
amicacina e gentamicina Cla e C2, mas pouca atividade contra gentamicina Cl. As enzimas AAC (6’)-II catalisam 
a acetilagao de todos os tres tipos de gentamicina, mas nao mostram atividade contra a amicacina. A AAC(6’)-Ib e a 
acetiltransferase clinicamente mais relevante e e responsavel pela resistencia a amicacina e outros aminoglicosidios 
de varias bacterias gram-negativas, inclusive Acinetobacter, e membros das familias Enterobacteriaceae, 
Pseudomonadaceae e Vibrionaceae.' 1 ” Recentemente, pesquisadores tambem descreveram uma classe nova de 
enzimas AAC, que tambem utiliza as fluoroquinolonas como substratos e foi designada como AAC(6’)-Ib cr porque 
provavelmente se originou da AAC(6’)-Ib por modificagao de apenas dois aminoacidos (Trpl02Arg e Aspl79Tyr). 
Desse modo, a transferencia horizontal do determinante da AAC(6’)-Ib-cr confere resistencia de alto nivel aos 
antibioticos das classes dos aminoglicosidios e das fluoroquinolonas/ 2 ^ 76 Em vista do ritmo acelerado da 
descoberta de novas enzimas modificadoras de aminoglicosidios do tipo AAC, e provavel que muitas outras ainda 
sejam descritas no fiituro. ANT catalisam a transferencia de um grupo AMP do ATP para um grupo -OH da 
molecula do aminoglicosidio e, deste modo, inativam o farmaco original. Existem descritas cinco classes de ANT 
capazes de catalisar a adenilagao nas posigoes 6[ANT(6)], 9[ANT(9)], 4’[ANT(4’)], 2”[ANT(2”)] e 3”[ANT (3”)], 
mas apenas a ANT(4’) tern duas subclasses (I e II). 678 Diversos tipos de enzimas ANT sao encontrados geralmente 
nas bacterias gram-positivas, inclusive Enterococcus, Staphylococcus e Bacillus. 107,50j ’ 631 Entretanto, ANT(4’)-IIa 
foi identificada nos plasmidios das Pseudomonas e Enterobacteriaceae, 282 enquanto um transposon carreador de 
ANTI(4’)-IIb foi descrito em uma cepa de P aeruginosa , 136 APH catalisam a transferencia de um grupo fosfato a 
molecula do aminoglicosidio. As classes e subclasses das enzimas APH sao as seguintes: APH(4)-I, APH(6)-I, 
APH(9)-I, APH(3’)-I a VII, APH(2’)-I a IV, APH(3”)-I e APH(7”)-I. 503 Os diversos tipos de enzimas APH sao 
encontrados principalmente nas especies gram-negativas, inclusive P aeruginosa, S. maltophilia, A. baumannii, K. 
pneumoniae, C. jejuni e Legionella pneumophila, mas os determinantes da APH(3’)-lc tambem estao distribuidos 
entre as especies de Corynebacterium. U6 ’ 2&2,4il ’ 5m,a2 
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■ FIGURA 17.11 Agoes das enzimas modificadoras de aminoglicosidios em agentes antimicrobianos comuns 
representatives de aminoglicosidios e modificagao de locais pelas enzimas AAC, ANT e APH. A figura ilustra urn exemplo de 
cada tipo de modificagao em urn dos substratos. O quadrado e a elipse nas posigoes 2’ e 6’ da paromomicina I indicam que 
esta molecula e preferencialmente acetilada na posigao 1. Canamicina, estreptomicina, espectinomicina e higromicina B 
podem ser modificadas em diversas posigoes. (Adaptada com base na referencia 503.) 

Embora os aminoglicosidios tenham caido em descredito clinico em razao de seu perfil de toxicidade intrinseca 
e da disponibilidade de outros antibioticos potentes ativos contra bacterias gram-negativas, a resistencia crescente a 
um ou mais dos aminoglicosidios tambem contribuiu com a redugao de seu uso. A resistencia aos aminoglicosidios 
desenvolveu-se em taxas epidemicas nos hospitais de todo o mundo, desde sua introdugao na pratica clinica. 203 ' 204,676 
Miller et al. resumiram os resultados de varios estudos e encontraram variagoes ao longo do tempo e entre as 
regioes geograficas. ’' Aparentemente, nesse estudo e em outros mais recentes, havia uma correlagao da resistencia 
com os padroes de utilizagao dos antibioticos. 5,664 Hoje em dia, algumas enzimas modificadoras dos 
aminoglicosidios das bacterias gram-negativas tomaram-se tao amplamente distribuidas, que determinados farmacos 
(p. ex., canamicina) nao sao mais utilizados e outros (p. ex., estreptomicina) sao reservados para condigoes clinicas 
especificas. O indice de resistencia aos outros aminoglicosidios, como a gentamicina e a tobramicina, tambem 
variam amplamente entre as diversas regioes. Mesmo a amicacina, que e a menos suscetivel a inativagao, pode 
tornar-se ineficaz por outros mecanismos (p. ex., bombas de efluxo), principalmente na Pseudomonas aeruginosa . 4011 

Outras enzimas. Varias outras classes importantes de antibioticos podem ser inativadas pelas enzimas 
bacterianas. No caso do cloranfenicol, a enzima acetiltransferase e responsavel pela maior parte da resistencia 
clinica. 201 Um mecanismo sutil de resistencia as tetraciclinas e inativagao enzimatica. 602 A resistencia das bacterias 
gram-positivas aos antibioticos macrolidios e lincosamidios pode ser atribuida a varios mecanismos isolados ou 
combinados, inclusive inativagao enzimatica, alteragao dos alvos ribossomicos ou efluxo ativo. 332 Alguns genes da 
rRNA-metilase (erm) foram identificados e causam metilagao do componente 23S rRNA da subunidade 5OS do 
ribossomo, que inclui bases essenciais de adenina no dominio funcional da peptidiltransferase. 522 O fenotipo MLSB 
(resistencia cruzada aos macrolidios, lincosamidas e estreptogramina B) conferido pelos genes erm esta disperso 
entre as bacterias gram-positivas e gram-negativas e confere resistencia a todos os macrolidios (inclusive 
claritromicina e azitromicina), lincosamidios (clindamicina) e estreptograminas (quinupristina-dalfopristina). 

Modificagao do local-alvo 

A alteragao dos locais-alvo, nos quais os antibioticos atuam, e um mecanismo comum de resistencia. A maioria dos 
locais de agao dos antibioticos nas celulas bacterianas tambem desempenha fungoes essenciais no crescimento 
microbiano e/ou nos sistemas metabolicos. As mutagoes no local-alvo, portanto, devem ocorrer de modo que a 
bacteria consiga escapar da agao antimicrobiana, mas que a fungao celular normal continue sem interrupgao. 
Frequentemente, as mutagoes bacterianas que resultam em redugao da sensibilidade a uma ou mais classes 
principais de antibioticos causam nao apenas modificagao irreversivel da estrutura-alvo, mas tambem acarretam 
outras alteragoes celulares para compensar a alteragao do local-alvo (/. e., acrescimo de genes novos). Esta segao 
apresenta uma descrigao sucinta dos tipos mais importantes de modificagoes dos alvos bacterianos, que resultam em 
resistencia clinicamente significativa a uma ou mais classes de antibioticos. 

Proteinas de ligaqao da penicilina. Uma das alteragoes clinicamente mais relevantes dos alvos bacterianos, 
que ocorreu principalmente nas bacterias gram-positivas, foi a aquisigao de uma estrutura de transpeptidase alterada, 
de forma que os betalactamicos tenham ligagao nao covalente reduzida por uma reagao de acilagao em seu local de 
agao. 2 "" As cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA; do ingles, methicillin-resistant S. aureus) tem niveis 
altos de resistencia a meticilina e a outros antibioticos betalactamicos, em consequencia da aquisigao e expressao do 
gene mecA. 628 Esse gene codifica uma PBP2a alterada (/. e., tambem conhecida como PBP2’), que faz parte de um 
grupo de transpeptidases envolvidas na sintese da parede celular das bacterias. 237,239 A exposigao dos estafilococos 
sensiveis a meticilina a este antibiotico induziu uma alteragao da PBP2, resultando na variante PBP2a; as variantes 
que perderam resistencia nao continham a proteina de ligagao alterada. 2 ’ 9 Em seguida, pesquisadores demonstraram 
que o gene mecA era carreado em um elemento genetico grande conhecido como mec do cassete cromossdmico 
estafilococico (SCC mec), que e carreado pelo cromossomo e integrado perto da origem da rcplicagao. 2 ' S. aureus 
adquiriu mais provavelmente o SCC mec por transference horizontal de uma especie de Staphylococcus coagulase- 
negativa. Ate hoje, existem descritos 11 tipos diferentes de SCC mec, que sao designados de I a XI, alem de diversas 


variantes. 255,625 Os diferentes tipos de SCC mec codificam outros genes de resistencia aos antibioticos e seu tamanho 
varia de 21 a 67 kb. 

Recentemente, pesquisadores europeus tambem descreveram cepas de MRSA em fontes animais e humanas, que 
portavam um novo homo logo do gene mec A, que originalmente era conhecido como mecALGA 25l porque foi 
descoberto na cepa LG251, mas hoje e designado como gene mecC. 205,553 O gene mecC tern homologia de apenas 
69% com o gene mec A e tambem produz uma PBP2a muito diferente da que e codificada pelo gene mec A. 116 

A resistencia do S. pneumoniae aos antibioticos betalactamicos tambem e atribuida a perda de afmidade pelas 
PBP. A resistencia a penicilina ocorre por alteragao da PBP2b, enquanto a resistencia as cefalosporinas de terceira 
geragao e atribuida as alteragoes estruturais da PBP la e da PBP2x.“ ’ ’ “ O mecanismo da alteragao da estrutura 
da PBP de S. pneumoniae e diferente do que foi descrito no S. aureus. As alteragoes de diversas PBP resultam em 
um processo em varias etapas, que culminam no aumento progressive da resistencia em razao de reagoes de 
recombinagao entre os genes das PBP de S. pneumoniae e os genes de outras especies estreptococicas diretamente 
relacionadas, por meio de um processo de permutas transformacionais de informagao genetica entre estas bacterias 
muito semelhantes. 125,1 11 Os eventos de recombinagao genetica bem-sucedidos resultam em um mosaico de 
estruturas geneticas dos genes PenA e PenB, que codificam a resistencia a penicilina desse microrganismo por 
alteragoes de PBP. 

Os enterococos tambem desenvolvem resistencia aos antibioticos glicopeptidios porque elaboram PBP com 
afmidade intrinsecamente baixa. 17,334 Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis usam varias PBP como alvos 
para ligagao dos betalactamicos. A aquisigao de um ou dois clusters relacionados - conhecidos como Van A e VanB - 
pelos enterococos confere resistencia de alto nivel aos antibioticos glicopeptidios, que e atribuida a produgao 
exagerada de PBP5 de baixa afmidade (PBP5fm) com capacidade reduzida de ligagao de betalactamicos. 20,319 Os 
clusters VanA e VanB estao localizados em transposons e plasmidios e sao transferidos horizontalmente dos 
enterococos para outras especies bacterianas. O cluster Van codifica enzimas, que produzem um precursor 
modificado do peptidoglicano com terminagao de D-Alanil D-Lactato (D-Ala D-Lac), em vez de D-Ala D- 
Ala. 20,319,334,335 A alga peptidica da PBP5fm mutante e Enterococcus e mais rigida que a das PBP com alta afmidade 
de ligagao aos betalactamicos e o local ativo contem um residuo de valina hidrofobica, que tambem poderia 
dificultar o acesso aos betalactamicos. As estruturas das PBP parecem ser semelhantes as de PBP2a de baixa 
afmidade das cepas de MRSA. Os clusters VanB sao constituidos por tres genes, que aparentemente se originam das 
bacterias que produzem glicopeptidios, inclusive: (1) os genes Van H ou Van H B , que codificam uma desidrogenase 
capaz de reduzir o piruvato em D-lactato; (2) os genes VanA ou VanB, que codificam uma ligase que sintetiza D-Ala 
D-Lac; e (3) os genes Van X ou Van X B , que codificam uma D-dipeptidase capaz de hidrolisar a D-Ala D-Ala 
preexistente. 334,634 A resistencia dos enterococos aos glicopeptidios e induzida em presenga da vancomicina ou da 
teicoplanina e um sistema regulador de dois componentes (VanRS e VanR B S B ) controla a expressao dos genes 
Van , 20,334,335 Outros grupos de genes que conferem resistencia aos glicopeptidios foram caracterizados em E. 
faecium, inclusive VanD, VanE e VanM, enquanto os clusters VanG e VanN tambem podem ocorrer em E. 
faecalis. 57,394,429 ’ 612 Enterococcus casseliflavus e Enterococcus gallinarum sao intrinsecamente resistentes em razao 
da presenga de um cluster VanC. 111,336 

As cepas de S. aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina, ou de S. aureus com sensibilidade 
intermediaria e resistencia absoluta a vancomicina (VISA/VRSA), foram isoladas inicialmente no Japao em 1997 e 
tinham concentragoes inibitorias minimas (CIM) de 8 pg/rnf (/. e., tambem eram conhecidos como S. aureus com 
sensibilidade intermediaria aos glicopeptidios, ou GISA [do ingles, glycopeptide-intermediate S. aureus]). 253,567 
Essas cepas apresentavam varias alteragoes da parede celular, em comparagao com as cepas controle, inclusive um 
aumento da espessura da parede bacteriana. A porcentagem aumentada de peptidoglicano provem dos peptidios, que 
contem residuos de glutamina nao aminada que acarretam redugao das ligagoes cruzadas entre os 
peptidoglicanos. 253,607 Por isso, uma quantidade menor de antibiotico glicopeptidio alcanga os local-alvo da parede 
celular de cepas VISA/VRSA, porque a parede celular mais espessa retem as moleculas do antibiotico, antes que 
possa chegar a membrana citoplasmatica. 140 Em 2002, pesquisadores identificaram um mecanismo novo de 
resistencia de alto nivel a vancomicina em uma cepa de MRSA com CIM de 32 pg/ml. 235 Essa cepa havia adquirido 
o cluster de genes VanA dos enterococos, mas tambem tinha um cassete de genes SCCmecA e, juntos, estes genes 
codificam varias alteragoes da composigao do peptidoglicano da bacteria, que conferiam resistencia de alto nivel aos 



glicopeptidios. Ate hoje, os relatos de resistencia a vancomicina entre S. aureus e as cepas de MRSA tem sido 
isolados, 560,612 mas uma disseminagao deste tipo de resistencia no fiituro poderia ter consequencias clfnicas graves. 

Pesquisadores tambem descreveram resistencia aos betalactamicos atribuida as alteragoes das PBP de outras 
bacterias. No Japao, algumas cepas do H. influenzae eram resistentes aos betalactamicos em razao da aquisigao do 
gene ftsl, que codificava mutagoes em PBP3. 241,379 Os estreptococos nao tolerantes do grupo A mostram 1 igagao 
reduzida da penicilina a PBP3, ligagao aumentada a PBP5 e substituigao da PBP2 por uma nova PBP2a’, que tem 
afmidade diminuida para a ligagao a penicilina. 174 A afmidade da PBP3 pela penicilina tambem e reduzida nas cepas 
de Listeria monocytogenes com sensibilidade reduzida ao imipenem e a penicilina. 635 Varias cepas de bacterias 
gram-negativas, que tem afmidade reduzida a PBP2 pelo imipenem, P. mirabilis, P. aeruginosa e A. baumannii 
foram caracterizadas. 36,212,420 A resistencia de Helicobacter pylori a amoxicilina tambem foi atribuida as mutagoes 
do gene pbpl. A5X 

DNA-girase A resistencia as fluoroquinolonas e conferida principalmente por mutagoes cromossomicas de duas 
enzimas envolvidas na sintese do DNA, DNA-girase e topoisomerase IV. DNA-girase produz regioes 
superespiraladas negativas no DNA bacteriano em frente a forquilha de replicagao. Esse complexo enzimatico e 
composto de duas subunidades (uma subunidade GyrA e duas GyrB), que sao codificadas por seus respectivos 
genes gyrA e gyrB. A topoisomerase IV separa os cromossomos descendentes interligados depois da replicagao. Na 
maioria das bacterias, o complexo dessa enzima e formado por duas subunidades ParC e duas subunidades ParE, 
que sao codificadas por seus respectivos genes parC e parE. Em S. aureus, a topoisomerase IV e codificada por 
duas subunidades conhecidas como GrlA e GrlB. As fluoroquinolonas ligam-se aos complexos enzimaticos da 
DNA-DNA-girase ou topoisomerase e acarretam alteragoes de conformagao destas enzimas, que resultam no 
bloqueio da replicagao do DNA e na introdugao de falbas no DNA de dupla-helice. 262 Mutagoes do gene gyrA, que 
alteram a subunidade GyrA da DNA-girase, ocorrem em uma regiao da proteina altamente conservada entre as 
diversas especies bacterianas e que e conhecida como regiao determinante da resistencia as fluoroquinolonas 
(QRDR) e que especifica o local ativo da enzima (/. e., entre os aminoacidos 67 e 106). 261 Duas mutagoes 
conhecidas dos genes nalC e nalD da subunidade B da DNA-girase resultam em substituigoes de aminoacidos na 
parte central da molecula entre as posigoes 426 e 447, conferindo um nivel moderado de resistencia ao acido 
nalidixico; ate agora, estas mutagoes foram detectadas apenas raramente em cepas isoladas da pratica cllnica. 261 Por 
essa razao, o nivel de resistencia as fluoroquinolonas pode diferir de acordo com o local de mutagao e o aminoacido 
e substituido em um determinado isolado clinico. 

Nas bacterias gram-negativas, a resistencia de alto nivel as fluoroquinolonas e atribuida geralmente as mutagoes 
da subunidade GyrA. Embora ocorram alteragoes da subunidade GyrB (/. e., mutagoes do gene gyrB), elas sao 
muito menos comuns que as mutagoes da subunidade GyrA e produzem niveis mais baixos de resistencia as 
fluoroquinolonas que as mutagoes no gene gyrA. As mutagoes codificadas pelo gene gyrA causam alteragoes na 
parte da subunidade GyrA, que se liga ao DNA durante a replicagao (/. e., local ativo) e resultam em resistencia das 
Enterobacteriaceae aos antibioticos em razao da redugao da afmidade pelo complexo DNA-DNA-girase 
alterado. 262,551,654 Nas bacterias gram-negativas, a topoisomerase IV funciona como alvo secundario das 
fluoroquinolonas e as mutagoes dos genes ParC e ParE sao menos comuns. 262 

Embora tenham sido descritas mutagoes nos genes ParC ou ParE, que resultam em alteragao do complexo 
formado pela enzima topoisomerase IV e pelo DNA de E. coli, mutagoes coexistentes no gene gyrA de algumas 
cepas causam alto nivel de resistencia as fluoroquinolonas. 262,380,5 '’ 1 As mutagoes da enzima topoisomerase IV sao 
mais comuns nas bacterias gram-positivas, principalmente S. aureus e S. pneumoniae, nas quais as alteragoes de 
uma das subunidades podem acarretar altos niveis de resistencia as fluoroquinolonas. Entretanto, as mutagoes nos 
genes ParC ou GrlA de S. aureus sao mais frequentes que as mutagoes em ParE ou GrlB desta bacteria. 260,304,305 
Mecanismos semelhantes conferem resistencia das bacterias gram-positivas as fluoroquinolonas. Mutagoes em 
ParC diminuem a afmidade do complexo DNA-topoisomerase IV pelos antibioticos. 62,260,405 

O desenvolvimento e a identificagao de varios mecanismos de resistencia mediada por plasmidios as 
fluoroquinolonas, principalmente entre as bacterias gram-negativas, sao preocupantes. 99,380,523 Inicialmente, a 
resistencia mediada por plasmidios as fluoroquinolonas foi descrita inicialmente em isolados de K. pneumoniae, em 
consequencia da aquisigao de um gene qnr, que conferia niveis altos de resistencia ao ciprofloxacino (i. e., CIMs de 
ate 32 pg/mE). 524 Resistencia aos antibioticos foi atribuida a um gene qnrAl mediado por plasmidio, que codificava 
a proteina QnrAl - uma proteina pentapeptidica repetida, que atua protegendo a DNA-girase da ligagao das 


fluoroquinolonas. Desde entao, foram identificadas cinco outras protein as QnrA variantes (Qnr2 a Qnr6) e tres 
outros determinantes bacterianos qnr mediados por plasmidios, que tem em comum alguma semelhanga com o gene 
qnrAl (i. e., qnrBl, qnrCl e qnrSl )." A prevalencia dos genes qnr entre as bacterias gram-negativas foi calculada 
na faixa de 1 a 5%." Ate hoje, pesquisadores descreveram dois outros mecanismos principais mediados por 
plasmidios, que tambem conferem niveis altos de resistencia as fluoroquinolonas, inclusive a enzima modiftcadora 
dos aminoglicosidios acetiltransferase AAC(6’)-Ib-cr (ver Enzimas modificadoras dos aminoglicosidios) 523 e a 
bomba de efluxo QepA relacionada com o sistema MFS (ver Bombas de efluxo). 99 

Outros locais-alvo. A resistencia a agao dos antibioticos que bloqueiam a sintese de proteinas por meio da 
ligagao as subunidades 50S do ribossomo bacteriano (p. ex., macrolidios, lincosidios e estreptogramina B) tambem 
pode ocorrer por alteragao do local-alvo. A mutagao do componente 23S rRNA da subunidade 50S, que ftca perto 
das regioes nas quais ocorre resistencia a metilagao, tambem esta associada independentemente a resistencia aos 
macrolidios de algumas especies bacterianas. 332 A alteragao das proteinas L4 e L22 da subunidade 50S, assim como 
as mutagoes de seu componente 23S rRNA, foram descritas em 5. pneumoniae , 61,93 

Oxazolidinonas (/. e., linezolida) tambem inibem a sintese de proteinas por ligagao a subunidade 50S do 
ribossomo bacteriano, assim como por inibigao da formagao do complexo de iniciagao e da translocagao da peptidil- 
tRNA do local A para o P. 60 Recentemente, a resistencia a linezolida foi descrita tanto em S. aureus e em cepas de 
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE; do ingles, vancomycin-resistant Enterococcus) em razao da mutagao 
da subunidade 23S rRNA, que resulta na redugao da afmidade do antibiotico por seu local de agao. 391 ’ 492 

A rifampicina e um antibiotico importante usado para tratar infecgoes por Mycobacterium tuberculosis e H. 
pylori e como farmaco adjuvante em combinagao com outros antibioticos para tratar infecgoes invasivas causadas 
por S. aureus. A rifampicina atua na RNA-polimerase codiftcada pelo gene rpoB. Mutagoes, insergoes e delegoes 
pontuais desenvolvem-se rapidamente na subunidade P dessa enzima, principalmente quando os pacientes sao 
tratados apenas com esse antibiotico. 11,248,249,519 

A resistencia de S. aureus e S. pneumoniae a trimetoprima ocorre por mutagao do gene dhfr, resultando na 
modificagao da enzima di-hidrofolato-redutase e na redugao da afmidade do antibiotico por sua enzima- 
alvo. 270 ’ 271 ' 544 Muitos tipos diferentes de genes transferiveis que conferem resistencia a trimetoprima, localizados em 
integrons, transposons e plasmidios, tambem foram descritos em bacterias gram-negativas. 33,476,643,650 

Por fim, a resistencia aos antibioticos mupirocina e acido fusidico usados para reduzir numero de bacterias da 
pele e das mucosas devido a S. aureus tambem ocorre por modificagao dos locais de agao. Niveis altos de 
resistencia de S. aureus a mupirocina (/. e., CIM de 512 pg/m£) dependem da aquisigao do gene mupA, que causa 
alteragoes da enzima-alvo (isoleucil-tRNA-sintetase). 129 Mais recentemente, pesquisadores descreveram um novo 
gene mupB, que conferia a S. aureus niveis altos de resistencia a mupirocina, mas a tRNA-sintetase classe I tinha 
pouca semelbanga com os produtos do gene mupA ou ileS. 541 Por outro lado, niveis baixos de resistencia a 
mupirocina ocorrem quando existem mutagoes pontuais do gene ileS, que codifica a isoleucil tRNA sintetase 
cromossomica. 10 O acido fusidico tambem bloqueia a sintese de proteinas dos estafilococos por inibigao da fungao 
do fator de alongamento (EF-G). Cepas de S. aureus resistentes ao acido fusidico tem mutagoes pontuais dentro do 
gene fusA cromossomico, que codifica o EF-G. 321,626 

Vias alternativas (bypass) como mecanismo de resistencia 

As bacterias tambem podem tomar-se resistentes a agao de antibioticos especificos quando desenvolvem uma via 
metabolica altemativa para as fiingoes normais, que pode originar do escape da agao destes farmacos. O exemplo 
clinicamente mais importante de um mecanismo de bypass e a capacidade de ocorrer naturalmente o uso de 
compostos como acido folinico por isolados de Enterococcus para crescer, in vivo, apesar da presenga de 
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT). 221,685 Essas cepas podem ser aparentemente sensiveis in vitro, embora nao 
respondam ao antibiotico in vivo. Com o acrescimo de acido folinico ao meio de cultura, o resultado do teste in vitro 
pode ser convertido de sensivel a resistente. Por essa razao, os enterococos nao devem ser testados com SXT. 
Pesquisadores tambem descreveram enterococos, que tinham desenvolvido um mecanismo alternative de sintese da 
parede celular resultando em um processo diferente de ligagao cruzadas dos componentes de peptidoglicano, que 
evitava os locais de agao dos antibioticos betalactamicos e glicopeptidios. 137 


Mecanismo da resistencia bacteriana a varios antibioticos 


As bacterias desenvolveram mecanismos de multirresistencia, e um ou mais mecanismos de resistencia semelhantes 
ou diferentes sao encontrados nos patogenos resistentes a varios antibioticos. Diversas bacterias gram-negativas sao 
exemplos marcantes de multirresistencia aos antibioticos, incluindo P aeruginosa, A. baumannii e Salmonella spp., 
nas quais a panresistencia e encontrada atualmente em algumas cepas em razao da existencia de cassetes de genes 
integrons com genes que conferem resistencia a varios antibioticos e codificam uma ou mais betalactamases, 
enzimas modificadores dos aminoglicosidios e determinantes de resistencia as fluoroquinolonas, as tetraciclinas e 
aos desinfetantes. 476 ’ 487 ’ 643 

Outro mecanismo de defesa sinergico extremamente eficiente das bacterias gram-negativas e a combinagao da 
produgao de betalactamase com a redugao da permeabilidade da ME ou o aumento da extrusao do farmaco presente 
dentro da celula. P aeruginosa talvez seja o melhor exemplo de como essa combinagao de mecanismos de 
resistencia pode ser encontrada na mesma cepa. 619 S. marcescens e outro exemplo de uma bacteria, que 
normalmente produz niveis baixos de uma betalactamase AmpC, mas geralmente e sensivel as cefalosporinas de 
terceira geragao e aos carbapenemicos. Quando esse microrganismo produz quantidades excessivas de 
betalactamase no espago periplasmico e tambem tern redugao da permeabilidade da ME, a cepa toma-se altamente 
resistente a agao destes antibioticos importantes. 246 

Orientacao laboratorial de testes de sensibilidade a antimicrobianos 

Os laboratories de microbiologia clinica desempenham um papel fundamental na orientagao da prescrigao de 
antimicrobianos para o tratamento eficaz, nao apenas das infeegoes invasivas graves dos pacientes hospitalizados, 
como tambem para uma variedade ampla de infeegoes que acometem pacientes ambulatoriais. O objetivo principal 
dos testes de sensibilidade a antimicrobianos e fomecer resultados precisos da agao antibacteriana de um conjunto 
de antibioticos disponiveis contra uma bacteria patogenica a partir de testes in vitro, de modo a determinar seu 
“antibiograma” ou perfil de sensibilidade e prever a eficacia in vivo de determinado farmaco ou esquema de 
antibioticos utilizado para tratar um paciente. A segunda fiingao dos testes de sensibilidade antimicrobiana e 
monitorar a eficacia do tratamento, embora, os testes de sensibilidade aos antimicrobianos devam ser realizados de 
forma que se obtenha um perfil in vitro exato para cada farmaco testado contra a cepa isolada. Os testes tambem 
devem ser realizados de forma que os resultados fiquem disponiveis aos medicos em tempo habil. 6(b A identificagao 
rapida das cepas cultivadas facilita a elaboragao de laudos com os resultados dos testes de sensibilidade 
antimicrobiana no tempo ideal e, hoje em dia, pode ser realizada no mesmo dia utilizando um metodo rapido de 
amplificagao dos acidos nucleicos, 603 ou um dos sistemas bioquimicos automatizados disponiveis no 
mercado 303,347,536 ’ 615,667 ou pela tecnica time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz (MALDI-TOF; do 
ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight). 94 ’ 413 ’ 563 A inoculagao imediata de um sistema 
automatizado de sensibilidade antimicrobiana tambem pode fornecer resultados rapidos e permitir a liberagao do 
perfil de sensibilidade de uma cepa isolada no mesmo dia. 

A liberagao rapida dos resultados dos testes de sensibilidade a antimicrobianos e importante para todos os 
pacientes com infeegao, mas especialmente para os que se encontram em estado critico. O Boxe 17.2 descreve como 
se pode melhorar os resultados clinicos do tratamento imediato com antibioticos apropriados aos pacientes com 
infeegoes invasivas graves. Por outro lado, a prescrigao de antibioticos inadequados esta associada a redugao da 
qualidade da assistencia prestada e ao aumento dos custos dos servigos de saude. Por exemplo, estudos com 
pacientes intemados em UTI com choque septico causado por bacteriemia demonstraram que 20% usaram 
inicialmente esquemas antibioticos empiricos inadequados (/. e., antibioticos ineficazes contra as bacterias 
infectadas, em razao de resistencia intrinseca ou adquirida), resultando em redugao do indice de sobrevivencia a um 
quinto (i. e., 52% dos pacientes sobreviveram quando usaram esquemas antibioticos empiricos apropriados, em 
comparagao com 10,3% dos que utilizaram esquemas antibioticos empiricos inadequados [p < 0,0001]. 327 Outro 
estudo tambem demonstrou que os atrasos na deteegao e na liberagao dos resultados das infeegoes hematogenicas 
aumentavam a duragao e os custos das internagoes hospitalares. 34 Resultados semelhantes tambem foram 
demonstrados com outros tipos de infeegoes invasivas, inclusive peritonite bacteriana e pneumonias adquiridas na 
comunidade ou no hospital, ou associadas ao uso de respirador. 147 ’ 208 ’ 422 Embora os medicos precisem prescrever 
inicialmente antibioticos de espectro amplo, que possam cobrir todos os tipos de patogenos potenciais, o laboratorio 
de microbiologia clinica tambem deve ser capaz de acelerar a liberagao dos resultados dos testes de sensibilidade a 
antimicrobianos, de forma a facilitar o tratamento precoce com o melhor esquema terapeutico. 



Boxe17.2 


Liberagao rapida dos resultados dos testes de sensibilidade a antimicrobianos como forma de melhorar a evolugao 
clinica 

• Melhora o prognostico do paciente 

• Reduz as taxas de mortalidade 

• Diminui o numero de exames diagnostics solicitados, inclusive: 

0 Exames laboratoriais 

0 Exames diagnostics deimagem 

• Abrevia a duragao da internal na UTI 

• Reduz o numero dedias no respirador 

• Diminui as prescribes de antibiotics inadeguados 

• Abrevia a duragao da interna^ao hospitalar 

• Reduz o custo total da internagao hospitalar. 

Varios estudos demonstraram claramente que a liberagao rapida dos resultados dos testes de sensibilidade 
antimicrobiana pode influenciar o prognostico da infecgao dos pacientes, abreviar as intemagoes hospitalares e 
facilitar a escolba apropriada dos esquemas de antibioticos, resultando em redugoes dos custos e possivelmente 
reduzindo o desenvolvimento de resistencia antimicrobiana em razao da exposigao das bacterias as concentragoes 
inadequadas ou subinibitorias dos antibioticos. 6 " ' Doem et al. realizaram uma das primeiras avaliagoes do impacto 
clinico da liberagao “rapida” dos resultados. 161 Durante 1 ano, as bacterias isoladas foram testadas por um metodo 
rapido disponivel no mercado (grupo rapido) ou pelos metodos tradicionais incubados por uma noite (grupo 
convencional). Nos grupos rapido e convencional, os intervalos medios ate a liberagao dos resultados foram de 11,3 
e 19,6 horas, respectivamente. A duragao da intemagao hospitalar foi comparavel nos dois grupos, mas o grupo 
rapido apresentou melhoras significativas dos fatores descritos no Boxe 17.2. 

Um estudo subsequente das cepas isoladas por hemocultura demonstrou uma correlagao estatfstica entre o 
prolongamento do intervalo da coleta das hemoculturas ate a notificagao inicial dos resultados com o prolongamento 
da intemagao hospitalar. 34 Nesse caso, o efeito detectado foi atribuido a detecgao mais rapida das cepas que 
causaram bacteriemia por meio de instrumentos que avaliam continuamente o crescimento nos frascos de 
hemocultura. Estudos mais recentes confirmaram que a detecgao e a liberagao mais rapidas dos resultados dos testes 
de sensibilidade produzem efeitos aditivos ou mesmo sinergicos. Estudos recentes realizados pelos laboratories de 
microbiologia clinica da Europa confirmaram e ampliaram esses resultados iniciais. Eveillard et al. demonstraram 
que a provisao de um servigo de identificagao e testes de sensibilidade antimicrobiana em regime de 24 horas 
(inclusive durante a noite) resultou na iniciagao mais precoce do tratamento antibiotico em 22,6% dos pacientes e 
em alguma alteragao para esquemas eficazes com espectro mais exiguo em outros 5,3% dos pacientes. 184 Galar et al. 
compararam dois grupos de pacientes hospitalizados com infeegoes bacterianas: um grupo-controle, no qual os 
resultados da microbiologia ficaram disponiveis no dia seguinte ao das analises; e um grupo de intervengao, no qual 
os resultados ficaram prontos no mesmo dia das analises. 2112 Embora os indices de mortalidade nao fossem 
significativamente diferentes entre esses dois grupos de pacientes, a liberagao mais rapida dos resultados da 
identificagao e dos testes de sensibilidade antimicrobiana foi associada a redugoes significativas da duragao da 
intemagao hospitalar e dos custos totais dos cuidados prestados aos pacientes com infeegoes de feridas ou das vias 
urinarias ou abscessos, mas nao para os pacientes com bacteriemia. 202 

A Tabela 17.6 resume os procedimentos dos testes de sensibilidade antimicrobiana e inclui uma descrigao 
sucinta de cada teste e informagoes sobre eles. Por motivo de conveniencia, os testes podem ser divididos em dois 
grupos: (1) testes que preveem a eficacia do tratamento e (2) testes que monitoram a eficacia do tratamento. 

Existem varios tipos de testes de sensibilidade antimicrobiana para prever a eficacia dos antibioticos. Os dois 
metodos de referencia sao as tecnicas de diluigao em caldo e diluigao em agar. Ambos se destinam a quantificar a 
concentragao mais baixa de um antimicrobiano, que inibe o crescimento visivel do microrganismo in vitro, tambem 
referida como CIM. O teste realizado mais comumente nos laboratorios de microbiologia clinica de pequeno e 
grande portes, para orientar o tratamento antimicrobiano, e a tecnica de difusao em disco (teste de Kirby-Bauer), na 




qual as interpretagoes clinicas sao derivadas das correlagoes com o teste de referencia (Quadro 17.1 online). 
Contudo, cresce progressivamente o numero de laboratories que utilizam um teste miniaturizado (teste de 
microdiluigao em caldo) ou um sistema automatizado disponivel no mercado. O teste de microdiluigao em caldo 
tornou-se tao comum e foi tao bem estudado, que passou a ser o padrao de referencia para muitos pesquisadores 
(Quadro 17.2 online). 

Hoje em dia, existem disponiveis no mercado varias opgdes de testes de sensibilidade antimicrobiana, inclusive 
placas de CIM disponiveis comercialmente (caldo, tanto congelado como desidratado), analises de crescimento 
monitoradas por computador e testes de difusao por gradiente (Quadro 17.3 online). Com fmalidades de discussao 
deste capitulo, esses metodos estao incluidos na designagao “testes de diluigao” ou “testes de CIM”. 

Tabela 17.6 Diretrizes para os testes de sensibilidade antimicrobiana. 


Procedimento 

Especime 

Definigao 

Interpretagao 

Testes que preveem a eficacia do tratamento 



Concentragao inibitoria minima 

(CIM) 

Cepa isolada 

Menor concentragao do farmaco capaz de inibir 

crescimento visivel 

CIM 

Difusao em disco 

Cepa isolada 

Diametro do halo de inibigao ao redor do disco 

impregnado com antibiotico 

0 diametro do halo de 

inibigao aproxima-se da 

CIM 

Difusao em gradiente (fita de Etes(') 

Cepa isolada 

Leitura no ponto de interseegao do halo de inibigao 

com a regua da fita 

CIM 

Calculo da curva de crescimento (p. Cepa isolada 

ex., Vitek' 2) 

Testes que monitoram a eficacia do tratamento 

CIM calculada com base no crescimento do 

microrganismo em presenga do antibiotico 

CIM gerada por computador 

Detecgao molecular 

Cepa isolada 

Detecgao molecular do(s) gene(s) de resistencia aos 

antibioticos ou seus produtos (;. e., mecA do 5. 

aureus, genes Van dos enterococos etc.) 

Cepa positiva ou negativa 

Concentragao bactericida minima 

Cepa isolada 

Menor concentragao do antibiotico capaz de 

destruir 99,9% do inoculo 

Preve o nivel de atividade 

bactericida 

Titulos bactericidas do soro 

Niveis maximo (pico) e 

minimo (vale) no soro, 

cepa isolada 

Diluigao do soro capaz de destruir 99,9% do inoculo 

Raramente sao dosados; nao ha indicagao para 

este teste, exceto em alguns casos de 

endocardite 

Preve a resposta ao 

esquema antibiotico em 

uso 

Nfveisdosantimicrobianos 

Niveis maximo (pico) e 

minimo (vale) no soro 

Concentragao (em pg/m£) do antibiotico no soro 

pouco antes de administrar uma dose (nivel 

minimo) e 15 a 20 min depois de administrar 

uma dose (nivel de pico) 

Nivel maximo = indicador 

terapeutico 

Nivel minimo = indicador 

de efeitos toxicos 

Teste de sinergia dos antibioticos 

Cepa isolada 

Preve efeitos antagonistas, neutros ou aditivos de 

dois ou mais antibioticos combinados 

Raramente e realizado, exceto com cepas isoladas 

do trato respiratorio isoladas de pacientes com 

fibrose cistica 

Atividade aditiva preve 

efeito sinergico 



Os demais testes suplementares usados para monitorar a atividade bactericida de um esquema terapeutico 
especifico raramente sao realizados hoje em dia e, por esta razao, a descrigao destes procedimentos estaria alem dos 
propositos deste capitulo. O monitoramento dos niveis maximos e mmimos dos antibioticos especificos (/. e., 
aminoglicosidios e vancomicina) geralmente e realizada nos laboratories de bioquimica clinica. O leitor interessado 
pode consultar varias referencias excelentes, que detalham os metodos necessarios a realizagao dos testes 
bactericidas mmimos, testes de sinergia dos antibioticos e testes bactericidas sericos. 113,116,46 Nas segoes 
subsequentes deste capitulo, ha uma descrigao sucinta da aplicagao dos testes de sinergia dos antibioticos as cepas 
respiratorias multidrogarresistentes isoladas dos pacientes com fibrose cistica. 

A abordagem mais util para avaliar a adequagao do tratamento antimicrobiano de algumas infecgoes e monitorar 
os resultados clinicos descritos no Boxe 17.2. Por fim, a resposta do paciente ao tratamento e sua “cura” sao os 
objetivos do tratamento antibiotico; quando for solicitado, pode ser necessario que o laboratorio demonstre por 
culturas repetidas que o microrganismo infectante foi erradicado (cura bacteriologica) ou persiste (falencia 
bacteriologica). Infelizmente, a cura bacteriologica nem sempre assegura um resultado clinico bem-sucedido. 

Um dos objetivos dos microbiologistas tern sido e deve continuar a ser a realizagao de testes padronizados in 
vitro, que possam ser reproduzidos de 1 dia para outro e entre os diversos laboratories. Sem reprodutibilidade, nao 
ha base cientifica para a notificagao precisa dos resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana, nos quais o 
tratamento possa ser baseado. Infelizmente para muitos pacientes, estudos de vigilancia detectaram um numero alto 
de erros graves de desempenho laboratorial nos testes de sensibilidade antimicrobiana, seja em razao de erros 
internos no desempenho ou nas normas e procedimentos dos testes ou, comumente, de falhas metodologicas para 
detectar com precisao um fenotipo de resistencia especifico. 132,156,382,575,587,613 Embora a padronizagao das variaveis 
descritas aqui seja necessaria a reprodutibilidade dos testes de sensibilidade antimicrobiana, o resultado dos testes in 
vitro e, na melhor das hipoteses, uma previsao da resposta de determinado paciente ao tratamento. 

Os fatores que determinam o desfecho de um processo infeccioso sao complexos e, em muitos casos, nao sao 
contemplados completamente pelos testes in vitro. 21 *’ 652 Os limiares farmacocinetico (PK; do ingles, 
pharmacokinetic) e farmacodinamico (PD; do ingles, pharmacodynamics ) (PK/PD) de determinado antibiotico 
tambem afetam a evolugao clinica da infecgao tratada 175,194 e, cada vez mais, os pontos de corte dos testes de 
sensibilidade antimicrobiana relevantes sao baseados nas doses apropriadas de um antibiotico, que sao calculadas 
com base nos dados de PK/PD disponiveis para determinado farmaco antimicrobiano. 121,122,278,333 Com base nos 
dados de PK/PD, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) introduziu uma interpretagao “dose- 
sensibilidade dependente” (ou interpretagao SDD; do ingles, susceptible-dose-dependent ) dos testes de sensibilidade 
antibacteriana, embora tenha sido aplicada a interpretagao dos resultados dos testes de sensibilidade antifungica ha 
muitos anos. 122 A categoria SDD significa que a sensibilidade de uma cepa isolada depende do esquema posologico 
usado pelo paciente. No passado, a interpretagao SDD incluia um resultado intermediario, mas este conceito 
geralmente nao era evidente ou compreendido pelos medicos. Quando o laboratorio relata que a cepa isolada tern 
CIM ou diametro do halo que equivale a um resultado SDD, e necessario usar um esquema posologico que resulte 
em exposigao a niveis mais altos do farmaco, que a dose usada para estabelecer o limite de corte para sensibilidade 
(/. e., os medicos devem usar o esquema posologico maximo aprovado de forma a alcangar o efeito terapeutico 
adequado contra uma cepa SDD. Por exemplo, o CLSI recomendou recentemente que descrigao da categoria SDD 
em vez de “intermediaria” ao notificar os resultados da sensibilidade das cepas de Enterobacteriaceae a cefepima, 
porque existem varios esquemas posologicos aprovados para este antibiotico. Um relatorio de SDD para uma cepa 
de Enterobacteriaceae indica ao medico que ele deva prescrever doses mais altas de cefepima (/. e., acima de 1 g a 
cada 12 horas) para tratar infecgoes causadas por esta cepa, quando a CIM de cefepima e de 4 ou 8 pg/mf, ou o halo 
de inibigao e de 19 a 24 mm. 122 

As defesas inflamatorias e imunes do paciente tambem podem ser essenciais a uma evolugao clinica favoravel. E 
evidente que as concentragoes subideais dos antimicrobianos (abaixo da concentragao necessaria para destruir a 
bacteria) podem ampliar a capacidade de que os fagocitos englobem e destruam um microrganismo infectante. 215,583 
A penetragao dos antimicrobianos nos focos infecciosos e outra variavel importante, que nao pode ser avaliada in 
vitro. Concentragoes altas de um antimicrobiano podem ser alcangadas nas estruturas em que sao excretadas do 
corpo, geralmente urina ou bile. Por outro lado, concentragoes baixas em comparagao com as do soro podem ser 
detectadas nas estruturas como liquido prostatico, osso ou liquido cefalorraquidiano. No caso do cloranfenicol ou da 
clindamicina, a excregao ocorre basicamente por meio das vias biliares e uma quantidade minima do farmaco 



aparece na urina. O contrario aplica-se a outros antibioticos como nitrofurantoina e norfloxacino, que nao alcangam 
niveis eficazes em outras estruturas alem das vias urinarias. 

A ineficacia de alguns antimicrobianos (p. ex., aminoglicosidios) no tratamento das infecgoes causadas por 
Legionella, apesar de sua atividade excelente in vitro, provavelmente e causada pela penetragao insatisfatoria dos 
antibioticos nos macrofagos, onde as bacterias proliferam. 4,234 Em outros casos, a fisiologia bacteriana e um 
determinante significativo (p. ex., bypass metabolico dos efeitos de SXT nos enterococos). Algumas infecgoes, 
especialmente as que sao causadas por bacterias anaerobias obrigatorias, sao sinergicas; isto e, as bacterias 
dependem umas das outras para sua sobrevivencia. 377,528 Essas infecgoes podem ser curadas por farmacos ineficazes 
contra algumas das bacterias infectantes, contanto que os participantes fundamentals sejam erradicados. 72,529 
Considerando todos os fatores que afetam o desfecho de uma infecgao, e fundamental que o laboratorio fornega aos 
medicos o “historico” do antimicrobiano, de forma a orienta-los na escolha do tratamento antibiotico adequado. 
Estudos clinicos bem planejados demonstraram uma correlagao entre desfecho clinico e adequagao do 
tratamento. 147,32 Por isso, os medicos devem correlacionar os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana 
com sua experiencia clfnica, de forma a escolher os esquemas terapeuticos para seus pacientes com infecgoes 
semelhantes. 

A segao subsequente descreve os metodos usados para realizar os testes de sensibilidade antimicrobiana com 
patogenos bacterianos isolados comumente. O texto tambem realga as limitagoes dos procedimentos atuais, assim 
como as bacterias para as quais nao existem testes padronizados ou diretrizes de interpretagao, que ajudam a 
esclarecer as razoes por que nao se deve estabelecer uma correlagao absoluta nestes casos entre os resultados do 
laboratorio e o desfecho clinico. 

Metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 

Os metodos para avaliar a atividade inibitoria dos antimicrobianos foram padronizados principalmente para as 
bacterias aerobias, que crescem bem depois da incubagao durante a noite em ar ambiente e tern perfis de 
sensibilidade imprevisiveis. 114,117,121,122 Nesta segao, descrevemos as tendencias de sensibilidade reduzida e os 
procedimentos especiais para a detecgao confiavel dos tipos especificos de resistencia entre as bacterias aerobias 
isoladas comumente. As bacterias exigentes, que crescem mais lentamente ou exigem suplementos nutricionais ou 
atmosfericos, requerem procedimentos de teste especializados e devem ser testadas com uso criterioso de cepas 
bacterianas de controle, de forma a demonstrar a inexistencia de efeitos inibitorios do metodo sobre a cepa 
isolada. 114 O teste de difusao em disco pode ser modificado para esses microrganismos, contanto que o 
procedimento tenha sido validado por comparagao com testes de referencia e experiencia clinica. 114 

Os microbiologistas devem resistir as solicitagoes dos medicos para estender os procedimentos padronizados 
alem dos seus limites estabelecidos. Algumas vezes, os laboratories sao solicitados a realizar testes de sensibilidade 
injustificaveis, que nao forneceriam um resultado valido (p. ex., teste dos enterococos com SXT), ou testes de 
sensibilidade com cepas para as quais nao existem diretrizes de interpretagao estabelecidas. A Tabela 17.7 resume 
varias situagoes nas quais os testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser realizados, mas seus resultados 
podem ou nao ser relatados. Algumas dessas questoes sao analisadas com mais detalhes nas segoes pertinentes deste 
capitulo. 

Apenas as cepas que causam infecgoes devem ser testadas. As bacterias isoladas de um liquido corporal 
normalmente esteril geralmente sao patogenicas. Quando a bacteria potencialmente patogenica e isolada de uma 
area que abriga microbiota colonizadora (p. ex., vias respiratorias superiores ou pele), a cultura deve ser perscrutada 
com mais cuidado, antes que seja realizado um teste de sensibilidade, principalmente quando estao presentes varias 
especies bacterianas. O exame de um esfregago corado pelo Gram pode documentar a inclusao de celulas epiteliais 
escamosas, que sugerem contaminagao das secregoes colonizadas, ou inexistencia de neutrofilos segmentados, que 
indica ausencia de uma reagao inflamatoria. Nos casos em que o microbiologista nao pode determinar a 
conveniencia de um teste de sensibilidade, e recomendavel conversar com o medico solicitante. 

Tabela 17.7 Situagoes nas quais os testes de sensibilidade antimicrobiana nao devem ser realizados 
e/ou seus resultados nao devem ser relatados. 

Categoria Antibiotico(s) Microrganismo(s) Local Agao Justificativa 
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a Veja M100-S4 no apendice B. A resistencia intrinseca e definida como resistencia inerente ou inata (nao adquirida), que se 
reflete nos padroes antimicrobianos naturais de todos ou quase todos os representantes de uma especie. A resistencia 
intrinseca e tao comum, que os testes de sensibilidade sao desnecessarios. Por exemplo, as especies de Citrobacter e 
muitas outras Enterobacteriaceae sao intrinsecamente resistentes a ampicilina. 122 

f5 Veja Tabelas 1 A, IB e 1C do M100-S24 quanto aos farmacos que devem ser testados e seus resultados relatados. 

Adaptada com base na referenda 122. 

Infelizmente, a lista das bacterias que tem perfis de sensibilidade consistentemente previsiveis tem diminuido e 
isto requer alteragoes das recomendagoes do CLSI quanto a uti 1 izagao de antibioticos especificos como substitutes 
para prever a sensibilidade a uma classe farmacologica. A prevalencia das cepas de Haemophilus influenzae e 
Neisseria gonorrhoeae produtoras de betalactamases e tao alta, que a sensibilidade aos analogos da penicilina nao 
pode ser prevista. 256,601 A resistencia aos betalactamicos, aminoglicosidios e fluoroquinolonas tambem se 
disseminou entre outros tipos de bacterias gram-negativas, inclusive Enterobacteriaceae, Acinetohacter e 
Pseudomonas 380 > 400 > 487 > 619 Recentemente, o CLSI alterou suas recomendagoes quanto aos testes substitutes para 
cepas urinarias isoladas de pacientes com infecgoes urinarias nao complicadas, em razao da modificagao dos perfis 
de resistencia das Enterobacteriaceae as cefalosporinas. 122 Hoje em dia, o CLSI recomenda a utilizagao de 
cefazolina em vez de cefalotina como representante das cefalosporinas de 1- geragao, de forma a prever com mais 
seguranga a sensibilidade das cepas de Enterobacteriaceae isoladas da urina aos farmacos orais (/. e., cefadroxila, 
cefalexina, cefpodoxima e loracarbef). Outras cefalosporinas como cefpodoxima, cefdinir e axetil cefiiroxima 
tambem podem ser testadas separadamente conforme a necessidade, porque algumas cepas podem ser sensiveis a 
estes antibioticos, embora sejam resistentes nos testes com cefazolina. Os pneumococos relativamente resistentes a 
penicilina (i. e., CIM de 0,12 a 1,0 pg/mC) ou tem resistencia alta a este antibiotico (/. e., CIM >1,0 pg/mt) sao 
cada vez mais comuns nos EUA. 160,290 As cepas de pneumococos isolados de infecgoes graves devem ser testadas 
quanto a resistencia, porque os Streptococci pneumoniae com resistencia a varios antibioticos como betalactamicos, 
macrolidios e fluoroquinolonas tem sido isolados com frequencia crescente. 193,490 Embora as cepas de Streptococcus 
pyogenes e Streptococcus agalactiae isolados da pratica clinica ainda sejam sensiveis a penicilina, a resistencia aos 
antibioticos macrolidios tomou-se comum entre estas duas especies importantes. 2 ' 10 ' 14,444 A vancomicina tomou-se a 
base do tratamento das infecgoes gram-positivas invasivas graves atribuidas a transmissao nosocomial e em razao 
do surgimento das cepas de MRSA adquiridas na comunidade; 148,623 contudo, o uso crescente deste antibiotico que, 
mais tarde, resultou no aparecimento do VRE, tambem se tornou um problema hospitalar significative. 1 A 
resistencia dos estafilococos a vancomicina tambem existe. 2 Em algumas regioes, pesquisadores relataram 
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resistencia crescente a ampicilina e niveis altos de resistencia aos aminoglicosldios, com perda de sinergia entre um 
antibiotico que atua na parede celular e um aminoglicosldio. 16 Essas tendencias de resistencia antimicrobiana de 
algumas bacterias patogenicas significa que os laboratorios clinicos precisam tomar os testes de sensibilidade 
antimicrobiana mais rotineiros, de forma que os medicos sejam capazes de prescrever tratamentos especificos, 
mesmo para os tipos comuns de infecgoes ambulatoriais. 

Restam poucas condigoes clinicas nas quais a sensibilidade ou resistencia ainda pode ser prevista e os testes 
rotineiros nao estao indicados. Embora as recidivas bacteriologicas e/ou clinicas das infecgoes possam ocorrer por 
outras razoes alem da resistencia aos antibioticos - inclusive penetragao inadequada do farmaco no foco infeccioso 
e reinoculagao - a resistencia antimicrobiana deve ser excluida pelos testes das cepas isoladas quando a resposta 
clinica nao e a que seria esperada (i. e., uma possivel falencia terapeutica) ou quando o paciente tern uma ou mais 
alergias aos antibioticos relacionados. Ainda que Streptococcus pyogenes continue sensivel a penicilina, existem 
casos documentados de falencia terapeutica na faringite bacteriana aguda com um macrolidios quando a cepa era 
resistente. 41 Recentemente, pesquisadores tambem publicaram um caso de falencia terapeutica depois da profilaxia 
antibiotica intraparto rotineira, que foi causado por estreptococos do grupo B resistentes aos macrolidios e resultou 
em infecgao neonatal. 110 Os microbiologistas devem estar cientes das tendencias da resistencia antimicrobiana dos 
patogenos, nao apenas de suas respectivas local izagoes geograficas, como tambem mundialmente, de forma que os 
testes de sensibilidade antimicrobiana das especies bacterianas previamente sensiveis possam ser implementados 
rotineiramente, quando for apropriado. 

Padronizacao dos metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 

Ao longo das ultimas decadas, o avango mais importante das diretrizes laboratoriais referidas aos testes de 
sensibilidade antimicrobiana foi atribuido a elaboragao e publicagao dos procedimentos padronizados pelo CLSI 
(www.clsi.org) dos EUA, pelo EUCAST (European Committee Consensus on Antimicrobial Susceptibility Testing) 
da Europa e por outros grupos, 11 que tern sido amplamente adotados. Os metodos descritos neste capitulo estao em 
conformidade com as recomendagoes do CLSI, 114,117 ’ 121 ’ 122 mas os leitores podem acessar as paginas do EUCAST 
(www.eucast.org), da BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy; www.bsac.org.uk), do Instituto 
Alemao de Normatizagao (Deutsches Institut fur Normung; www.DIN.de) e do CA-SFM (Committe 
Antibiogramme - Societe Franchise de Microbiologie; www.ca-sfm.org) para comparar os metodos publicados por 
esses outros grupos. E importante que os procedimentos revisados e as recomendagoes atuais sejam prontamente 
divulgados e adotados na pratica de todos os laboratorios clinicos. A adesao de uma instituigao ao CLSI assegura o 
recebimento oportuno de todas as recomendagoes revisadas e novas. Os parametros descritos a seguir sao alguns dos 
aspectos importantes dos testes de sensibilidade antimicrobiana, que tern sido padronizados. 

Meio de cultura. O caldo de Mueller-Hinton (MHB; do ingles, Mueller-Hinton broth ) e o agar de Mueller-Hinton 
(MHA; do ingles, Mueller-Hinton agar) foram selecionados para testar bacterias aerobias e anaerobias facultativas. 
Essas preparagoes foram padronizadas de forma a atingir resultados altamente reproduziveis nos testes de 
sensibilidade e, nos casos tipicos, contem infusao de came bovina desidratada, digerido acido de caseina e amido de 
milho. l22 ’ 4MI O agar fundido e resfriado deve ser derramado rotineiramente sobre as placas, tao logo seja possivel 
depois da mistura e, em geral, 20 a 25 m ^ do agar fundido em uma placa de 90 mm sao usados para alcangar a 
profiindidade maxima do agar de 3 a 4 mm. 

Contudo, o meio de Mueller-Hinton tambem contem agar - um composto natural preparado a partir das algas 
vermelhas da classe Rhodophyceae. 3 ' 1 O agar e composto basicamente de polissacaridios, agarose e agaropectina. 
Inicialmente, havia variagoes na composigao dos agares dos diversos fabricantes e ate mesmo entre os lotes 
produzidos pela mesma empresa, dependendo da fonte das algas. A difusao dos compostos quimicos tambem pode 
ser afetada pela presenga de ions sulfato, que alteram a carga dos polissacaridios. Concentragoes variaveis de cations 
tambem causavam efeito significative na atividade dos aminoglicosldios contra P. aeruginosa . 141,50S A maior parte 
dos problemas de variagao entre os lotes de MHA foi contomada pela elaboragao de um padrao de referenda, de 
forma que os fabricantes fomegam maior reprodutibilidade. 43 " 

Limitagoes. A maioria dos patogenos cresce satisfatoriamente no MHA e este meio tern efeitos inibitorios 
minimos nas sulfonamidas, na trimetoprima e na tetraciclina. Em alguns lotes desse agar, existem quantidades 
grandes de timidina. Alguns microrganismos podem usar timidina como bypass do mecanismo de agao da 
trimetoprima e proliferar, mesmo que tenham resistencia inata a este antibiotico. Os enterococos sao especialmente 


afetados e as coldnias isoladas podem surgir dentro do halo estabelecido de inibigao ao redor dos discos contendo 
trimetoprima. 

A profimdidade do agar tambem pode afetar os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana, 
especialmente quando a profundidade e excessiva. 298 

Meio especiais e aditivos. Algumas bacterias requerem a utilizagao de meios especializados ou de aditivos para 
assegurar seu crescimento adequado. Na maioria dos casos, acrescenta-se sangue (em geral, sangue de cameiro ou 
cavalo) ao MHA na concentragao de 5%, com a fmalidade de promover o crescimento adequado das especies 
Streptococcus (inclusive S. pneumoniae), estreptococos beta-hemoliticos, Neisseria meningitidis, especies de 
Campylobacter e Helicobacter pylori . 114 - 121 - 122 - 302 Entretanto, quando e necessario testar a atividade das 
sulfonamidas, o uso de MHA suplementado com sangue equino e preferivel em razao de seus niveis baixos de 
antagonistas. As especies de Haemophilus requerem hemina (fator X) e/ou dinucleotidio de nicotinamida-adenina 
(NAD, ou fator V) para crescer." Um meio especialmente formulado (Haemophilus Test Medium, ou HTM) 
contendo hematina, NAD e extrato de leveduras como suplementos, foi desenvolvido e e recomendado pelo CLSI 
para testagem rotineira do Haemophilus influenzae , 121,122 As vantagens do HTM sao clareza visual e confiabilidade 
dos testes com SXT. 301 Contudo, alguns pesquisadores tiveram problemas com o desempenho do HTM, tanto 
preparado comercialmente quando no proprio servigo. 392 Agar-chocolate ou HTM tambem pode ser usado para 
testar especies de Haemophilus e outras bacterias exigentes do grupo “HACEK” (z. e., Aggregatibacter, 
Cardiobacterium, Eikenella ou Kingella), bem como especies de Pasteurella e Moraxella, quando nao se consegue 
crescimento adequado utilizando CAMHA suplementado com sangue de carneiro a 5%. 114,121,122 

As bacterias antes conhecidas como “estreptococos nutricionalmente deficientes” - Abiotrophia e 
Granulicatella - requerem piridoxal para crescer. MHA com sangue de cavalo a 5% e piridoxal a 0,001% favorece 
o crescimento desses generos, de forma que os resultados possam ser interpretados. 114,298 Neisseria gonorrhoeae 
deve ser testada com agar GC, ao qual se acrescenta um suplemento defmido de crescimento livre de cisteina 
(concentragao de 1%) depois da autoclavagem. 121,122 

O MHA simples nao contem cloreto de sodio (NaCl). A detecgao de resistencia de algumas cepas de 
estafilococos as penicilinas semissinteticas (z. e., oxacilina, nafcilina, meticilina) e facilitada com o acrescimo de 
NaCl a 2% ao meio usados nos testes de sensibilidade por diluigao. 121,122 

pH. Os testes de sensibilidade antimicrobiana sao realizados em meios com pH padronizado em niveis fisiologicos. 
O pH dos meios deve oscilar entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente. O pH dos meios de caldo pode ser testado 
diretamente com um eletrodo de medigao do pH, enquanto os meios de agar podem ser testados macerando-se uma 
quantidade suficiente do agar, de forma que a ponta do eletrodo possa ser submersa, permitindo-se que uma parte do 
agar solidifique ao redor do eletrodo, ou utilizando-se um eletrodo de superficie adequadamente calibrado. 

Limitaqoes. Variagao expressiva do pH do meio utilizado no teste pode alterar a atividade dos antibioticos 
aminoglicosidios, macrolidios e tetraciclinas. As tetraciclinas sao mais ativas em condigoes acidas, mas alguns 
antibioticos (p. ex., aminoglicosidios e macrolidios, inclusive eritromicina) sao menos eficazes em condigoes acidas 
que no pH neutro. Por outro lado, os betalactamicos como a penicilina e as cefalosporinas atuam bem em uma faixa 
ampla de pH. Em muitos casos, o pH oscila em faixas nao fisiologicas nos focos das infecgoes purulentas (p. ex., 
meningite bacteriana 578 ou abscessos) 24 ' e o pH da urina tambem pode variar de alcalino a acido. Por isso, em 
condigoes ideais, as condigoes em que sao realizados os testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro deveriam 
talvez refletir as condigoes in vivo encontradas pelos antibioticos em situagoes clinicas especificas (z. e., exsudatos 
inflamatorios acidos, urina etc.), em vez das que estao presentes nos meios de cultura laboratorial. 

Soro. Os antibioticos variam acentuadamente quanto ao grau com que se ligam as proteinas. Na corrente 
sanguinea, a fragao livre do antibiotico esta em equilibrio com a fragao ligada as proteinas sericas. Os niveis dos 
antibioticos livres e ligados as proteinas podem ser determinados, mas nao esta claro qual destes parametros e mais 
util. O metodo do CLSI nao inclui o acrescimo de soro, em razao da dificuldade de padronizar o produto e da 
incerteza quanto a forma de interpretar os resultados. 

Limitagdes. No laboratorio, podem ser obtidos valores diferentes com os antibioticos que se ligam amplamente 
as proteinas, caso seja acrescentado soro ao meio. Perl et al. estudaram o efeito do soro sobre 11 antibioticos de 
amplo espectro utilizados para tratar infecgoes nosocomiais causadas por bacilos gram-negativos. 458 Os resultados 


foram identicos com 9 dos 11 antibioticos. Apenas com a ceftriaxona (ligagao proteica > 95%) e a cefoperazona 
(ligagao proteica de 90%) houve diferengas significativas quando foi acrescentado soro ao procedimento 
padronizado. 

Concentragao de cations. Os meios de caldo e agar variam expressivamente quanto as concentragoes dos 
cations bivalentes. Por convengao, os testes de sensibilidade antimicrobiana sao realizados em condigoes 
fisiologicas. O MHA tem concentragoes muito pequenas de cations bivalentes, mas e ajustado as concentragoes 
fisiologicas (20 a 35 mg/mf de Mg 2+ e 50 a 100 mg/t de Ca 2+ ) durante a produgao. Na verdade, alguns lotes do 
MHA podem ter concentragao anormalmente alta de cations, de forma que sao produzidos halos de inibigao exiguos 
quando P. aeruginosa e testada com aminoglicosidios. Esses lotes podem ser identificados por meio do teste das 
cepas de referenda com reatividade conhecida e devem ser descartados. 

Limitagdes. A concentragao dos cations bivalentes Ca 2+ e Mg 2+ afeta os resultados dos testes de sensibilidade, 
quando sao testadas algumas combinagoes de especies bacterianas e antibioticos.'"' Com certas combinagoes de 
bacterias e antimicrobianos - especialmente Pseudomonas aeruginosa e aminoglicosidios -, a concentragao dos 
cations bivalentes, principalmente calcio (Ca 2+ ) e magnesio (Mg 2+ ), tem efeito profundo no resultado dos testes de 
sensibilidade. Com a variagao das concentragoes desses cations, os resultados podem variar de sensivel a 
resistente, l4L ’ n em razao das alteragoes do transporte do antibiotico atraves da membrana celular. O mecanismo 
pelo qual a concentragao de cations afeta a atividade de Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, pode envolver a 
permeabilidade da parede celular bacteriana. 78 O LPS da parede celular dessa bacteria forma ligagoes cruzadas com 
os cations bivalentes e confere estabilidade. Quando os microrganismos sao cultivados em meios com deficiencia de 
cations, a permeabilidade da parede celular aos antibioticos aminoglicosidios e outros compostos aumenta. Por essa 
razao, essas bacterias sao mais sensiveis a agao dos aminoglicosidios, resultando em CIM artificialmente baixas ou 
halos de inibigao erroneamente pequenos. 

A atividade da daptomicina tambem varia acentuadamente com as alteragoes da concentragao de calcio nos 
meios de teste e os niveis fisiologicos deste cation sao necessarios para a interpretagao precisa dos resultados dos 
testes em meios solidos. 30,199,292 

Niveis altos de ions zinco tambem podem reduzir a atividade dos carbapenemicos e, tambem neste caso, o efeito 
e mais acentuado nas bacterias gram-negativas, principalmente P. aeruginosa , 21,145 

Condigoes ambientais. As condigoes e a duragao da incubagao do teste devem ser estabelecidas corretamente, 
de forma a obter resultados precisos. Os testes de sensibilidade antimicrobiana sao incubados rotineiramente em ar 
ambiente a 35°C. O agar ou caldo e incubado em uma incubadora em atm ambiente. A incubadora com C0 2 nao 
deve ser usada nos testes de rotina. O acido carbonico produzido na superficie do agar ou do caldo pode reduzir o 
pH e, deste modo, afetar a atividade antibacteriana de alguns antibioticos, conforme foi explicado antes. Nos 
laboratories menores que dispoem apenas de uma incubadora com C0 2 , e aceitavel colocar as placas ou os tubos 
dos testes de sensibilidade em uma jarra vedada para evitar o acesso do C0 2 durante a incubagao. 

As placas e os tubos devem ser incubados rotineiramente a 35°C. Com temperaturas mais altas, a detecgao dos 
estafilococos resistentes a oxacilina e dificultada. Quando ha suspeita de resistencia a oxacilina, mas esta nao fica 
evidente a 35°C, as placas ou os tubos podem ser incubados a 30°C. 

Os tempos de incubagao variam, dependendo do sistema de teste utilizado. O tempo de incubagao recomendado 
para os sistemas convencionais de difusao em disco e de 16 a 18 horas, enquanto para os testes de diluigao e de 16 a 
20 horas. Entretanto, os testes realizados para determinar as CIM da oxacilina e da vancomicina contra os 
estafilococos e a CIM da vancomicina contra enterococos devem ser incubados por 24 horas completas. 

Inoculo. Em geral, o inoculo e preparado a partir de uma culture em caldo, que foi incubada por quatro a seis 
horas, quando se acredita que o crescimento esteja em sua fase logaritmica. Varias colonias de aspecto semelhante 
devem ser escolhidas para o teste para reduzir a variagao das populagoes bacterianas. A densidade da suspensao e 
ajustada para aproximadamente 10 8 unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro, comparando-se sua 
turbidez com um padrao de 0,5 de BaS0 4 de McFarland. O padrao e preparado acrescentando-se 0,5 mC de BaCl 2 a 
0,048 M (p/v de BaCl 2 :H 2 0 de 1,175%) a 99,5 ml de NH 2 S0 4 a 0,36 N. Aliquotas de 4 a 6 ml do padrao de 
turbidez do sulfato de bario sao distribuidas nos tubos com tampas de rosea do mesmo tamanho, que sao vedados 
firmemente e armazenados a temperature ambiente no escuro. Como altemativa, o padrao de 0,5 de McFarland e 


preparado utilizando-se particulas de latex, que podem ser compradas de varios fomecedores comerciais (i. e., 
ThermoScientific [Remel], KS, Lenexa) para calibrar a turbidez. Os nefelometros podem ser usados para determinar 
a turbidez. O grau de opacidade do caldo e comparado comumente com o padrao, examinando-se os dois contra um 
fundo branco, no qual foram desenhadas linhas pretas. Os ajustes adicionais do inoculo dependem do tipo de teste 
realizado. Como altemativa, alguns dispositivos disponiveis no mercado para preparar um inoculo padronizado 
funcionam bem. 242 ' 1 

Quando o microrganismo e exigente ou o tempo nao permite uma incubapao por quatro a seis horas, o metodo 
da suspensao direta das colonias pode ser realizado para calibrar o inoculo. Em resumo, as colonias jovens podem 
ser retiradas da superficie da placa com agar, que foi incubado durante a noite e e diluido ate a densidade adequada. 
Esse metodo e recomendado quando os estafilococos sao testados quanto a resistencia a meticilina e quando sao 
realizados testes com Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. 

Quando se utiliza um padrao de McFarland para preparar o inoculo, a densidade do padrao deve ser verificada 
utilizando um espectrofotometro com trajeto de luz de 1 cm e cuvetas pareadas. A absorbancia do padrao 0,5 de 
McFarland a 625 nm deve variar de 0,08 a 0,10. Mensalmente, o padrao deve ser substituido ou avaliado quanto a 
adequapao. 1 Embora nao seja essencial, e util documentar periodicamente a quantidade de microrganismos do 
inoculo por inoculapao de diluipoes sequenciais da suspensao em placas de agar. 

Limitagdes. A quantidade de bacterias nos pacientes infectados varia acentuadamente, de forma que o inoculo 
padronizado utilizado no laboratorio representa uma aproximapao razoavel, em vez de uma reprodupao das 
condipoes in vivo. Com algumas combinapoes de bacterias e antimicrobianos, o inoculo e extremamente importante 
para determinar a sensibilidade in vitro - o chamado efeito do inoculo. 181,397 ’ 496,594 A inativapao enzimatica dos 
antibioticos betalactamicos (inclusive penicilinas e cefalosporinas) e um mecanismo importante de resistencia 
bacteriana. Essas enzimas sempre sao expressas por algumas bacterias, mas nas condipoes apropriadas, sua 
produpao pode ser induzida pela presenpa do antibiotico. Quando contagens baixas de Staphylococcus aureus 
produtor de betalactamase induzivel sao incubadas in vitro com penicilina, o inoculo pode ser destruido antes que a 
enzima seja produzida em quantidades suficientes para ser detectada. 418 ’ 629 Contudo, in vivo, as contagens altas de 
bacterias presentes no foco infeccioso produzem a betalactamase, que inativa o antibiotico. As betalactamases 
induziveis tambem podem nao ser detectadas em Enterobacteriaceae, caso se utilize um inoculo pequeno em razao 
das interapoes da membrana gram-negativa com a enzima. 351,496 Os estafilococos tambem desenvolvem 
heterorresistencia, por meio da qual apenas uma frapao pequena das bacterias da colonia expressa betalactamase, 
principalmente em presenpa de uma penicilina semissintetica como a meticilina. O MRSA com resistencia 
intermediaria a vancomicina tambem e heterorresistente e a capacidade de detectar este tipo de resistencia e 
acentuadamente influenciada pelo inoculo.'’ 26 Por essa razao, o uso de um inoculo pequeno pode “perder” esse tipo 
de resistencia, porque as celulas portadoras do fenotipo resistente podem nao ser selecionadas. 

Agentes antimicrobianos. Os pos dos antimicrobianos-padrao usados nos testes de diluipao precisam ser 
“puros” e devem ser fornecidos pelo fabricante (Sigma Chemical Co.) ou pela US Phamacopeia em Rockville, MD. 
Os pos de referencia sao padronizados por um ensaio de atividade antimicrobiana. Por exemplo, o rotulo pode 
indicar que o po contem 1.075 mg do composto quimico ativo em cada 1.000 mg de po. A quantidade de po pesada 
precisa ser ajustada a atividade de cada lote. Os fiascos nao devem ser retirados da farmacia hospitalar, porque 
podem conter aditivos e nao foram testados quanto a atividade biologica. Os antimicrobianos devem ser 
armazenados em um exsicador recomendado para cada composto. Alguns antimicrobianos, especialmente os que 
fazem parte da classe dos betalactamicos, sao mais estaveis sob temperaturas abaixo de -20°C. As suspensoes do 
antimicrobiano devem ser armazenadas a -20°C ou menos, de preferencia a -70°C; elas nao devem ser 
recongeladas depois da dispensapao. O imipenem e especialmente afetado pelo congelamento e descongelamento, 661 
e deve ser reconstituido toda vez que for preparado um lote de placas ou tubos. Tambem nao se deve usar um freezer 
frost-free, porque ocorrem ciclos repetidos de congelamento e descongelamento. 

Os discos impregnados com antimicrobianos devem ser armazenados a -20°C ou menos em condipao seca 
(anidra). Com base nas diretrizes estabelecidas pela FDA (Food and Drug Administration), os fabricantes de discos 
com antimicrobianos devem controlar cuidadosamente a concentrapao dos antibioticos do disco na faixa de 60 a 
120% da concentrapao declarada; em geral, a variapao real e consideravelmente menor. Uma quantidade pequena 
em uso pode ser mantida sob temperaturas alcanpadas pelo refrigerador em um dessecador. Antes de abrir o 
dessecador, os discos sempre devem estar a temperatura ambiente, de forma que a condensapao da umidade do ar 


nao reidrate parcialmente os discos. O uso de um lote de discos danificados resultou na detecgao de resistencia falsa 
e erronea do Staphylococcus aureus a oxacilina. 56 

Selegao dos antimicrobianos. A selegao final dos antimicrobianos para o formulario hospitalar deve ser 
decidida em colaboragao com os membros da equipe medica. Contudo, os laboratories devem seguir as diretrizes do 
CLSI antes de decidir quais antibioticos devem ser testados e relatados primariamente, ou relatados apenas em 
casos selecionados, de acordo com as definigoes descritas na Tabela 17.8 para os grupos de antibioticos A, B, C ou 
U. As designagoes especificas das diferentes classes farmacologicas de acordo com esses grupos de testagem e 
notificagao estao descritas nas tabelas com os microrganismos especificos publicadas pelo CLSI 121,122 e estao 
resumidas nas normas M100-S23 e M100-S24 para as bacterias nao exigentes da Tabela 1A, para as bacterias 
exigentes na Tabela IB e para as bacterias anaerobias na Tabela 1C. 121,122 As recomendagoes do CLSI quanto a 
testagem em serie (seletiva) e a notificagao dos resultados estao descritas sucintamente nas segoes seguintes deste 
capitulo, lembrando que as questoes sao complexas e variam entre as diversas instituigoes. Nao e necessario testar 
cada antimicrobiano da lista, contanto que o microrganismo seja sensivel a todos ou a maioria dos antibioticos dos 
grupos A e B. Entretanto, os padroes de uso dos antimicrobianos e a incidencia dos tipos importantes de resistencia 
bacteriana em cada comunidade devem ser conhecidos e considerados, antes de escolher quais antimicrobianos 
devem ser testados. Os laboratories podem fazer distingoes entre os antimicrobianos testados rotineiramente e os 
antibioticos cujos resultados sao transmitidos rotineiramente aos medicos. Como os sistemas automatizados 
permitem realizar testes de sensibilidade com alguns farmacos a mais para a maioria dos patogenos, que os 
incluidos nos grupos A e B do CLSI, devem ser adotadas normas e procedimentos laboratoriais quanto a notificagao 
sequencial rotineira dentro de determinada classe farmacologica. 121,122 

Varios antimicrobianos podem ser terapeuticamente equivalentes em alguns casos, porque cobrem um espectro 
semelbante de atividade antimicrobiana. Contudo, os resultados dos testes de sensibilidade in vitro de uma cepa 
especifica a um antibiotico podem nao prever a sensibilidade in vitro a outros antimicrobianos deste grupo; na 
verdade, esses antimicrobianos sao equivalentes, mas nao tern necessariamente a mesma eficacia contra todas as 
cepas isoladas. Cada farmaco do grupo considerado terapeuticamente util deve ser testado. Os laboratories tambem 
precisam testar mais antibioticos da mesma classe farmacologica, de forma a estabelecer o fenotipo de resistencia de 
um microrganismo (p. ex., E. coli resistente ao ertapenem, mas sensivel a todos os outros carbapenemicos). Por 
outro lado, os resultados dos testes in vitro com alguns antimicrobianos podem ser aplicados aos “parentes 
proximos”, de forma que nao seja necessario testar cada farmaco do grupo; algumas destas situagoes estao 
detalhadas nas Tabela 17.7 e 17.21. 114,117,121,122 


Tabela 17.8 Grupos de antimicrobianos recomendados pelo CLSI para testes e relatorios. 


Grupo 

Categoria 

Tipo de antimicrobiano 

A 

Teste e relatorio obrigatorios 

Todos os farmacos devem ser testados e seus resultados relatados 

B 

Teste obrigatorio, relatorio seletivo 

Todos os farmacos devem ser testados, mas seus resultados relatados apenas 

seletivamente: 



1 . 

0 farmaco principal da mesma classe e resistente 



2. 

0 paciente tern alergia referida a um ou mais farmacos principals 



3. 

Os resultados sempre sao relatados guando a infeegao acomete areas 

especificas ou tern fonte especifica (/. e., uma cefalosporina de 3- geraqio 

para cepas isoladas do LCR) 



4. 

Falencia do tratamento inicial 



5. 

Infecgao polimicrobiana ou disseminada envolvendo varias areas do corpo 



6. 

Recurso epidemiologico para controlar infeegoes 



c 


Teste suplementar, relatorio seletivo 


Testar e notificar problemas de resistencia espedfica, ou em pacientes com alergia 
dedarada aos farmacos do grupo A e/ou B, ou guando ocorrem infecgoes 


incomuns 

U Suplementares Testar apenas as cepas isoladas da urina 

0 Outros Os antimicrobianos estao indicados para o grupo de microrganismos, mas nao sao 

candidatos a testagem e ao relato rotineiro dos resultados nos EUA 

Inv. Experimentais Os antimicrobianos sao experimentais para o grupo de microrganismos, ou seja, 

ainda nao foram aprovados pela FDA para uso nos EUA 

Adaptada com base na referenda 122. 

Cepas de referenda. O laboratorio de microbiologia clinica precisa adquirir e estocar bacterias de controle de 
qualidade gram-positivas e gram-negativas para monitorar o desempenho dos testes de sensibilidade antimicrobiana. 
As cepas de referencia para controle de qualidade (CQ) foram selecionadas e padronizadas para o controle de 
qualidade dos testes de sensibilidade e produzem reagoes reproduziveis de desempenho esperado com o teste 
(Tabela 17.9). As cepas ideais de controle de qualidade tern parametros de sensibilidade na faixa intermediary das 
concentragoes dos antimicrobianos testados e apresentam tendencias minimas de alterar os padroes de sensibilidade 
ao longo do tempo. Essas cepas de referencia devem ser armazenadas em condigoes que evitem a possibilidade de 
mutagao. Elas podem ser conservadas congeladas (abaixo de -20°C ou, de preferencia, abaixo de -60°C) depois de 
sua suspensao com um estabilizador como sangue total desfibrinado, soro de feto bovino a 50% em caldo 
bacteriologico, ou glicerol a 10% em caldo. Altemativamente, essas cepas podem ser liofilizadas. Para o 
armazenamento por um periodo curto, as bacterias podem ser cultivadas em agar de soja e digerido acido de caseina 
e armazenadas entre 2° e 8°C. Os tubos inclinados frescos devem ser preparados a cada 2 semanas e uma nova 
cultura de estoque deve ser obtida quando ocorrem resultados anomalos. Uma subcultura fresca deve ser preparada a 
cada dia que a cepa de controle for usada. Existem publicagoes descrevendo os procedimentos de reconstituigao das 
culturas em estoque. 117 

Os microrganismos para CQ podem ser obtidos da American Type Culture Collection (ATCC; 12301 Parklawn 
Drive, Rockville, MD 20852) na forma de frascos desidratados e congelados e os testes especificos de CQ devem 
ser realizados com a(s) cepa(s) de controle recomendada(s) da ATCC. As empresas ThermoScientific (Remel, 
Lenexa, Kansas) (Bacti Disks®) e Difco Laboratories (Detroit, Michigan) (Bactrol Disks®) fomecem culturas 
desidratadas em discos de papel, que se mantem estaveis a 4°C por ate 1 ano. As culturas em disco de papel podem 
ser facilmente transferidas de um frasco e cultivadas em caldo por 4 a 6 horas, antes de serem semeadas nos meios 
solidos para realizar testes de CQ. 

Controle de qualidade. O controle de qualidade (CQ) rigoroso e importante para os testes de sensibilidade a 
antimicrobianos, porque um numero expressivo de variaveis pode afetar seus resultados. Varios metodos sao 
utilizados comumente para testar a sensibilidade das bacterias isoladas a diversos antimicrobianos, inclusive difusao 
em disco, diluigao em agar e macrodiluigao-microdiluigao em caldo. O CLSI publicou diretrizes extensivas de CQ, 
que descrevem os metodos de CIM por difusao em disco 11 *’ 121 ’ 122 e diluigao em agar-caldo. 117,121,122 Os laboratories 
devem seguir essas diretrizes, de forma que sejam obtidos resultados confiaveis com os testes de sensibilidade 
antimicrobiana; alem disto, os procedimentos devem ser atualizados, a medida que os padroes do CSLI sao 
revisados. O CSLI estabeleceu as regras de um piano de CQ de 20 a 30 dias para os testes de sensibilidade 
antimicrobiana (Tabela 17.10). 1211 Entretanto, a partir de 2013, 121 o CSLI alterou o esquema recomendado (realizar 
CQ diario rotineiro por 20 a 30 dias consecutivos de testes) para um novo piano de CQ 3><5 dias, antes de adotar 
um esquema de testes de CQ semanais, contanto que os resultados dos testes diarios estejam dentro dos limites 
recomendados para determinada combinagao de farmaco/microrganismo (z. e., antibiotico/bacteria) e determinado 
metodo de teste (Tabela 17.11). Na fase inicial do piano de CQ 3x5 dias, tres cepas replicadas sao testadas por 5 
dias (15 resultados) e os testes nao precisam ser realizados se 0 ou 1/15 resultados estiverem fora da faixa; em 
seguida, pode-se adotar o esquema de CQ semanal. Entretanto, se 2 ou 3 resultados em 15 estiverem fora da faixa 
durante a fase inicial de testes, deve-se entao iniciar uma segunda fase de testes de CQ diarios utilizando outras tres 



cepas replicadas e testadas por 5 dias (15 resultados). O CQ diario pode ser interrompido se 2 a 3/30 resultados da 
segunda fase de testes estiverem fora da faixa. As vantagens de adotar um piano de CQ 3x5 dias, em comparagao 
com o esquema recomendado anteriormente de testes de CQ consecutivos por 20 a 30 dias, sao eficiencia maior, 
conclusao em um periodo de tempo mais curto e detecgao mais rapida dos problemas de CQ. O CQ semanal dos 
testes de sensibilidade antimicrobiana para cada combinagao de farmaco/microrganismo deve ser realizado sempre 
que for adotado um sistema de testes novos; sempre que for testado um farmaco novo; e sempre que determinadas 
variaveis dos testes forem modificados, conforme estao delineados nas Tabelas 3C e 4F do CLSI M100-S23. 121 Ate 
hoje, essa alteragao da frequencia dos testes de CQ nao foi publicada nas regulamentagoes do CSLI e, por isso, nao 
foi adotada pelos orgaos de acreditagao dos laboratories (i. e., CMS, CAP) dos EUA. A partir de 2013, 121 o CLSI 
tambem alterou a frequencia dos testes para as cepas reconhecidamente negativas (sensiveis) e positiva (resistentes) 
em discos, placas de agar usadas na diluigao em agar, ou camaras ou tubos isolados usados nos metodos de diluigao 
- ou seja, da rotina de cepas de controles de ambas, para testes apenas da cepa positiva com cada nova 
remessa/lote/envio dos materiais de teste. A Tabela 17.12 descreve a frequencia do CQ quando sao efetuadas 
modificagoes nos sistemas de testes antimicrobianos do esquema de 20 a 30 dias para um piano de CQ 3x5 dias. 
Alem disso, o CLSI tambem tern recomendagoes descritas para solucionar os problemas com os testes de CQ (Boxe 
17.3) e as agoes corretivas apropriadas, que devem ser adotadas quando os parametros de CQ nao sao atendidos 
(Tabela 17.13). 


Tabela 17.9 Cepas para controle de qualidade TSA. 


Tipo de teste 

Finalidade 

Cepa" 

Difusao em disco 

• Testes em geral; cepa sensi'vel para agar de triagem 

VAN 

• Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 


• Monitorar lotes do agar de Miieller-Hinton guanto aos 

compostos inibitorios nos testes com sulfas, TMP ou 

SXT 

• Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ou ATCC 

33186) 

Microdiluigao em caldo 

• Testes em geral 

• Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 


• Usadas em combinagao com 5. aureus (ATCC 29213) 

para controlar testes de triagem em agar-sal com OXA 

• Staphylococcus aureus (ATCC 43300) 


• Testes em laboratories de referenda para cepas 

isoladas 

• Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

Difusao em disco ou microdiluigao 

em caldo 

• Testes em geral; sensibilidade a VAN e sinergia com 

aminoglicosi'dios em dose alta (HDA) 

• E. faecalis (ATCC 29212) (VAN S e HDA S) + £. 

faecalis (ATCC 51299) (VAN R e HDA R) 


• Testes em geral e controle de gualidade, inclusive 

betalactamicos 

• Escherichia coli (ATCC 25922) 


• Controle de inibidores de betalactamase; usadas em 

combinagao com £ coli (ATCC 25922) para 

combinaijoes de betalactamicos/inibidores de 

beta lactamases 

• Escherichia coli (ATCC 35218) 


• Controle dos testes para betalactamases de espectro 

ampliado 

• Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 


• Testes em geral 

• Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 


• Testes em geral 

• Haemophilus influenzae (ATCC 49247) (AM P R 

e betalactamase negativo) + H. influenzae 



(ATCC 49766) (AMP S e mais reproduzi'vel com 
alguns betalactamicos que o ATCC 49247) 


• Testes em geral • Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619) 

Diluigao em agar e difusao em disco • Testes em geral • Neisseriagonorrhoeae (ATCC 49226) 


a ATCC = American Type Culture Collection; VAN = vancomicina; OXA = oxacilina; TMP = trimetoprima; SXT = sulfametoxazol- 
trimetoprima. 

Adaptada com base no CLSI M100-S24, 122 M07-A9 117 e M2-A11. 118 


Tabela 17.10 Desempenho e frequencia do piano de controle de qualidade diario por 20 a 30 dias dos 
testes de sensibilidade a antimicrobianos. 


Criterios da a$ao 

Tipode teste Abordagem Frequencia Teste de valida^ao initial corretiva Comentarios 


Difusao ou diluigao CQ diario Diariamente Nenhum 

em disco 


Mais de 1 resultado 
em 20 testes 
consecutivos 
fora do controle 


Passar ao esquema de testes 
semanais se menos de 2/20 ou 
< 4/30 testes consecutivos para 
cada farmaco estiverem fora do 
controle 


Difusao ou diluigao Semanal 
em disco 


Semanalmente oua 

Testartodas as cepas de 

Qualquer resultado 

Os antimicrobianos novos precisam 

cada altera^ao 

controle por 20 a 30 

fora do controle 

ser validados. Os testes 

dos 

dias consecutivos; 


semanais saoapropriados 

componentes 

passar ao esquema de 


apenas para osfarmacos 

reagentes ou 

testes semanais quando 


testados rotineiramente. Os 

metodo 

os resultados 


farmacos testados algumas 


atenderem aos criterios 


vezes precisam ser testados no 


descritos para o CQ 


dia em quesaousados 


diario 




Testes de triagem Diaria Diariamente Nenhum 

emagar 


Maisde 1 resultado 
em 10 testes 
consecutivos 
fora do controle 


0s testes diarios precisam ser 
realizados quando a triagem e 
efetuada com frequencia menor 
que 1 vez/semana, ou o 
farmaco a ser testado e labil (p. 
ex., teste de triagem do 5. 
aureus com OXA) 


Testes de triagem Semanal 
emagar 


Semanalmente oua 
cada alteraqio 
dos 

componentes do 
reagente ou do 
metodo 


Testartodas as cepas de 
controle por 20 a 30 
dias de testes 
consecutivos; passar 
para o esquema 
semanal quando os 
resultadosatenderem 
aos criterios descritos 
para o CQ diario, ou 


Qualquer resultado Os antimicrobianos novos precisam 
fora do controle ser validados. Os testes 
semanais saoapropriados 
apenas para osfarmacos 
testados rotineiramente. Os 
farmacos testados algumas 
vezes devem ser testados no dia 
em quesaousados 




testes de difusao ou 
dilui^aoem disco 

CQ = controle de qualidade; OXA = oxacilina. 

Adaptada com base na referenda 120. 

Tabela 17.11 Plano de controle de qualidade replicado (3><5 dias) para testes de sensibilidade a 
antimicrobianos diarios para cada cormbinagao de cepa de CQ e farmaco | Criterios de aceitagao e agao 
recomendada. 


Numero fora da faixa com os 

testes iniciais (baseadosem 15 

replicates) 

Condusao a partir dos testes 

iniciais (baseadosem 15 

replicates) 

Numero fora da faixa depois da 

repetito dos testes (baseados 

em todas as 30 replicates) 

Condusao depois da repetito 

dos testes 

Oa 1 

PCQ bem-sucedido. Passaraos 

testes de CQ semanais. 

Dl 

Dl 

2 a 3 

Testar outras tres replicates por 5 

dias. 

2a 3 

PCQ bem-sucedido. Pode passar aos 

testes deCQ semanais. 

>4 

PCQ falhou; investigar e adotar 

medidas corretivas apropriadas. 

Continuar CQ de cada teste 

diariamente. 

>4 

PCQ falhou. Investigar e adotar 

medidas corretivas apropriadas. 

Continuar CQde cada teste 

diariamente. 


PCQ = piano de controle de qualidade; CQ = controle de qualidade; Dl = dados indisponiveis. 
Adaptada com base no CLSI M100-S23, 121 Tabela 3C. 


Tabela 17.12 Frequencia do controle de qualidade quando sao efetuadas modificagoes nos sistemas dos 
testes de sensibilidade a antimicrobianos. 




Meios (placas 


Aparelhos /softwares (p. 

Frequencia 


deagar 


ex., leitorde halo 

exigida do CQ 

Discos 

preparadas) 

Preparato do inoculo Medito dos halos 

automatizado) 

1 dia 

Uso de remessa ou 

Uso de remessa 


Conserto de instrumento que 


numero de lote 

ou numero 


afeta os resultados de 


novo, ou outro 

de lote novo 


TSA. Dependendoda 


fabricante 



extensao do reparo (p. 

ex., componente critico, 

como dispositivo 

fotografico), testes 

adicionaispodemser 

apropriados por 5 dias 

5 dias 


Usarum 

Conversao da 

Atualizagao do software que 



fabricante 

preparagao/padronizagao do 

afete os resultados de 



novo 

inoculo ao uso de urn 

TSA.Monitorartodos os 




dispositivoquetenha CQ 

farmacos,naoapenas os 




intrinseco (p. ex., converter o 

que foram afetados pela 




ajuste visual da turbidez para 

o uso de urn dispositivo 

modificagao do software 





PCQ replicado 

Acrescimo de um 

fotometrico, para o qual seja 

fornecido um procedimento 

deCQ) 

Conversao da 

Alteragao do metodo 

15 vezes, ou 

antimicrobiano 

preparagao/padronizagao do 

de medico dos 

PCQ de 20 a 

novo ao 

inoculo para um metodo que 

halos (p. ex., 

30 dias 

sistema 

dependa da tecnica do usuario 

conversao das 


existente 

(p. ex., conversao do ajuste 

determinates 



visual da turbidez para outro 

metodo que nao esteja 

baseado em um dispositivo 

fotometrico) 

manuaisdos halos 

paraum leitorde 

halo 

automatizado). 

Tambem devem 

ser realizados 

estudos de 

verificagao interna 


TSA = teste de sensibilidade a antimicrobianos; PCQ = piano de controle de qualidade; CQ = controle de qualidade. 

Adaptada com base no CLSI M100-S23, Tabela 3C. 121 

Garantia da qualidade e testes de proficiencia. Os laboratories devem monitorar os erros dos testes de 
sensibilidade antimicrobiana e classifica-los como muito importantes, significativos ou de importancia secundaria. 
Os resultados errdneos podem ser detectados antes de sua liberagao, seja por um tecnologo astuto ou pelo 
microbiologista clinico, ou pelas regras de inteligencia artificial incorporadas a um sistema automatizado, que 
assinala os resultados que precisam ser verificados. A comparagao do resultado erroneo ou inesperado para 
determinado microrganismo pode alertar o microbiologista para um problema em potencial nos resultados da 
identificagao e/ou testes de sensibilidade. A Tabela 17.7 resume alguns desses indicios. Teste acidental com culturas 
mistas e uma causa comum de erros; a inclusao de uma placa “pura” no teste de sensibilidade e essencial, mas a 
pureza aparente da colonia testada nao e garantia absoluta de pureza. 

Todos os erros de testes, interpretagao ou notificagao dos resultados de sensibilidade antimicrobiana devem ser 
monitorados como um dos principais indicadores de qualidade do processo complexo por inteiro. Todos os 
laboratories devem estabelecer como meta ter um numero minimo de erros, mas todos eles devem ser investigados 
para identificar e corrigir a causa basica, de forma que nao se repitam. Os tecnicos devem ser altamente treinados e 
habilitados nao apenas para realizar os procedimentos dos testes, mas tambem identificar as situagoes nas quais um 
teste deve ser repetido em razao dos resultados supostamente erroneos. As normas e os procedimentos do 
laboratorio tambem devem defmir claramente os perfis de resistencia antimicrobiana especifica dos patogenos 
principais, que exigem testes adicionais ou confirmatorios antes que os resultados sejam liberados, conforme esta 
descrito adiante neste capitulo. 


Boxe17.3 


Agoes corretivas para testes de sensibilidade antimicrobiana fora do controle 

Causa do erro 

Evidente (p. ex., cepa-controle errada, temperatura errada, contaminaqio) 

• Retestar no dia em que o QC falhar, ate que o resultado esteja sob controle; em seguida, proceder como se houvesse um erro desconhecido. 


OU 

Desconhecida: 

• A Tabela 17.12 resume as possiveis explicates da falha do CQ 




• Depois de adotar altera<;6es (/'. e., reagentes novos) que poderiam ser problematical avan^ar para a validaqio 

• Testar o antibiotico que falhou por 5 dias consecutivos 

• Realizar testes adicionais-se os resultados estiverem fora do controle 

• Continuar os testes diarios, ate que o problema seja resolvido 

• Passar a realizar testes semanais quando os resultados estiverem sob controle 

• Deixar de relatar quaisquer antibioticos que estiverem fora do controle, ate que o problema esteja resolvido. 


Os laboratories que realizam testes de sensibilidade antimicrobiana tambem devem participar de um programa 
de avaliagao da proficiencia, como o que e oferecido pelo CAP (College of American Pathologists), 111 de acordo 
com a exigencia da lei federal, de forma a melhorar o desempenho e fomecer dados adicionais uteis a avaliagao dos 
resultados dos testes de sensibilidade em nlvel nacional. 464 Os programas de proficiencia dirigidos tambem tern sido 
implementados com sucesso. 608 

Procedimentos dos testes de sensibilidade antimicrobiana 
Metodos dos testes de sensibilidade por difusao 

Teste de sensibilidade por difusao em disco. Os testes de sensibilidade por difusao em disco foram 
padronizados nos EUA com base nos estudos de Bauer, Kirby et al. (Quadro 17.1 online). 118 ' 121 ' 122 Esse metodo 
ainda e amplamente utilizado porque e facil de realizar e tern custo menor, quando e comparado com os outros 
metodos. Ao contrario das tecnicas de diluigao, o valor da CIM nao e derivado, mas o diametro do halo de inibigao 
pelo antibiotico e comparado com os valores de CIM da mesma cepa, de forma a prever o nivel de sensibilidade. O 
teste de difusao em disco deve ser realizado estritamente de acordo com os metodos padronizados e descritos pelo 
CLSI. ’ ’ Quando o teste e realizado corretamente, as bordas do halo de inibigao devem estar bem defmidos e 
faceis de medir. 

Descrigao do metodo. A Figura 17.12 ilustra principio basico do teste padronizado de sensibilidade por difusao 
em disco. Todos os metodos de difusao em disco estao baseados na difusao de um antibiotico liberado pelo agar a 
partir de um disco impregnado. Outros autores publicaram anteriormente uma descrigao teorica detalhada dos 
principios da formagao do halo de inibigao com esse metodo e, neste capitulo, oferecemos apenas um esbogo 
sucinto. 28,296 Os discos tem diametro padronizado de 6 mm e sao produzidos de forma a conter uma quantidade 
defmida do farmaco a ser testado. O CLSI recomenda que os discos fiquem espagados sobre a placa de agar, de 
forma que haja um intervalo de 24 mm entre os centres de dois discos para assegurar que nao haja superposigao dos 
halos de inibigao. O intervalo entre a inoculagao do agar com as bacterias e a aplicagao do disco com antibiotico nao 
deve ser maior que 15 minutos, porque a difusao comega logo depois da sua aplicagao na superficie do meio. Logo 
que o disco impregnado com antibiotico entra em contato com a superficie umida do agar, a agua e absorvida pelo 
papel de filtro e o antimicrobiano difiinde-se para dentro do meio circundante. A taxa de extragao do antimicrobiano 
para fora do disco e maior que sua difusao para o meio externo, de forma que a concentragao da area situada 
imediatamente em contato com o disco pode ser maior que a do proprio disco. Contudo, a medida que a distancia do 
disco aumenta, ha redugao logaritmica da concentragao do antimicrobiano. Quando a placa foi previamente 
inoculada com uma suspensao de bacterias, o crescimento simultaneo dos microrganismos ocorre na superficie do 
agar. Quando e alcangada uma massa critica de celulas bacterianas, a atividade inibitoria do antimicrobiano e 
superada e as colonias comegam a crescer. O tempo necessario para chegar a massa critica de celulas (tempo critico; 
4 a 10 horas com as bacterias comumente testadas) e tipico de cada especie, mas e influenciado pela composigao do 
meio e pela temperatura da incubagao. A extensao lateral da difusao antimicrobiana antes de chegar ao tempo critico 
e determinada pela profundidade do agar, porque a difusao ocorre em tres dimensoes. Os pontos nos quais a massa 
critica de celulas e alcangada aparecem como um circulo bem-defmido com margem de crescimento bacteriano, 
enquanto o meio do disco forma o centre do circulo quando o teste e realizado adequadamente (Figura 17.12). A 
concentragao do antimicrobiano difiindido nessa interface de bacterias em crescimento e microrganismos inibidos e 
conhecida como concentragao critica e aproxima-se da CIM determinada pelos testes de diluigao (ver Metodos que 
utilizam meios liquidos, adiante). Embora o calculo direto da concentragao inibitoria nao seja realizado na pratica, a 
CIM pode realmente ser calculada com precisao razoavel quando as caracteristicas de difusao do antimicrobiano e 
de crescimento bacteriano sao conhecidas. 28 



Tabela 17.13 Corregao dos problemas de controle de qualidade dos testes de sensibilidade a 
antimicrobianos. 3 


Alteragoes encontradas 

Problemas possiveis 

Medidas corretivas 6 

CIM muito altas ou dimensoes de halos 

1. Inoculo muito grande 

1. Verificar e ajustar os inoculos, se for necessario 

muito pequenas (cepas muito 

2. Deterioragao do antimicrobiano 

2. Verificar a potencia dos discos ou o po; tentar urn lote 

resistentes) 


3. Alteragao da cepa de CQ 

novo 


4. Agar muito fundo 

3. Testaroestoque novo de cepa deCQ 


5. Leitura incorreta dos resultados 

4. Verificar a profundidade do agar 

5. Repetir com varios examinadores 

CIM muito baixas ou dimensoes de halos 

1. Inoculo muito pequeno 

1. Verificar e ajustar o inoculo, se for necessario 

muito grandes (cepas muito sensi'veis) 

2. Antimicrobiano muito potente 

2. Verificar a potencia dos discos ou po; tentar urn lote 


3. Troca da cepa de CQ 

novo 


4. Agar muito fino 

3. Testaroestoque novo de cepa deCQ 


5. Leitura incorreta dos resultados 

4. Verificar a profundidade do agar 

5. Repetir com varios examinadores 

Resultados para Pseudomonas e 

Concentragio de cations alterada 

Usar caldo suplementado com cations ou tentar urn lote 

aminoglicosidios fora do controle 


diferente do agar 

Aminoglicosi'dios e macroli'dios resistentes; 

Meio muito acido 

Verificar o pH dos meios 

tetracidina muito sensi'vel 

Aminoglicosidios e macroli'dios resistentes; 

Meio muito alcalino 

Verificar o pH dos meios 

tetracidina muito resistente 

CIM para trimetoprima muito altas, ou 

Excessodetimidina no meio 

Testar o meio com Enterococcus faecalis (ATCC 29212); 

dimensoes de halos muito pequenas; 


acrescentar timidina-fosforilase ou sangue equino 

resultados difi'ceis de ler 


lisado 

Gerais 

Cepa de CQ: uso de uma cepa de CQ errada; 

Usar uma nova cepa de CQ e verificar todas as condigoes do 


armazenamento inadequado; 

conservagio inadequada (p. ex., uso da 

mesma cultura operacional por mais de 

1 mes); contaminagio; perda de 

viabilidade; alteragoes dos 

microrganismos (p. ex., mutagio, perda 

deplasmidio) 

teste 


Suprimentos do teste: condigoes 

Usar reagentes e suprimentos novos e verificar todas as 


inadequadas de armazenamento ou 

envio; contaminagio; volume 

inadequado de caldo nos tubos ou 

camaras; uso de paineis (p. ex., 

rachados, com vazamento), placas, 

condigoes do teste 



cartoes ou tubos danificados; uso de 
materials vencidos (/'. e., discos) 

Procedimento do teste: uso de temperatura Verificar todas as condi^oes do teste e a leitura e o registro 
ou condi^oes de incuba^ao erradas; dos resultados do teste 

suspensoes de inoculos preparadas ou 
ajustadas incorretamente; inoculo 
preparado a partir de uma placa 
incubada por tempo inadequado; 
inoculos preparados a partir de meios 
seletivos ou diferenciais contendo 
antibioticos ou outros compostos que 
inibem o crescimento; uso de reagentes 
ou suprimentos complementares 
errados; leitura ou interpreta^ao 
incorreta dos resultados do teste; erro 
de transcrigao. 

Equipamento: nao funciona Verificar o CQ de todos os equipamentos e realizar 

adequadamente ou descalibrado (/'. e., manutem;ao conforme a necessidade; substituir se 
pipetas) continuaraapresentarfalhadefuncionamento 

a Adaptada com base no M100-S23, Tabela 4G. 121 

'’Todos os resultados, fora do controle requererao retestagem e os resultados nao devem ser divulgados ate que o CQ esteja 
novamente sob controle (ver Tabelas 17.10 e 17.11). CQ = controle de qualidade; ATCC = American Type Culture Collection. 



■ FIGURA 17.12 Principio da difusao dos antibioticos no agar. A concentragao do antibiotico diminui a medida que aumenta 
a distancia do disco. 

Interpretagao dos resultados. O diametro do halo observado em um teste de difusao em disco e comparada com 
os padroes interpretativos fornecidos pelo CLSI. 118,121,652 Os tamanhos dos diametros dos halos de inibigao, 
derivados dos testes de uma grande variedade de cepas, sao correlacionados com as CIM conhecidas das especies 



testadas. Desta forma, os criterios de corte interpretativos para os diametros dos halos classificados como 
“sensfvel”, “intermediario” e “resistente” sao defmidos. A Figura 17.13 ilustra um prototipo de uma curva de 
regressao, que demonstra essa relagao. Inumeras cepas foram testadas contra um unico antimicrobiano pela tecnica 
de difusao em disco e pelo metodo de diluigao. Cada triangulo representa os resultados dos dois testes para uma 
unica cepa. A linha de regressao foi tragada ao longo de alguns pontos separados. Quando a linha de regressao e 
tragada, pode-se inferir uma CIM aproximada com base em qualquer diametro do halo. Nesse exemplo, o halo de 18 
mm corresponde a CIM de 6,25 pg/mf; a Figura 17.14 ilustra o limite de corte do teste de diluigao em caldo. 



Diametros dos halos de inibi^o (mm) 

■ FIGURA 17.13 Prototipo de uma curva de regressao comparando as CIM em microgramas por mililitro com o halo em 
milimetros. Cada triangulo representa a CIM (eixo vertical) e o halo de inibigao (eixo horizontal) de uma unica cepa. 

As diretrizes de interpretagao do teste de difusao em disco permitem ao usuario fazer aproximagoes da CIM para 
cada um dos antimicrobianos listados, com os diametros halos determinados pela tecnica de difusao em disco. Desse 
modo, um antimicrobiano que produzisse halo de inibigao com diametro maior que 18 mm teria, teoricamente, uma 
CIM inferior a 6,25 pg/mE e o microrganismo seria considerado sensfvel. Por outro lado, uma cepa que produzisse 
zona de inibigao menor que 18 mm seria considerada resistente. Na pratica, as curvas de regressao nao sao definidas 
com tanta clareza e pode-se formar uma com 2 a 4 mm, por meio da qual nao e possivel determinar se o 
microrganismo e sensfvel ou resistente. A sensibilidade das cepas que produzem halos de inibigao nessa faixa e 
classificada como intermediaria. Nos estudos realizados no final da decada de 1950, Bauer, Perry e Kirby 
demonstraram pela primeira vez que as cepas bacterianas testadas com determinado antibiotico tendiam a estar nas 
categorias de resistentes ou sensiveis; apenas uma porcentagem pequena (5% ou menos) estavam na faixa 
intermediaria/’ 1 
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■ FIGURA 17.14 Teste de sensibilidade por diluigao em caldo. A CIM do teste ilustrado aqui e de 6,25 pg/mf. 














As situagoes nas quais o tecnologo precisa aprender a interpretar corretamente os resultados duvidosos estao 
relacionadas no Boxe 17.4 e ilustradas nas Figuras 17.15 a 17.18. 

Controle de qualidade. Os objetivos do CQ dos testes de difusao em disco sao monitorar o desempenho do meio 
e dos discos e a precisao do procedimento de teste utilizando cepas bacterianas de referencia padronizadas. A 
competencia do operador para realizar o procedimento do teste, inclusive a leitura do diametro do halo de inibigao e 
sua interpretagao, tambem e avaliada. Os controles devem ser testados rotineiramente usando os metodos e a 
frequencia de testagem estabelecidos pelo CLSI. 118,121,122 O CQ deve ser realizado todas as vezes que for usado um 
novo lote de discos ou agar. O CLSI tambem estabeleceu os limites dos diametros dos halos aceitaveis para as cepas 
utilizadas no CQ; 118,121,122 estes limites fornecem uma base para medir a precisao do teste. As cepas de referencia 
recomendadas pelo CLSI para o CQ dos testes de difiisao em disco para bacterias aerobias sao: E. coli ATCC 25923, 
E. faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 35218. Essa ultima 
cepa de E. coli e usada como controle apenas para as combinagoes de inibidores de betalactamase contendo acido 
clavulanico, sulbactam ou tazobactam. A Tabela 17.14 e um exemplo de um quadro usado para registrar os 
resultados do CQ semanal do teste de difiisao em disco utilizando um dos microrganismos de controle padronizados 
(neste caso, E. coli ATCC 25922). 


Boxe 17.4 


Como solucionar problemas da leitura dos testes de difusao em disco 

• 0 diametro e "lido" na regiao mais larga da borda externa do halo circular de inibigao 

0 0 diametro nao deve incluir colonias puntiformes ou crescimento "nebuloso" 

0 As especies de Proteus e outras bacterias moveis podem espalhar-se (formar o veu) quando crescem na superficie do agar, resultando em 
crescimento "nebuloso" dentro do halo de inibigao, que deve ser ignorado; o tecnico deve "ler" a borda externa (Figura 17.15) 

0 E importante verificar a pureza da cultura e realizar testes de sensibilidade separados sobre as colonias puntiformes da zona de inibigao; 
estas colonias nao devem ser ignoradas ao determinar a CIM, porque elas podem representar uma subpopulagao mais resistente (Figura 
17.16) 

0 0 tecnico deve ignorar o crescimento na borda externa ao "ler" os resultados do disco de sulfonamida; o halo nitido com inibigao < 80% 

deve ser lido como diametro do halo 

0 Halos de superposigao podem ocorrer quando os discos nao sao aplicados corretamente sobre o agar; o teste deve ser repetido com a 
aplicagao mais cuidadosa dos discos, de forma que as bordas externas do halo possam ser "lidas" corretamente (Figura 17.17) 

0 Os testes devem ser repetidos quando a placa nao foi semeada corretamente, resultando em halos com bordas irregulares (Figura 17.18) 

0 Ao testar bacterias beta-hemoliticas, o tecnico deve avalizar o halo de inibigao e ignorar a area de hemolise. 



■ FIGURA 17.15 Fotografia de uma placa de sensibilidade antimicrobiana utilizando uma especie de Proteus como 
microrganismo testado. Observe a formagao do “veu” para dentro do halo de inibigao nas bordas perifericas. O segundo halo 
externo de inibigao do crescimento deve ser usada para medir o diametro do halo. 




■ FIGURA 17.16 Placa de sensibilidade antimicrobiana na qual as colonias resistentes a canamicina crescem dentro do 
halo de inibigao; testes bioquimicos devem ser realizados para determinar se a cepa resistente e um mutante das bacterias 
testadas, ou se representa uma outra especie crescendo em cultura mista. 



■ FIGURA 17.17 Colocagao incorreta dos discos: isto demonstra a dificuldade de medir os diametros quando ha 
superposigao dos halos de inibigao adjacentes, ou quando os halos se estendem alem da margem externa do agar. Nesse 
caso, formam-se halos ovais ou elipticos e e dificil decidir onde medir o halo. O teste deve ser repetido com espagamento 
correto dos discos. 





■ FIGURA 17.18 Placa de sensibilidade antimicrobiana semeada incorretamente, demonstrando crescimento desigual. As 
bordas dos halos de inibigao nao sao bem-definidos e isto dificulta a medigao precisa. 

Limitaqoes. O teste de Bauer-Kirby, 31 conforme a modificagao do CLSI, foi aceito nos EUA como tecnica 
padronizada para a realizagao dos testes de sensibilidade antimicrobiana por difusao em disco e fomece informagoes 
precisas, contanto que seja realizado de acordo com as diretrizes publicadas. 118,121,122 O teste deve ser aplicado 
apenas para as especies bacterianas que foram detalhadamente avaliadas. As bacterias que crescem lentamente, 
necessitam de nutrientes especiais ou requerem C0 2 ou condigoes anaerobias para crescer nao devem ser testadas, a 
menos que a validade do procedimento esteja comprovada. 1141L ' 

Teste de sensibilidade por difusao em gradiente. O teste de sensibilidade por difiisao em gradiente, ou 
epsilometer test (Etest®) foi desenvolvido pela AB Biodisk na Suecia (Quadro 17.3 online). Embora o Etest® agora 
seja propriedade da bioMerieux, ele ainda e comercializado com o mesmo nome comercial. O Etest® consiste em 
tiras impregnadas com antimicrobianos, que sao colocadas na superficie do agar e baseiam-se no mesmo principio 
do teste de difusao em disco, mas os valores de CIM sao obtidos aplicando-se um gradiente do antibiotico a ser 
testado ao longo da fita. O gradiente do antibiotico da fita e produzido aplicando-se 15 concentragoes diferentes do 
farmaco em fileiras repetidas de um numero crescente de pequenos pontos (www.biomerieux-diagnostics.com). A 
aplicagao da tira sobre o meio com o inoculo faz com que o antibiotico difiinda-se para dentro do meio circundante 
em concentragao alta em uma extremidade da tira e concentragao baixa na outra extremidade. A CIM e lida em uma 
escala linear impressa na lateral superior da tira, onde o halo de inibigao do crescimento intercepta a borda da tira 
(Figura 17.19). Quando as tiras sao colocadas sobre o agar de “cabega para baixo” (ou seja, o lado impregnado nao 
flea em contato com o agar), as determinagoes das CIM provavelmente sao incorretas. 231 Entretanto, o fabricante 
indica que uma fita colocada de “cabega para baixo” pode ser recolocada sem problemas, caso o erro seja detectado 
imediatamente. 





■ FIGURA 17.19 Etest® de oxacilina-S. pneumoniae. CIM = 0,47 gg/mf (S). (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

Os mesmos fatores que afetam o teste de sensibilidade antimicrobiana por difusao em disco tambem se aplicam 
ao Etest®. A difusao dos antimicrobianos comega logo depois da colocagao da tira que, por esta razao, nao pode ser 
movida depois que a superficie impregnada tiver tocado no agar. Uma placa mal-semeada pode formar um halo de 
inibigao irregular no ponto da CIM. A mobilidade das especies de Proteus e as colonias mutantes dentro do halo de 
inibigao podem ser problematicas com o Etest®, assim como com a tecnica de difusao em disco. 

Desde que foi introduzido, o Etest® foi testado com uma variedade muito grande de bacterias e este metodo 
produz resultados semelhantes aos dos outros testes convencionais de CIM (metodos de diluigao em agar ou 
caldo). 84,96,509,613 Entretanto, apesar da simplicidade de configuragao do Etest®, em comparagao com os outros 
metodos, o custo de cada tira com antibiotico toma este metodo menos atraente para testar varios antimicrobianos 
contra microrganismos que crescem bem com um dos procedimentos de diluigao ou difusao em disco. O Etest® tern 
valor inestimavel para testar antimicrobianos altamente seletivos contra bacterias exigentes, que nao crescem bem 
nos outros metodos de teste (p. ex., Streptococcus pneumoniae 604 ou estreptococos viridans ); 398 para confirmar a 
CIM de determinada combinagao de antibiotico/bacteria testada inicialmente por outro metodo; 613 e para detectar ou 
confirmar tipos especificos de resistencia antimicrobiana (/. e., ESBL, MBL, VISA/VRSA), conforme esta descrito 
adiante (ver Detecgao dos tipos especificos de resistencia antimicrobiana). 518,573,598 

Quando utilizam o Etest®, os laboratories devem seguir todos os principios e praticas de CQ descritos no inicio 
deste capitulo com referenda ao teste de difusao em disco. Alem das questoes gerais comuns a todos os testes de 
sensibilidade antimicrobiana, as recomendagoes especificas para solucionar problemas do Etest® estao resumidas 
no Boxe 17.5. A Tabela 17.15 descreve o exemplo de um quadro de CQ semanal para o teste de difusao por 
gradiente (Etest®) com S. pneumoniae (ATCC 49619). 

Teste de sensibilidade antimicrobiana por diluigao 

Teste de sensibilidade antimicrobiana por diluigao em agar. O metodo de diluigao em agar e a tecnica de 
referenda para realizar testes de sensibilidade com meio solido. Esse metodo foi adaptado com sucesso ao uso 
rotineiro em laboratories de grande porte, que testam apenas determinadas concentragoes do antimicrobiano em 
questao. Embora apresentemos a seguir uma descrigao sucinta do metodo, o teste de diluigao em agar e realizado 
principalmente pelos laboratories de referenda. Uma suspensao padronizada de bacterias e inoculada em uma serie 
de placas de agar, cada uma contendo uma concentragao diferente do antimicrobiano que, em conjunto, abrangem a 
faixa terapeutica do farmaco. 135 Por exemplo, quando a faixa terapeutica de determinado antimicrobiano e de 2 a 12 
pg/mt, pode-se utilizar uma serie de placas com agar contendo 1, 4, 8, 16 e 32 pg/mf do antibiotico para determinar 
a sensibilidade do microrganismo a ser testado. Quando o microrganismo cresce nas primeiras tres placas, mas nao 
na que contem 16 pg/mf do antimicrobiano, entao o valor estabelecido para a CIM e de 16 pg/mf. 

Tabela 17.14 Quadro de controle de qualidade semanal para um teste de difusao em disco com 
Escherichia coli ATCC 25922. 



Data (dia/m§s) 
Inicial 


Agar de moeller-hinton simples 

£. coli 
ATCC 25922 


Ano:. 


Didmetro do halo em mm 

Lembrar de registrar o n. do lote do Disco & Meio e a data de venci- 
mento no form. CLSI n 2 MI3811 


amox/Acido clavulAnico 

AMC30 

18 a 24 

AMICACINA 

AK 30 

19 a 26 

AMPICILINA 

AMP 10 

16 a 22 

AZTREONAM 

ATM 30 

28 a 36 

CEFAZOLINA 

KZ30 

21 a 27 

CEFEPIMA 

FEP30 

31 a 37 

CEFIXIMA 

CFM 5 

23 a 27 

CEFOTAXIMA 

CTX30 

29 a 35 

CEFOXITIN A 

FOX 

23 a 29 

CEFTAZIDINA 

CAZ30 

25 a 32 

CEFTRIAXONA 

CRO 30 

29 a 35 

CEFUROXIMA 

CXM 30 

20 a 26 

CEFALOTINA 

KF 30 

15 a 21 

CIPR0FL0XACIN0 

CIP 5 

30 a 40 

COTRIMOXAZOL 

SXT25 

23 a 29 

ertapenEm 

ETP10 

29 a 36 

F0SF0MICINA 

F0T 200 

22 a 30 

GENTAMICINA 

CN10 

19 a 26 

IMIPENEM 

IPM 10 

26 a 32 

meropenEm 

MEM 10 

28 a 34 

nitrofurantoina 

F300 

20 a 25 

N0RFL0XACIN0 

NOR 10 

28 a 35 

PIP/TAZOBACTAM 

TZP110 

24 a 30 

TETRACICLINA 

TE 30 

18 a 25 

TOBRAMICINA 

T0B10 

18 a 26 


Revisao semanal: 

Revisao mensal do supervisor: Relatar imediatamente ao supervisor os resultados fora do controle 

Adaptada com autorizagao de Calgary Laboratory Services Manual (CQ). 


De forma a facilitar o teste para grande numero de cepas isoladas, um equipamento conhecido como replicador 
de Steers e usado para inocular placas grandes de diluigao em agar com 32 a 26 orificios cortados no agar. Esses 
orificios sao dispostos de modo que, quando a placa de semeadura esta corretamente alinhada dentro da guia na base 
do replicador, cada pino de inoculagao da cabega movel do equipamento encaixa exatamente dentro dos orificios. 
Cada orificio da placa de semeadura forma um receptaculo, dentro do qual podem ser colocadas diversas suspensoes 
bacterianas. As placas do teste de diluigao em agar inoculadas sao incubadas a 35°C por 18 horas. A Figura 17.20 
ilustra placas de diluigao em agar prontas para serem interpretadas. Observe que os microrganismos sensiveis a 
concentragao do antimicrobiano contido em determinada placa de agar nao formam um circulo de crescimento no 
local da inoculagao, enquanto os que sao resistentes formam colonias circulares. As placas de agar sao marcadas 
com uma grade, de forma que cada microrganismo possa ser identificado por um numero e os resultados sejam 
transferidos a uma folha de registro. 


Boxe17.5 


Como solucionar problemas de leitura dos testes Etest 

• A CIM e igual ao ponto de intersecgao no qual a elipse intercepta a regua da tira: 

0 0 halo de Inibigao inclui as colonias puntiformes e o crescimento "nebuloso" dentro do halo de inlbigao 





0 0 tecnico deve verificar a pureza da cultura quando existem colonias puntiformes no halo de inibi^ao; estas colonias nao devem ser 

ignoradas durante a determina^ao da CIM 

0 A placa deve ser indinada ou o tecnico deve usar uma lupa de aumento para visualizar as colonias puntiformes e as areas "nebulosas" de 
crescimento, especialmente com enterococos, pneumococos e especies de Stenotrophomonas. Uma area de crescimento "nebuloso" deve ser 
induida no calculo do halo de inibi^ao, mas o "veu" produzido pelas especies de Proteus deve ser ignorado 
0 Com o teste em bacterias beta-hemoh'ticas, o tecnico deve avaliar o halo de inibiijao e ignorar a area de hemolise 

0 Se houver urn efeito paradoxal (inibigao com CIM baixa e recrescimento com CIM mais altas), a leitura da CIM deve ser feita com base no 

halo deinibirjao total final 

0 Os antibioticos bacteriostaticos (p. ex., SXT) podem permitir crescimento com borda difusa e mal definida; a leitura da CIM deve ser 
realizada na area com inibirjao de 80% (da mesma forma que no teste de difusao em disco) 

0 Durante os testes de combina^oes de betalactamicos com inibidores de betalactamase, o inibidor pode ter atividade intrfnseca e formar 
uma elipse ampliada nas areas mais baixas do CIM. 0 tecnico deve extrapolar a elipse superior de inibigio para calcular a CIM 
0 Urn efeito de "depressao" na faixa mais baixa de CIM pode ocorrer quando ha resistencia indutiva aos macroh'dios, formando uma elipse 

com urn mamilo alongado na extremidade. 0 tecnico deve extrapolar a curvatura da elipse primaria para determinar a CIM 
0 0 tecnico deve ignorar uma linha fina de crescimento ao longo da parte inferior da tira - fenomeno causado por microrganismos que 

crescem dentro de urn tunel de agua ao longo da tira 

0 Quando o halo de inibi^ao intercepta a fita entre duas marca^oes, o tecnico deve considerar o valor mais alto. Do mesmo modo, quando o 

halo de inibi^ao intercepta a tira em posigoes ligeiramente diferentes nos dois lados, o valor mais alto deve ser considerado 
0 Quando a CIM produzida pela tira esta entre os numeros do esquema de diluir;ao dassica dupla (no qual se baseiam todas as recomenda^oes 

padronizadas), o tecnico deve arredondar o "valor" para cima, ou seja, para a proxima dilui^ao dupla. Por exemplo, uma CIM de 1,5 pg/m£ 
deve ser relatada como 2,0 pg/m£. 

Adaptado de Etest Technical Guide: Etestfor MIC determination, AB Biodisk, Solna, Suecia. 


Tabela 17.15 Quadro de controle de qualidade semanal para determinagao da CIM (Etest®) de 
Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619). 


0 LOTE DE MHA N^EXPIRA EM: 

DATA: RECEBIDO EM: 

DATA: 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 

DATA/HORADAMONTAGEM: 

INICIAIS: 

DATA DA LEITURA: 

INICIAIS: 


DATA DE VENCIMENTO DO LOTE N*DO ETEST®: 

VALOR DA CIM (^g/mC) 

Revisao semanal 

AMPICILINA (AMP) 

Lote n fi : 

0,016 a 256 pug/mf 
Vencimento: 

> 0,03 a 0,25 s 


CEFOTAXIMA (CT) 

Lote n s : 

0,016 a 256 pug/mf 
Vencimento: 

0,03 a 0,12 


CEFTR1 AXON A (TX) 

Lote n°: 

0,002 a 32 pcg/mT 
Vencimento: 

0,03 a 0,12 


PENICILINA(PG) 

Lote n- 

0,016 a 256 pcg/mf 
Vencimento: 

0,25 a 1 


VANCOMICINA (VA) 

Lote n“: 

0,016 a 256 pcg/mf 
Vencimento: 

0,12 a 0,5 


ERITROMICINA (EM) 

Lote n fi : 

0,016 a 256 pr,g/mC 
Vencimento: 

0,03 a 0,12 


LEVOFLOXACINO 

Lote nA 

0,002 a 32 pcg/m C 
Vencimento: 

0,5 a 2 


SULFAMETOXAZOL-TRIMETOPRIMA 

Lote n fi : 

0,002 a 32 pcg/m C 
Vencimento: 

0,12 a 1,0 


AMOXICILINA 

Lote rfi: 

Revisao CQ/AQ Mensal: 

0,016 a 256 pcg/m ( 
Vencimento: 

0,03 a 0,12 



3 Usa os limites de corte do CLSI, conforme definido no M100-S24. 122 

Adaptada com autorizagao de Calgary Laboratory Services Microbiology Manual (manual de sensibilidade antimicrobiana). 











Teste de sensibilidade por macrodiluigao em caldo. O teste de sensibilidade antimicrobiana por 
macrodiluigao em caldo estava entre os primeiros metodos desenvolvidos por Fleming e ainda serve como tecnica 
de referenda. 196 Diluigoes sequenciais do antimicrobiano sao produzidas inicialmente no meio llquido e depois se 
acrescenta uma suspensao bacteriana padronizada. A Figura 17.14 mostra uma ilustragao esquematica do teste de 
microdiluigao em caldo com 10 tubos, que contem CAMHB geralmente com volume de l a 2 m (:. As quantidades 
do antimicrobiano sao diluldas sequencialmente em nove desses tubos, comegando de uma concentragao alta de 100 
pg/mC ate chegar a concentragao de 0,4 pg/m l. O tubo de numero 10 serve como controle de crescimento e nao 
contem o antimicrobiano. Todos os 10 tubos sao inoculados com uma suspensao padronizada dos microrganismos a 
serem testados e incubados a 35°C por 18 horas. Ao final do perlodo de incubagao, os tubos sao examinados 
visualmente quanto a turbidez; os cinco tubos a esquerda estao claros, enquanto os cinco da direita estao opacos 
(Figura 17.14). A turbidez indica que o crescimento bacteriano nao foi inibido pela concentragao do antimicrobiano 
contido no meio. O limite de corte da inibigao do crescimento esta entre os tubos 5 e 6, ou entre 6,25 e 3,12 pg/mC 
do antimicrobiano. Esse limite representa a CIM (/. e., a CIM esta em algum nivel entre 6,25 e 3,12 pg/mC), que e 
definida como a concentragao mais baixa do antimicrobiano (em microgramas por mililitro) capaz de impedir o 
crescimento da bacteria in vitro. Contudo, por convengao, a CIM e interpretada como a concentragao do 
antimicrobiano contido no primeiro tubo da serie, que inibe o crescimento visivel. Desse modo, no exemplo 
ilustrado nessa figura, a CIM e de 6,25 pg/mC. 

Em razao do aumento expressivo do numero de antibioticos testados simultaneamente contra os patogenos 
isolados da pratica clinica, o metodo de macrodiluigao em caldo nao e mais utilizado nos laboratories clinicos. Em 
seu lugar, utiliza-se o teste de microdiluigao em caldo, que e uma adaptagao do metodo de macrodiluigao com um 
volume muito menor do meio liquido, conforme esta descrito adiante. 

Teste de sensibilidade por microdiluigao em caldo. Em principio, o desempenho do metodo de 
microdiluigao em caldo e semelhante ao da tecnica de macrodiluigao, com excegao de que a sensibilidade dos 
microrganismos aos antimicrobianos e determinada em uma serie de camaras de microtubos, que sao moldadas em 
uma placa de plastico (Quadro 17.2 online). 1 '"' 1 "' O desenvolvimento do metodo de microdiluigao permite que um 
numero grande de bacterias seja testado contra um painel de antimicrobianos de forma simples e pouco dispendiosa. 

Descrigao do metodo. A microdiluigao em caldo tern sido amplamente utilizada com finalidades experimentais e 
clinicas e e o metodo de referencia intemacional usado para determinar as CIM pelo EUCAST 
(www.EUCAST.org/clinical-breakpoints) e pelo CLSI. 117,121,122 Os testes de microdiluigao em caldo sao descritos 
como uma tecnica de microdiluigao porque o volume final dos meios liquidos e de apenas 50 p £. O caldo de 
Miieller-Hinton (MHB) e o meio liquido mais utilizado e amplamente avaliado para realizar testes de sensibilidade 
antimicrobiana por diluigao e foi escolhido como metodo de referencia intemacional pelo EUCAST 
(www.EUCAST.org) e pelo CLSI. 117,121,122 Cada placa pode conter 80, 96 ou mais microcamaras, dependendo da 
quantidade e das concentragoes dos antimicrobianos que precisem ser incluidos no painel do teste de sensibilidade. 
Os paineis de microdiluigao em caldo disponiveis no mercado (sistemas Pasco®, paineis MicroScan®, Sensititre® e 
placas TREK®), que contem diluigoes sequenciais horizontais padronizadas dos diferentes antibioticos nas 
microcamaras da placa, assim como a automagao da incubagao e da leitura das placas (sistema MicroScan®, sistema 
Sensititre®, permitem que os laboratories clinicos determinem rapida e simultaneamente as CIM de grande 
quantidade de farmacos contra um unico patogeno. 



■ FIGURA 17.20 Placas do teste de sensibilidade antimicrobiana por diluigao em agar foram inoculadas com varias 
especies bacterianas utilizando urn replicador de Steers. Os microrganismos sensiveis foram inibidos pela concentragao do 
antibiotico contido na placa e nao havia crescimento evidente nos pontos de inoculagao; os microrganismos resistentes 
formaram colonias bem-definidas de crescimento bacteriano. 

As placas contendo os antimicrobianos precisam estar congeladas a -20°C ou menos, ate que sejam utilizadas. 
As placas preparadas e congeladas podem ser fomecidas por varias empresas comerciais. O armazenamento de 
grandes quantidades de microplacas congeladas pode ser dificil em alguns laboratorios. Nesses casos, podem ser 
adquiridas placas que contem antimicrobianos liofilizados. A reidratagao das camaras acrescenta uma etapa ao 
procedimento, mas a validade de conservagao ampliada das placas congeladas-desidratadas tern valor inestimavel, 
especialmente aos laboratorios que realizam poucos testes com estes paineis. Os sistemas de diluigao em caldo 
congelados e liofilizados tiveram bom desempenho, em comparagao com os metodos de referenda. 226 ’ 474 ' 604,685 
Poucos laboratorios dispoem de recursos para produzir suas proprias placas para realizar testes em seus pacientes e 
alguns estudos mostraram que as placas produzidas no proprio local sao menos confiaveis e reproduzlveis nos 
diferentes laboratorios, que os sistemas disponlveis no mercado. 2 " 7 Entretanto, alguns dos sistemas comerciais nao 
tiveram bom desempenho em determinadas situagoes, conforme esta descrito adiante. 

Interpretaqao dos resultados. Antes da leitura das CIM para as cepas isoladas da pratica cllnica, as camaras de 
controle de crescimento devem ser examinadas quanto a viabilidade do microrganismo e a pureza do inoculo. Em 
geral, os resultados dos testes de microdiluigao em caldo geralmente sao definidos com facilidade (Figura 17.21). O 
exame da microplaca e facilitado pelo uso de um espelho de visualizagao. Em alguns casos, observam-se falhas de 
crescimento em algumas camaras adjacente as outras que apresentam crescimento. Quando este dado e observado 
em uma unica camara, a interpretagao do resultado nao e alterada; a camara onde nao houve crescimento pode ser 
ignorada. Entretanto, o problema deve ser investigado, e o teste, repetido quando este fenomeno e multiplo e ocorre 
em uma diluigao crftica para determinar a sensibilidade da cepa, ou varias cepas demonstram o mesmo fenomeno. 

As diretrizes interpretativas descritas pelo CLSI devem ser relatadas junto com ou em substituigao aos valores 
reais das CIM. ’ 121,122 O CLSI publicou diretrizes diferentes para interpretar os resultados dos testes de 
sensibilidade por diluigao para bacterias exigentes. 114 
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■ FIGURA 17.21 Painel de testes de microdiluigao comercial para S. pneumoniae. As setas indicam as camaras nas quais o 
limite de CIM para cada farmaco pode ser lido. (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

Controle de qualidade. Os objetivos da realizagao do CQ dos testes de diluigao sao os mesmos dos testes de 
difusao em disco. Existem padroes intemacionais de desempenho aceitavel dos equipamentos usados nos testes de 
sensibilidade, inclusive os paineis de microdiluigao em caldo. 121,122 Um principio fundamental do CQ dos testes de 
diluigao em caldo e a utilizagao das cepas bacterianas de referencia, que sao geneticamente estaveis e tern CIM 
esperadas para cada antimicrobiano a ser testado. Uma serie de diluigoes deve incluir no minimo duas concentragoes 
acima e abaixo da CIM preestabelecida para os microrganismos de referencia. O CLSI estabeleceu limites de CQ 
para os testes de sensibilidade por diluigao; 117,121 ’ 122 um resultado de CQ inaceitavel e aquele que fica fora destes 
limites publicados. As cepas de referencia recomendadas pelo CLSI para o CQ dos testes de diluigao para bacterias 
aerobias sao: E. coli ATCC 25922, E.faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 29213. 
A cepa de E. coli ATCC 35218 produtora de betalactamase e recomendada apenas para testar combinagoes de 
penicilinas com inibidores de betalactamases. O Boxe 17.6 descreve os problemas comuns que podem ocorrer com 
o teste de sensibilidade por diluigao em caldo e tambem suas explicagoes. 


Boxe 17.6 


Ensaios de microdiluigao em caldo: problemas e solugoes 

• A CIM e definida como a menor diluigao com a qual o crescimento e inibido na camara 

1. Quando as CIM sao menores que as esperadas - o inoculo pode ser muito pequeno. Repita o teste utilizando um padrao de turbidez de 0,5 
de McFarland ou um dispositivo padronizado. Verifique as etapas de preparagao do inoculo e o procedimento de inoculagao. 

2. Quando as CIM sao maiores ou menores que as esperadas - a composigao do caldo de Miieller-Hinton cation ajustado pode nao ser a ideal. 
Verifique o pH e a concentragao de caldo dos meios preparados "em casa". Use outro lote de meios preparados comercialmente, ou um lote 
alternativo de paineis vendidos no mercado. 

3. Quando as CIM sao maiores que as esperadas - o inoculo pode ser excessivo. Repita o teste utilizando um padrao de turbidez de 0,5 de 
McFarland ou um dispositivo padronizado. Verifique as etapas de preparagao do inoculo e o procedimento de inoculagao. 

4. Quando aparecem camaras com falhas de crescimento - isso pode ser causado por varios problemas: 

a. Verifique se houve contaminagao. 

b. 0 painel pode ter sido inoculado incorretamente, ou o inoculo pode ter sido misturado inadequadamente. 

c. A concentragao do farmaco nas camaras pode nao ser exata. 

d. 0 volume de caldo nas camaras pode nao ser exato. 

5. Quando os valores de varias CIM sao muito altos ou muito baixos - isso pode indicar a possibilidade de um erro de leitura/transcrigao. 
Refaga todas as leituras e repita os testes usando outro lote do produto. 


Os testes de controle de qualidade dos testes de sensibilidade antimicrobiana por diluigao devem ser realizados 
diariamente, ate que o piano de CQ descrito na Tabela 17.10 (piano de 20 a 30 dias) e na Tabela 17.11 (piano de 3 x 
5 dias) esteja concluldo. 121 Os testes de CQ semanais podem ser iniciados quando no maximo 3 dos 30 resultados 




dos testes consecutivos para cada combinagao de antibiotico-bacteria estiverem fora dos limites aceitaveis. Contudo, 
quando apenas uma CIM esta fora da faixa aceitavel, os testes diarios devem entao ser reiniciados, a menos que seja 
identificada e corrigida a causa de erro (/. e., condigoes de teste inadequadas, inoculo errado, contaminagao). Alem 
disso, cada nova remessa e lote de placas vendidas no mercado precisa passar por testes de CQ, antes que seja 
colocado em uso. A Tabela 17.16 e um exemplo de um quadro para registrar os resultados dos testes de CQ 
diarios/semanais para um painel de microdiluigao em caldo (MicroScan®) usando um dos microrganismos de 
controle padronizado, como a P. aeruginosa (ATTC 27853). 

Sistemas automatizados 

Os sistemas automatizados disponiveis no mercado para realizar testes de sensibilidade antimicrobiana tern sido 
amplamente utilizados desde a decada de 1990. Os sistemas automatizados possibilitam intervalos menores ate a 
liberagao dos resultados e permitem gerar grande numero de resultados com menos trabalho que os metodos 
manuais. Os resultados automatizados sao altamente reproduziveis e o desenvolvimento de softwares ageis 
possibilita a interpretagao interna dos resultados utilizando regras especializadas incorporadas ao sistema, alem da 
capacidade de reter e analisar grande volume de dados relativos a sensibilidade. Embora a maioria dos laboratories 
de grande porte tenha adquirido um sistema automatizado, o custo fmanceiro alto dos equipamentos e dos insumos 
necessarios, quando comparado com os metodos manuais, tern impedido sua implementagao nos servigos de menor 
porte. Esses sistemas tambem nao conseguem testar todos os tipos de patogenos encontrados e alguns estudos 
detectaram problemas quando se utilizam cepas que tern fenotipos de resistencia incomuns ou tipos de resistencia 
dificeis de detectar. 2 ' 6 Os principais sistemas geralmente tern bom desempenho quando comparados com os metodos 
de referenda, embora os laboratories devam estar cientes das limitagoes do seu sistema automatizado especifico e 
realizar confirmagao manual e/ou molecular dos tipos especificos de resistencia detectados pelo sistema (ver 
Detecgao dos tipos especificos de resistencia antimicrobiana, adiante). Esta segao revisa resumidamente o sistema 
automatizado atual aprovado para uso pela FDA nos EUA. Os leitores podem consultar a Segao 5.17 do Clinical 
Microbiology Procedures Handbook (manual de procedimentos de microbiologia clinica) se quiserem uma revisao 
mais detalhada da avaliagao dos sistemas de sensibilidade antimicrobiana automatizados disponiveis no mercado. 407 

Vitek® 2. O sistema Vitek® 2 (bioMerieux) tern sido utilizado nos EUA desde 2000 (Figura 17.22). O 
equipamento-padrao contem 64 camaras em cartoes que tern uma a seis concentragoes de 9 a 20 antimicrobianos. 
Vitek® 2XL, um equipamento maior, tern capacidade para 120 cartoes. 

O sistema tambem operacionaliza paineis de identificagao de bacterias gram-positivas e gram-negativas ao 
mesmo tempo que os testes de sensibilidade sao realizados. Embora o inoculo bacteriano inicial e a diluigao dos 
microrganismos a serem testados devam ser preparados manualmente, todas as outras etapas sao automatizadas. O 
Vitek® 2 requer tempo medio de preparagao de 1,5 minuto por cepa analisada. 407 Cada Smart Carrier Station tern 
um leitor de codigo de barras e acondiciona ate 15 cartoes. Um chip de memoria do cassete captura e transfere os 
dados escaneados para a unidade de leitura-incubagao. A robotica do equipamento movimenta o cassete carregado 
atraves das estagoes sucessivas para leitura dos codigos de barra, preparagao da diluigao do teste e inoculagao e 
selagem dos cartoes antes de sua colocagao no carrossel de 6 cartoes para incubagao. Cada cartao e lido por uma 
estagao optica a cada 15 minutos e a quantidade de luz transmitida e inversamente proporcional ao grau de 
crescimento alcangado. O Vitek® 2 faz analise computadorizada do crescimento nos cartoes plasticos para calcular 
uma CIM. Em alguns casos, o calculo da CIM depende da identificagao da bacteria. A precisao adicional oferecida 
pela correlagao computadorizada do padrao de crescimento com a identificagao e contrabalangada pela incerteza 
quanto ao resultado do teste de sensibilidade quando a identificagao ainda e desconhecida ou nao pode ser fomecida 
pelo sistema com certeza suficiente. O Vitek® 2 Advanced Expert System analisa os padroes das CIM e detecta os 
fenotipos da maioria dos microrganismos testados. O sistema de gerenciamento de informagoes do Vitek® 2 
Observa permite que os resultados dos testes de sensibilidade sejam armazenados, de forma que possam ser 
analisados e formatados em laudos definidos pelo usuario, inclusive a emissao de relatorios cumulativos. 

Ligozii el al. relataram que o tempo necessario a obtengao dos resultados dos testes de sensibilidade dos cocos 
gram-positivos com o sistema Vitek® 2 variou de 6 a 17 horas, dependendo da especie. 343 Os resultados para S. 
aureus demoraram 8 horas, enquanto para estafilococos coagulase-negativos eram mais demorados (11 horas). Os 
resultados para estreptococos do grupo B e enterococos demoraram 9 horas, mas os do S. pneumoniae eram 
ligeiramente mais demorados (9 horas). O Vitek® 2 tambem produz resultados rapidos (3,3 a 17,5 horas) nos testes 


de sensibilidade para Enterobacteriaceae; as cepas isoladas de hemoculturas foram comparadas satisfatoriamente 
com os metodos manuais. ’ 4 ' 

MicroScan® Walkaway SI. O MicroScan® Walkaway (Dade Behring) e o equipamento automatizado disponfvel 
no mercado ha mais tempo e comegou a ser utilizado nos EUA nos primeiros anos da decada de 1990 (Figura 
17.23). Todos os paineis utilizados nesse equipamento sao bandejas de microdiluigao convencionais com 96 
camaras, que incluem paineis de CIM para diversos antimicrobianos e paineis combinados com camaras para 
identificagao e testes de sensibilidade. Tambem estao disponiveis paineis combinados com limites de corte que 
fomecem, alem das camaras de identificagao, uma faixa limitada de diluigoes para determinar se uma cepa e 
sensivel, intermediaria ou resistente a um antibiotico. Os sistemas MicroScan® convencional e Walkaway rapido 
disponibilizam paineis em formato congelado e liofilizado. O equipamento Walkaway esta disponivel em dois 
tamanhos, que acomodam 40 ou 96 paineis. O sistema MicroScan® utiliza microdiluigao em caldo para determinar 
a CIM. Depois da inoculagao e da incubagao durante a noite (;. e., 4,5 a 15 horas), o sistema MicroScan® 
convencional faz a leitura dos paineis por turbometria (sistema MicroScan® convencional), enquanto o 
equipamento Walkaway usa um sistema de detecgao de fluorescencia, que permite a identificagao e a realizagao dos 
testes de sensibilidade para alguns microrganismos no mesmo dia. 


Tabela 17.16 Quadro de controle de qualidade (CQ) semanal para um painel de testes de microdiluigao 
em caldo (MicroScan®) para Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). 


OBSERVAgAO: CQ SEMANAL & PARA CADA L0TE NOVO 
MtTODO: Painel de Microdiluigao TIP0 DE PAINEL: MIC 38 
N a Lote do Painel (Data de Validade): 

N 2 Lote do Lfquido de Inoculagao (Data de Validade): 

Data de abertura/iniciais: 


Painel para gram-negativos 
PUREZADA PLACAVerificada: 


MICRORGANISMO: P. aeruginosa ATTC n 2 27853 


Revisao semanal do CQ: 


Data da leitura/iniciais: 
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16 

32 
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(< = 1) 



Etp 
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Revisao mensal da AQ/CQ 


Adaptada com autorizagao de Calgary Laboratory Services. 



O sistema Walkaway e basicamente um incubador-leitor de placas semiautomatizado ligado a um computador e 
uma impressora. A preparagao inicial do inoculo e realizada manualmente e, em seguida, um dispositivo manual 
(RENOK) e usado para reidratar e inocular os paineis. A versao SI mais nova do equipamento Walkaway tambem 






automatizou o acrescimo dos reagentes as camaras de identificagao. A robotica incorporada ao equipamento 
movimenta as placas sob um fotometro central (MicroScan®) ou um fluorometro (Walkaway) de leitura. O sistema 
de gerenciamento de dados LabPro® interpreta os resultados, gera relatorios e armazena dados para analise e 
emissao de relatorios epidemiologicos. O laboratorio tambem pode adquirir um sistema LabPro® avangado, que 
contem algoritmos para interpretagao e notificagao baseadas em regras especializadas. 

Embora o sistema Walkaway tenha desempenho clinico comparavel ao de outros sistemas automatizados, a 
testagem dos paineis utilizando este equipamento e mais trabalhosa que um sistema totalmente automatizado. Em 
razao da quantidade de paineis que precisam ser testados, o aparelho MicroScan® produz mais dejetos perigosos 
que os equipamentos Vitek® 2 e BD Phoenix®. 



■ FIGURA 17.23 Sistema MicroScan® Walkaway com ID e teste de sensibilidade antimicrobiana automatizados 
(www.healthcare.siemens.com/microbiology-testing/microscan-sistems/walkaway-plus-system). 

BD Phoenix®. O sistema BD Phoenix® (Becton Dickenson Diagnostics, Baltimore, MD) comegou a ser utilizado 
nos EUA em 2004 (Figura 17.24). O equipamento tern a maior capacidade dentre todos os sistemas automatizados 
(/. e., 100 paineis), com excegao do Vitek® 2XL. O sistema fomece valores reais de CIM, em vez de calculos 
derivados, alem de permitir o teste com grande numero de antibioticos. Cada bandeja plastica contem 126 camaras 
divididas entre o lado de identificagao (51 camaras) e o lado de sensibilidade (85 camaras), que acondicionam de 16 
a 22 antimicrobianos. Um estudo relatou tempo medio de preparagao de 3 minutos por cepa analisada pelo sistema 
BD Phoenix®. 411 Um indicador redox (azul) e acrescentado ao inoculo bacteriano durante a preparagao e a 
suspensao e derramada no lado do teste de sensibilidade do painel e selada. Codigos de barra individualizados sao 
usados para identiflcar cada painel de testes. O equipamento le os paineis a cada 20 minutos. A turbidez e avaliada 
como indicador de crescimento e uma alteragao colorimetrica (para a cor rosa) e o indicador de redox. O sistema 
BD Phoenix® tern um software especializado (BCXpert®) e um software de gerenciamento de dados (BD 
EpiCenter®) para interpretar os valores de CIM de acordo com as diretrizes do CLSI e regras de notificagao. Os 
dados sao armazenados no equipamento e analisados de forma a emitir relatorios epidemiologicos. 

Em um estudo, o sistema BD Phoenix® alcangou tempo de liberagao dos resultados um pouco menor para a 
maioria dos tipos de bacterias, que o Vitek® 2, mas necessitou de mais tempo para liberar os resultados de 
Enterobacteriaceae, que este ultimo. 407 

Limitaqoes. Os sistemas automatizados tern suas limitagoes individuais, especialmente no que se refere a 
descrigao dos fenotipos de resistencia incomuns (ver Detecgao dos tipos especificos de resistencia antimicrobiana, 
adiante). O CQ dos resultados dos testes de sensibilidade automatizados tern sido dificil e praticamente ainda nao 
foi padronizado. As cepas de referenda padronizadas devem ser testadas no equipamento depois da realizagao da 
manutengao de rotina. Os laboratorios tambem devem validar produtos novos com recursos de novos testes ou 




aperfeigoados (i. e., capacidade de detectar tipos especificos de fenotipos resistentes) e a validagao tambem deve ser 
realizada a cada upgrade do software do sistema, inclusive o acrescimo de novas regras de notificagao 
especializadas. 



■ FIGURA 17.24 Sistema BD Phoenix® de ID e teste de sensibilidade antimicrobiana automatizados 
(www.bd.com/ds/productcenter/is-phoenix.asp). 

Escolha do teste 

A Tabela 17.17 apresenta um resumo detalhado dos metodos dos testes de sensibilidade recomendados pelo CLSI 
para alguns microrganismos. Embora o teste de difusao em disco seja amplamente utilizado, principalmente nos 
laboratories menores ou que enfrentam limitagoes de recursos, alguns antibioticos nao podem ser testados 
confiavelmente contra determinados microrganismos, conforme esta descrito nas diretrizes do CLSI 118,121,122 e, mais 
adiante, na segao sobre detecgao de resistencia antimicrobiana de patogenos importantes. Os testes de sensibilidade 
antimicrobiana por diluigao fomecem informagoes mais quantitativas e podem ser aplicados a uma gama mais 
ampla de bacterias que os testes de difusao. Para avaliar os testes de sensibilidade e comparar os diversos metodos, a 
maioria dos pesquisadores utiliza as seguintes defmigoes para determinar os niveis de erro 

• Erro muito significative): caracterizagao de uma cepa resistente como sensivel 

• Erro significativo: caracterizagao de uma cepa sensivel como resistente 

• Erro pouco significativo: caracterizagao de uma cepa sensivel ou resistente como intermediaria, ou 
caracterizagao de uma cepa intermediaria como sensivel ou resistente. 


Tabela 17.17 Resumo dos metodos dos testes de sensibilidade antimicrobiana para alguns 
microrganismos. 


Microrganismo 

Metodo 

Condigdes do teste (meio/inoculo/incubagao) 

Comentarios 

Staphylococcus spp. 

Microdiluigao em caldo 

CAMHB ou MHA/DCS/35°C em ar ambiente por 16 a 

20 h 

Usar testes moleculares para o 

genemec4;confirmaras 

cepas VAN l/R 


Diluigao em agar (teste de 

referenda) 

CAMHB ou MHA mais NaCI a 2% para OXA, MET ou 

NF/DCS/35°C em ar ambiente por 24 h 



OXA-triagem em agar-sal 

MHA com NaCI a 4%/DCS/35°C em ar ambiente por 

24 h 

Alguns laboratorios utilizam 

Chromagar 


Difusao em disco 

MHA/DCS/35°C em ar ambiente por 16 a 20 h para 

Confirmar VAN l/R por um 








OZA, MET ouNF 

metodo deCIM; nao 

detecta bem nivel baixo de 

resistencia 


Difusao em gradiente (Etest*) 

MHA ou MHA com NaCI a 2% para OXA, MET ou 

NF/DCS em caldo/35°C em ar ambiente por 16 

a 20 h para OXA, MET ouNF 

Incubar por 48 h para detectar 

SCN resistente a OXA 

Enterococcus spp. 

Microdilui<;ao em caldo; 

diluigao em agar 

CAMHB; MHA/metodo de crescimento ou DCS/35°C 

em ar ambiente por 16 a 20 h; 24 h para VAN 

Confirmar cepas VAN R; realizar 

teste para betalactamase 


Difusao em disco 

MHA/metodo de crescimento ou DCS/35°C em ar 

ambiente por 16 a 20 h; 24 h para VAN 



Difusao em gradiente (Etest*) 

MHA/metodo de crescimento ou DCS/35°C em ar 

ambiente por 16 a 20 h; 24 h para VAN 


Enterococcus spp., HLAR 

Microdilui^ao em caldo; 

diluigao em agar 

Caldo ou agar BHI; GM 500 pg ou STR 1.000 pg/m£ 

(caldo) ou 2.000 pg/m£ (agar)/metodo de 

crescimento ou DCS (inoculo de microdiluigao 

padronizado); 10 p£ pingados na superficie do 

agar/35°C em ar ambiente por 24 h; reincubar 

para STR por mais 24 h, se for sensivel 

Realizar apenas para isolados 

invasivos 


Difusao em disco 

MHA/disco de GM com 120 pg ou disco de STR com 

300 pg/metodo de crescimento ou DCS/35°C 

emar ambiente por 16 a 20 h 

Confirmar resultados do HLAR 

com urn metodo deCIM 


Difusao em gradiente 

MHA; tiras com doses altas de GM e STR/suspensao 

em caldo ate padrao 0,5 a 1,0 de 

McFarland/35°C em ar ambiente por 48 h 


Enterococcus spp., VAN- 

resistente 

Diluigao em agar 

MHA; metodo de crescimento com 6 pg/m£ de VAN 

ou DCS; inoculo de microdiluigao padronizado; 

1 a 10 p£ pingados na superficie do agar 

Muitos laboratories usam 

Chromagar 

Streptococcus pneumoniae 

Microdiluigao em caldo 

CAMHB com sangue eguino lisado a 2 a 5% 

(v/v)/DCS/35°C em ar ambiente por 20 a 24 h 

A triagem com disco de OXA 

para sensibilidade a PEN 

podeserrealizada como 

teste preliminar 


Difusao em disco 

MHA com sangue de carneiro a 5%/DCS/35°C em ar 

ambiente por 20 a 24 h 

A difusao em disco nao e 

confiavel com alguns 

antimicrobianos; este e o 

teste de CIM recomendado 

para bacterias isoladas do 

SNC 


Difusao em gradiente 

MHA com sangue de carneiro a 5%/DCS em 

caldo/35°C em C0 2 por 20 a 24 h 

Usar urn inoculo com padrao de 

1,0 de McFarland, sea 


camada bacteriana for 


esparsa 


Microdilui(;ao em caldo 


Outras especies de 
Streptococcus 


Listeria spp. 


Haemophilus spp. 


Neisseria gonorrhoeae 


Neisseria meningitidis 


Vibrio cholerae 


Diluigao em agar 


Difusao em gradiente 


CAMHB com sangue eguino lisado a 2 a 5% 
(v/v)/DCS/35°C em ar ambiente por 20 a 24 h 

MHA com sangue de carneiro a 5% (v/v)/DCS/35°C 
em ar ambiente por 20 a 24 h/C0 2 se for 
necessario ao crescimento 

MHA com sangue de carneiro a 5%/DCS em 
caldo/35°C em C0 2 a 5% por 20 a 24 h 


Microdilui^ao em caldo CMHB mais sangue eguino lisado a 2 a 

5%/DCS/35°C em ar ambiente por 16 a 20 h 


Microdilui^ao em caldo Caldo de HTM/DCS/35°C em C0 2 a 5% por 20 a 24 h 

Difusao em disco Caldo de HTM/DCS/35°C em C0 2 a 5% por 20 a 24 h 

Difusao em gradiente HTM ou MHA com hemoglobina a 1% e Isovitalex 

a 1% (BBL) se forvalidada contra CLSI/DCS em 

caldo/35°C em ar ambiente por 24 h 

Diluigao em agar Agar base de GC com suplemento de crescimento 

definido a 1% (ver texto)/DCS/35°C em C0 2 a 
5% por 20 a 24 h 

Difusao em disco Agar base de GC com suplemento de crescimento 

definido a 1% (ver texto)/DCS/35°C em C0 2 a 
5% por 20 a 24 h 

Difusao em gradiente Agar base de GC com suplemento de crescimento 

definido a 1% (ver texto)/DCS/35°C em C0 2 a 
5% por 20 a 24 h 

Microdilui^ao em caldo CAMHB mais sangue eguino lisado a 2 a 5% 

(v/v)/DCS/35°C em ar ambiente por 16 a 20 h 

Diluigao em agar MHA mais sangue de carneiro a 5% (v/v)/DCS/35°C 

emar ambiente por 16 a 20 h 


Difusao em gradiente MHA mais sangue de carneiro a 5%, ou MHA mais 

hemoglobina a 1% e Isovitalex" a 1% 
(BBL)/CDS/35°C em C0 2 a 5% por 18 a 24 h 

Microdilui^ao em caldo; CAMHB; MHA/metodo de crescimento ou DCS/35°C 
dilui^ao em agar em ar ambiente por 16 a 20 h 


Usar sangue eguino lisado se 
for realizar urn teste com 
sulfonamida 

Usar urn inoculo com padrao de 
1,0 de McFarland para as 
cepasmucoides 

ParaAMPePEN<2pg/m£ 
(sensfvel); as cepas 
resistentes naosao 
caracterizadas 


Realizar teste para 
beta lactamase 

Nao e necessario usar urn meio 
sem cistefna; realizar teste 
para betalactamase 


Usar sangue lisado de eguino a 
2 a 5% (v/v) em vez de 
sangue de carneiro se 
forem realizados testes 
com sulfonamidas 


Difusao em disco 


MHA/metodo de crescimento ou DCS/35°C em ar 


ambiente por 16 a 18 h 


CAMHB = caldo de Mueller-Hinton cation-ajustado; MHA = agar de Miieller-Hinton; CIM = concentragao inibitoria minima; 
DCS = suspensao direta de colonias; VAN = 

vancomicina; S = sensivel; I = intermediaria; R = resistente; OXA = oxacilina; MET = meticilina; NF = nafcilina; BHI = infusao 
de cerebro-coragao; GM = gentamicina; 

STR = estreptomicina; HLAR = nivel alto de resistencia aos aminoglicosidios; SNC = sistema nervoso central; AMP = 
ampicilina; PEN = penicilina; HTM = meio de teste para Haemophilus ; GC = Neisseria gonorrhoeae. 

Adaptada com base das instrugoes de uso do Etest®, bioMerieux; e nas references 114, 117, 118, 121 e 122. 


Detecgao dos tipos especificos de resistencia antimicrobiana 

Testes para betalactamases 

Varios metodos sao usados para detectar rapida e confiavelmente a existencia de algumas betalactamases. Os testes 
para betalactamases estao baseados na detecgao dos produtos finals da hidrolise do anel betalactamico, que sao 
visualizados por meio de um substrata cromogenico. Embora tres metodos de reagao diferentes sejam utilizados, 
inclusive metodos para cefalosporinas, iodometrico, acidometricos e cromogenico, este ultimo foi amplamente 
adotado por sua facilidade de uso e sensibilidade para as especies bacterianas para as quais o teste e recomendado. 
Existe uma publicagao com descrigoes detalhadas de cada um desses metodos. ' 1 ' 

O teste cromogenico para cefalosporinas e realizado semeando uma algada de uma colonia sobre um disco de 
nitrocefin (Cefinase®; BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) que, em seguida, e colocado em uma placa de Petri 
fechada para evitar ressecamento rapido. Os microrganismos que tem betalactamase alteram a cor do disco de 
amarelo para vermelho (Figura 17.25). Em geral, a reagao ocorre dentro de 30 segundos, mas a leitura final dos 
testes e realizada depois de 15 minutos. 

Um teste positivo correlaciona-se com resistencia de algumas especies bacterianas aos betalactamicos 
especificos, inclusive: (1) //. influenzae (amoxicilina, ampicilina), (2) M. catarrhalis (amoxicilina, ampicilina), (3) 
N. gonorrhoeae (amoxicilina, ampicilina e penicilina), (4) Staphylococcus spp. (amoxicilina, ampicilina, penicilina, 
mezlocilina ou cloxacilina e ticarcilina ou piperacilina) e (5) Enterococcus spp. (ampicilina, amoxicilina, penicilina, 
piperacilina). Entretanto, devem ser adotadas precaugoes especiais para assegurar que a produgao de betalactamase 
pelas especies de Staphylococcus tenha sido induzida antes da realizagao do teste de sensibilidade, conforme esta 
descrito adiante. Com outros microrganismos, a produgao de betalactamase nao se correlaciona diretamente com a 
resistencia aos betalactamicos, que podem ser usados para tratar estas infecgoes; os testes descritos a seguir nao 
devem ser usados com bacterias gram-negativas aerobias, inclusive Enterobacteriaceae ou P. aeruginosa. 



m FIGURA 17.25 Teste do nitrocefin positivo para detecgao de betalactamase em S. aureus. (Cortesia do Calgary 
Laboratory Services.) 

Nos EUA, a vigilancia epidemiologica demonstra que 30 a 40% de isolados clinicos de Haemophilus influenzae 
sao resistentes a ampicilina/amoxicilina porque produzem betalactamases e os indices mais altos deste tipo de 
resistencia ocorrem com as cepas que nao podem ser tipadas. 280 Um estudo mais recente com isolados clinicos 




pediatricos demonstrou que cerca de 40% das cepas de H. influenzae nao tipaveis isoladas de infecgoes graves 
tambem produziam betalactamases. 2 " 1 Um teste para betalactamase deve ser realizado com todas as cepas 
clinicamente significativas, de forma a detectar rapidamente resistencia a ampicilina ou a amoxicilina. Contudo, as 
cepas nao produtoras de betalactamase e resistentes a ampicilina/amoxicilina (BLNAR; do ingles, betalactamase 
nonproducing, ampicillin/amoxicillin-resistant), que tambem tern uma PBP3 alterada, podem ser detectadas por um 
teste de sensibilidade por difusao ou diluigao. 275 As cepas de H. influenzae isoladas de areas/especimes estereis, que 
produzem infecgoes clinicamente significativas, devem passar por todos os testes de sensibilidade, conforme 
descrito mais adiante neste capitulo. 

A maioria das cepas clinicamente significativas de M. catarrhalis produz betalactamases. O CLSI continua a 
recomendar que os laboratories fagam um teste para betalactamase com todas as cepas isoladas, mas que os testes de 
sensibilidade completes devem ser efetuados com as bacterias isoladas de infecgoes invasivas. 121,122 Os estudos 
recentes de vigilancia epidemiologica das cepas isoladas do trato respiratorio de diversas regioes geograficas 
demonstraram que M. catarrhalis desenvolveu resistencia crescente as cefalosporinas de segunda geragao (cefaclor, 
cefprozila, cefiiroxima), tetraciclinas, macrolidios e SXT. 462 - 538,649 

Os estafilococos podem requerer indugao de forma a assegurar a precisao da deteegao da produgao de 
betalactamases. Nessa especie de bacterias, a produgao de betalactamases e responsavel pela maior parte da 
resistencia a penicilina e aos antibioticos relacionados, mas as cefalosporinas ou as penicilinas resistentes as 
betalactamases (p. ex., meticilina e nafeilina) nao sao inativadas por essas penicilinases, a menos que sejam 
produzidas em grande quantidade. O teste para betalactamase estafilococica nao deve ser relatado como negativo, a 
menos que tenha sido realizado com a exposigao da cepa isolada a um agente indutor (/. e., oxacilina ou cefoxitina). 
Os testes de CIM por microdiluigao usando penicilina tambem podem nao detectar a presenga de betalactamase, 
porque o inoculo relativamente pequeno utilizado nestes testes geralmente produz apenas quantidades pequenas da 
enzima. Entretanto, a presenga de uma betalactamase pode ser inferida quando a CIM da penicilina para uma cepa 
de estafilococos e maior que 0,25 pg/m 6. As especies de Staphylococcus com CIM de penicilina menores que 0,03 
pg/ml sao consideradas sensiveis. As cepas cujas CIM oscilam entre esses dois limites (0,06 ou 0,12 pg/m (: ) devem 
ser testadas quanto a presenga de uma betalactamase, antes que os resultados sejam liberados. O uso do crescimento 
bacteriano proveniente de uma camara que contem um antibiotico da classe das penicilinas ou de uma borda de um 
halo de inibigao ao redor de um disco contendo um destes antibioticos pode induzir a atividade enzimatica e facilitar 
a deteegao da betalactamase. Os resultados dos testes com penicilina podem ser extrapolados a ampicilina. 

As cefalosporinas de primeira geragao e as penicilinas resistentes as penicilinases (meticilina, nafeilina, 
oxacilina, dicloxacilina etc.) tern um anel betalactamico modificado, que resiste a digestao enzimatica pelas 
betalactamases estafilococicas. Contudo, esses antibioticos sao inativados in vitro por uma cepa que produz 
quantidades grandes de penicilinase. Em geral, essas cepas de S. aureus mostram resistencia limitrofe a oxacilina 
(CIM de 4 pg/m 1; tambem conhecidos como BORSA em ingles, ou borderline oxacillin resistance S. aureus ), mas 
continuam sensiveis aos outros antimicrobianos utilizados comumente. 291 Por outro lado, as cepas de MRS A 
resistentes a oxacilina em razao da produgao de proteinas de ligagao a penicilina alteradas geralmente tern CIM de 
oxacilina > 4 pg/m I e, nos casos tipicos, sao multidrogarresistentes as outras classes de antimicrobianos, conforme 
esta descrito adiante. O significado clinico das cepas BORSA tern sido limitado as infecgoes superficiais da pele e 
dos tecidos moles. Kemodle et al. descreveram um grupo dessas cepas de Staphylococcus aureus de determinado 
fagotipo, que causava infecgoes de feridas clinicamente significativas. 313 

Os niveis altos de resistencia dos enterococos as penicilinas tambem podem ser detectados por um teste de 
nitrocefm. Um teste de nitrocefm positivo indica resistencia a todas as penicilinas sensiveis as penicilinases (/. e., 
ampicilina, amoxicilina, piperacilina). A betalactamase, que se assemelha a que e produzida pelos estafilococos, e 
carreada por um plasmidio, 1 ' mas os plasmidios dos enterococos e dos estafilococos nao sao semelhantes. 651 As 
cepas de Enterococcus faecalis que produzem betalactamase e tambem mostram niveis altos de resistencia aos 
aminoglicosidios tomaram-se epidemicas em algumas instituigoes. 17,527 Quando o teste com disco de nitrocefm nao 
e realizado com essas cepas, a resistencia aos antibioticos betalactamicos pode passar despercebida. Em um estudo 
realizado por Tenover et al. com laboratories de New Jersey, as cepas de E. faecalis produtoras de betalactamases 
foram reconhecidas como resistentes a penicilina por apenas 66% dos 76 participantes e a ampicilina por apenas 
alguns laboratories (8%). Apenas tres dos 76 laboratories reconheceram que a cepa produzia betalactamase, 
enfatizando a importancia de realizar um teste para betalactamase com os enterococos, especialmente quando sao 
isolados de areas estereis. 6 " A combinagao de piperacilina com tazobactamo e eficaz contra os enterococos 



produtores de betalactamase 438 e esta associagao pode ter efeito sinergico com a gentamicina, contanto que a cepa 
do enterococo nao apresente nivel alto de resistencia aos aminoglicosldios, conforme esta descrito adiante. 

Detecgao da resistencia das bacterias gram-positivas 

Estafilococos 

Estafilococos resistentes a meticilina (e oxacilina) 

Detecgao fenotipica. Os estafilococos sao os agentes etiologicos mais comuns das infecgoes nosocomiais 
diagnosticadas em todo o mundo. As especies Staphylococcus resistentes as penicilinas semissinteticas (i. e., 
meticilina, nafcilina, oxacilina e cloxacilina) transformaram-se em uma ameaga grave nos contextos ambulatoriais e 
hospitalares de assistencia a saude. 317,374,688 Em todo o mundo, as porcentagens de MRSA isolados da pratica clinica 
variam de menos de 1 a 3% na Holanda e na Dinamarca; niveis intermediaries em tomo de 20 a 30% nos paises 
como Alemanha e Canada; e niveis altos de 50 a 60% no Japao e nos EUA. 557,579,581 Como a maioria dos dados 
relativos a vigilancia epidemiologica do MRSA provem de cepas isoladas em hospitais, a incidencia real das 
infecgoes ambulatoriais adquiridas na comunidade causadas por esta bacteria e desconhecida na maioria das regioes. 

Em razao dos problemas globais encontrados nos servigos de atendimento a pacientes agudos, que sao causados 
pelos MRSA adquiridos nas comunidades e nos hospitais, alguns paises adotaram a triagem universal ou 
direcionada dos pacientes por ocasiao da internagao. Embora as cepas de MRSA cresgam rapidamente nos meios 
nao seletivos rotineiros, o agar cromogenico tern sido amplamente utilizado nos laboratories clinicos na triagem 
rapida da presenga destes microrganismos com fmalidade de vigilancia epidemiologica e identiflcagao nos 
especimes clinicos. Existem varias formulas de agar, que contem substratos cromogenicos e varios inibidores e 
combinam o crescimento primario com a detecgao seletiva do MRSA, inclusive MRSA ID® (bioMerieux), MRSA 
Select® (BioRad), CHROMagar® MRSA (BD Diagnostics) e Denim Blue® (Oxoid) (Figura 17.26). 195,414 
Entretanto, alguns agares cromogenicos nao favorecem o crescimento de todas as cepas de MRSA, mas o disco de 
cefoxitina pode ser colocado nos meios cromogenicos ou nao seletivos como metodo altemativo para facilitar a 
detecgao desta bacteria por meio do seu crescimento ao redor do disco. 34 No entanto, poucos estudos compararam o 
desempenho dos agares cromogenicos com os testes de sensibilidade secundarios das cepas ou a detecgao do gene 
mecA. Flayhart el al. demonstraram que o CHROMagar® MRSA isolou 95,2% das cepas de MRSA e teve 
especificidade de 99,7%, em comparagao com as seguintes sensibilidades e especificidades dos outros metodos: 
94,4% e 96,7% com a tecnica de CIM por microdiluigao em caldo com oxacilina; 94,3% e 96,7% com o agar de 
triagem para oxacilina; e 93,7% e 98,5% com o teste de aglutinagao em latex para PBP2’; 95% e 98,1% com o teste 
de difusao em disco de cefoxitina; e 95,1% e 98,1% com a reagao da cadeia de polimerase (PCR; do ingles, 
polymerase chain reaction) para mecA . 195 As jurisdigoes de saude com taxas altas de MRSA tambem tem adotado 
ensaios rapidos de PCR em tempo real disponiveis no mercado, em substituigao aos metodos baseados em cultura, 
em razao de sua sensibilidade mais alta e ao tempo muito menor necessario a liberagao dos resultados (ver Detecgao 
do gene mecA, adiante) 



■ FIGURA 17.26 Colonias de MRSA crescendo no agar Denim Blue® (Oxoid). (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

O CLSI define resistencia de S. aureus a oxacilina quando-se tem um CIM > 4 pg/ml 121,122 e todas as cepas que 
atendem a esta definigao sao classificadas como “MRSA”, mesmo que a meticilina nao seja mais utilizada para 
testar bacterias no laboratorio ou como agente terapeutico. Embora varios outros mecanismos de resistencia possam 
resultar na classificagao como MRSA (/. e., nivel alto de produgao de betalactamase [BORSA] ou produgao de PBP 
modificadas [MOD-PBP] afmidade reduzida a penicilina), a grande maioria das cepas isoladas clinicamente com 
esse tipo de resistencia adquiriu o gene mecA, que codifica a PBP2a com afmidade reduzida de ligagao aos 
antibioticos (ver Mecanismos de resistencia). 146,239,628 As cepas de MRSA com um gene mecA podem ser 
homogeneas ou heterogeneas quanto a sua expressao deste fenotipo de resistencia. A detecgao precisa de cepas 
heterogeneas e especialmente dificil, porque algumas celulas sao sensiveis, enquanto outras sao resistentes (/. e., nos 
casos tipicos apenas 1 x 10 4 a 1 x 10 8 celulas de uma populagao expressam o gene mecA). 1 ' Por essa razao, os 
estafilococos que contem o gene mecA com expressao heterogenea podem passar despercebidos quando se utiliza 
apenas o nivel de corte estabelecido para a CIM, porque podem ter CIM limitrofes entre 2 e 4 pg/m t, ou podem ser 
confundidos com cepas com resistencia limitrofe em razao de algum outro mecanismo (/. e., BORSA quando o teste 
para betalactamase tambem e positivo). A Tabela 17.18 descreve varios cenarios, que podem ser encontrados no 
laboratorio clinico quando se realiza a triagem de S. aureus quanto a resistencia a oxacilina. Em geral, as cepas de 
MRSA com um gene mecA tambem sao resistentes a varios farmacos de uma ou mais classes de antimicrobianos. 
Por essa razao, o perfil do antibiograma geral de uma cepa isolada clinicamente tambem e usado como indicio 
adicional importante desse tipo de mecanismo de resistencia. Contudo, na maioria dos casos, a detecgao molecular 
do gene mecA e a forma mais rapida de determinar se a cepa realmente e wiecA-positiva, porque erros de 
identificagao e descrigao do resultado poderiam ter consequencias epidemiologicas e clfnicas potencialmente graves. 

Os testes de sensibilidade antimicrobiana para a detecgao confiavel do MRSA devem ser realizados utilizando 
um metodo de CIM. A microdiluigao em caldo e o metodo de referenda para detectar resistencia de S. aureus a 
oxacilina e, com a maioria das cepas, demonstra confiavelmente os pontos de corte recomendados pelo CLSI. 

A partir de 2013, 121 o CLSI eliminou o uso do teste com disco de oxacilina para especies de Staphylococcus. 
Estudos demonstraram que a cefoxitina era um substituto mais sensivel que a oxacilina para detectar MRSA, em 
razao de sua indugao mais confiavel do gene wecA. 121,122,525,559,592 Um estudo de grande porte envolvendo varios 
laboratories e os CDC (Centers for Disease Control and Prevention) tambem avaliou se o ponto de corte da CIM por 
microdiluigao em caldo com cefoxitina poderia correlacionar-se com a presenga do gene mecA nos estafilococos. 70 
Utilizando os pontos de corte < 4 pg/m i para as cepas mecA-negativas e > 6 ou 8 pg/m I para as cepas mecA- 
positivas, a sensibilidade e a especificidade (em comparagao com a presenga do gene mecA do S. aureus com 18 
horas de incubagao) foram de 99,7 a 100% quando se utilizaram tres tipos de CAMHB. Para os estafilococos 
coagulase-negativos isolados em 24 horas de incubagao, os pontos de corte de < 2 pg/m t (mecA-negativos) e > 4 
pg/mC (wecA-positivos) conferiram sensibilidades e especificidades de 94 a 99% e 69 a 80%, respectivamente. Os 
metodos rotineiros de difusao em disco podem ser usados para realizar o teste com disco de cefoxitina (30 pg) para 





cepas de S. aureus; neste caso, um diametro do halo > 20 mm e interpretado como sensfvel a oxacilina, enquanto 
valores <19 mm sao considerados resistentes. Desse modo, um teste de triagem por microdiluigao em caldo usando 
os pontos de corte para cefoxitina do CLSI para S. aureus seria um metodo altemativo altamente confiavel para 
detectar MRSA. 121,122 Contudo, esse metodo parece ser menos confiavel com algumas especies de estafilococos 
coagulase-negativos. 

MHA suplementado com cloreto de sodio a 2% e 6 pg de oxacilina, meticilina ou nafcilina por mililitro e o 
metodo de triagem em agar recomendado pelo CLSI. 121,122 As colonias sao incubadas durante a noite em agar nao 
seletivo e transferidas para o caldo soja tripiticase de forma a produzir uma suspensao com padrao de 0,5 de 
McFarland. Em seguida, a placa e inoculada em um quadrante ou uma area de 10 a 15 mm de diametro utilizando 
um swab de algodao ou uma alga de 1 pi. A resistencia a oxacilina e sugerida quando ha crescimento de mais de 
uma colonia na placa, depois da incubagao a 35°C por 24 horas. O CQ das placas de triagem com oxacilina e 
realizada utilizando S. aureus ATTC 29213 (cepa sensivel) e S. aureus ATCC 43330 (cepa resistente). 

A padronizagao dos testes para estafilococos coagulase-negativos tern sido mais dificil, em vista das variagoes 
entre algumas especies agrupadas sob este termo generico. Os pontos de corte do teste de microdiluigao em caldo 
para diagnosticar resistencia a oxacilina dos estafilococos coagulase-negativos foram reduzidos pelo CLSI em 1999, 
em vista da preocupagao de que as cepas mecA-positivas nao estivessem sendo detectadas confiavelmente (Tabela 
17.19). Embora esses criterios revisados tenham aumentado a detecgao de algumas especies (7. e., S. epidermidis, S. 
haemolyticus e S. hominis), eles eram menos especificos para outras especies (/. e., S. saprophyticus e S. 
lugdenensis), de forma que os metodos de CIM e disco indicavam resistencia, mas as cepas nao tinham um gene 
mecA. 191,224 Em 2005, o CLSI recomendou que os pontos de corte dos testes de CIM e disco para S. aureus fossem 
usados para interpretar resistencia de S. lugdenensis. 119 Como tambem ocorre com o S. aureus, o teste com disco de 
cefoxitina (30 pg) substituiu o teste com disco de oxacilina (1 pg) na detecgao segura do S. lugdenensis e outros 
estafilococos coagulase-negativos e mecA positivos. 121,122 Os pontos de corte recomendados com o teste do disco de 
cefoxitina (30 pg) para S. lugdenensis sao os mesmos de S. aureus, mas os diametros dos halos sao maiores para 
todas as outras especies de estafilococos coagulase-negativos, ou seja, valores > 25 mm sao considerados resistentes 
e < 24, sensiveis (Tabela 17.20). 


Tabela 17.18 Fenotipos possiveis de resistencia de S. aureus a oxacilina. 


Cenario 

Resultados do Vitek Oxacillin 

Resultados da triagem com 

disco de cefoxitina (30 pg) 

Perfil de resistencia aos outros antibioticos 

1 

Resistente 

Resistente 

Multidrogarresistente aos antibioticos" 

2 

Sensivel 

Sensivel 

Multidrogarresistente aos antibioticos" 

3 

Resistente 

Resistente 

R aos betalactamicos, 6 mas S a todos os outros 

antibioticos 

4 

Sensivel 

Resistente 

Resultados discrepantes entre o teste com oxacilina 


Resistente 

Sensivel 

e a triagem com cefoxitina 


a Resistente a dois dos seguintes: gentamicina, tetraciclina, clindamicina ou eritromicina. b Resistente a penicilina, oxacilina e 
cefazolina. 


Detecgao do gene mecA. O padrao de referenda para confirmar resistencia fenotipica a oxacilina das cepas de 
estafilococos isoladas da pratica clinica e a detecgao do gene mecA utilizando um teste de aglutinagao do latex e/ou 
metodos de detecgao molecular disponiveis no mercado. A Tabela 17.18 descreve os cenarios encontrados 
comumente na pratica clinica quando se realizam testes de resistencia do S. aureus a oxacilina, que justificam esta 
confirmagao. 

Um teste de aglutinagao do latex, que detectava rapidamente PBP2’ como indicador do MRSA foi 
desenvolvimento originalmente no Japao. 41 Hoje existem varios metodos de aglutinagao do latex disponiveis no 
mercado, que podem ser realizados rapidamente com grande quantidade de cepas, mas apenas o teste MRSA- 
Screen® (Deika-Seiken Co. Ltd. Toquio, Japao) e o teste PBP2’® (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido) foram 



aprovados pela FDA para uso nos EUA. Esses dois testes usam aglutinagao do latex para detectar a presenga da 
PBP2a alterada (PBP2) como evidencia da presenga do gene mecA. Um teste de aglutinagao do latex em lamina 
tambem pode diferenciar o MRSA das cepas de S. aureus com resistencia limitrofe a oxacilina. 361 O teste MRSA- 
Screen® deve ser usado apenas para testar S. aureus, com o qual foi extensivamente estudado e mostrou ter 
sensibilidade e especificidade altas na detecgao precisa da resistencia codificada pelo gene mecA: '' Contudo, o 
teste MRSA-Screen® nao teve bom desempenho com cepas coagulase-negativas testadas diretamente e exigia 
aumentos do volume do inoculo ou do tempo de incubagao ou, em alguns casos, indugao com oxacilina ou 
cefoxitina para que houvesse detecgao segura.' 1 n Os estafilococos coagulase negativos, inclusive S. lugdenensis, sao 
testados utilizando-se microrganismos cultivados ao redor de um disco com oxacilina (1 pg) ou cefoxitina (30 pg). 
O teste PBP2’® da Oxoid pode ser usado com todas as cepas de estafilococos, mas tambem deve ser realizada 
indugao com cefoxitina ou oxacilina quando sao testadas cepas coagulase-negativas. Ate hoje, foram realizados 
poucos estudos clinicos comparativos com o teste PBP2’ da Oxoid. 


Tabela 17.19 Limites do CLSI (CIM em pg/m() para a sensibilidade das especies de Staphylococcus a 
oxacilina e vancomicina. 


Antibiotico 

Especie 

S 

1 

R 

Oxacilina 

5. aureus 

<2 

- 

>4" 

Oxacilina 

S. lugdenensis 

<2 

- 

>4 

Oxacilina 

Outros SCN 

<0,25 

- 

>0,5 

Vancomicina 

5. aureus 

<2 

4 a 8 ft 

>16 

Vancomicina 

S. lugdenensis 

<4 

8a 16 

>32 

Vancomicina 

Outros SCN 

<4 

8a 16 

>32 


a Relatar como MRSA - enviar cepa isolada com CIM > 4 pg/mt a um laboratorio de referenda. 

6 hVISAA/RSA - enviar as cepas isoladas com CIM > 8 pg/mt a um laboratorio de referenda. 

S = sensivel; I = sensibilidade intermediary R = resistente; SCN = estafilococos coagulase negativos. 

Adaptada com base na referenda 122. 

Tabela 17.20 Limites dos diametros dos halos para triagem da sensibilidade a cefoxitina (discos com 30 
pg), segundo o CLSI. 


Especie 

S 

1 

R 

5. aureus 

>22 mm 

- 

<21 mm 6 

S. lugdenensis 

>22 mm 

- 

< 21 mm 

Outros SCN 

>25 mm 

- 

<24 mm 


Adaptada com base na referenda 122. 

4 Relatado como MRSA. 

S = sensivel; I = sensibilidade intermediary R = resistente; SCN = estafilococos coagulase negativos. 


Alguns laboratories de microbiologia clinica de porte maior tern utilizado testes de PCR desenvolvidos 
intemamente para confirmar a presenga do gene mecA. Os testes de PCR proprios para detectar esse gene tambem 
incluem os genes nuc e coa como um marcador especlfico, que permite a identificagao simultanea de S. aureus. 15 
Pesquisadores desenvolveram um ensaio quadruplo, que diferencia simultaneamente S. aureus de estafilococos 
coagulase-negativos utilizando como marcadores rRNA 16S e o gene nuc, que tambem detecta resistencia a 
meticilina {mecA) e mupirocina ( mupA ). 687 Outros ensaios para detecgao de MRSA por PCR tambem utilizam 
outros genes marcadores dos estafilococos (/. e., femA, femB, sa442 e or/X) e, dentre estes, a estrutura de leitura 
aberta {orjX) - quando o cromossomo mec do cassete estafilococico (SCCmec) incorpora-se ao cromossomo de S. 




aureus - foi explorada comercialmente para desenvolver varios ensaios de detecgao rapida, conforme estao 
descritos adiante. 95 A Figura 17.27 ilustra a detecgao por PCR em tempo real dos genes nuc e meek de uma cepa de 
S. aureus isolada de hemocultura, que apresentava um perfd de resistencia fenotlpica Regra 1, de acordo com a 
Tabela 17.18. 1 s Essa cepa foi confirmada como S. aureus em razao da presenga do gene nuc e como MRSA pela 
existencia do gene meek. 

Entretanto, o desenvolvimento comercial recente das plataformas de teste rapido tomou a detecgao do gene 
meek por PCR em tempo real disponfvel para a maioria dos laboratories. Os leitores podem consultar varias 
revisoes recentes excelentes, se quiserem uma descrigao detalbada de todos os testes moleculares rapidos 
disponiveis atualmente para detectar MRSA, mas aqui apresentamos apenas uma descrigao sucinta dos dois ensaios 
comerciais disponiveis hoje em dia nos EUA. 27,95,442,579 O ensaio BD GeneOhm® MRSA (antes conhecido como 
ensaio IDI-MRSA) (BD GeneOhm, San Diego, CA) foi o primeiro teste comercial de PCR em tempo real aprovado 
pela FDA para detectar MRSA em swabs nasais utilizados em vigilancia epidemiologica. Esse ensaio multiplo 
utiliza sondas moleculares dirigidas contra varios alvos dentro dos genes or/X e SCC mec, de forma a detectar e 
identificar simultaneamente resistencia e diferenciar entre o S. aureus sensivel a meticilina e o MRSA e tambem as 
cepas de estafdococos coagulase-negativas portadoras do gene meek. 95 Inicialmente, o ensaio BD GeneOhm® foi 
avaliado por Huletsky et al. enquanto era IDI® 267 e alguns estudos clinicos subsequentes demonstraram resultados 
semelhantes. As faixas globais de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram as seguintes, respectivamente: 
84,3 a 100%; 93,5 a 99%; 61,1 a 94%; e 97 a 99,7%. 95 ’ 144 ’ 186 ’ 363 ’ 449 ’568 q [ nc jj ce a p 0 d e resultados falso-positivos 
desse teste (z. e., ate 5%) e atribuido ao fato de que algumas cepas de S. aureus zrzecA-negativas ainda carregam um 
fragmento do elemento SCC mec perto do local de insergao. 95,554 Contudo, estudos demonstraram que esse ensaio 
detectava confiavelmente varios genotipos do SCCmec em grande numero de cepas bem caracterizadas isoladas nos 
EUA e em Taiwan. 59 
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■ FIGURA 17.27 PCR em tempo real para detectar o gene meek do S. aureus. (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

O segundo teste aprovado pela FDA foi o ensaio GeneXpert® MRSA (Cepheid Diagnostics, Inc., Sunnyvale, 
CA). 2 Esse ensaio tambem usa como alvo o local de insergao do SCC mec. As faixas gerais de desempenho do teste 
publicadas pela empresa fabricante foram as seguintes: sensibilidade: 86,3 a 96,5%; especificidade: 90,4 a 94,9%; 
VPP: 80,5 a 90,4%; e VPN: 96,6 a 99,7%. 95 Embora algumas avaliagoes clinicas recentes do ensaio GeneXpert® 
tenham relatado desempenho melhor ainda, 13,259,337 alguns estudos detectaram indice alto de resultados falso- 
negativos (7,7 a 12,9%), novamente em razao das cepas de S. aureus que tern um elemento de SCC mec, que e 
mec A-negativo. 12,554 O ensaio GeneXpert® MRSA e facil de realizar em uma plataforma de acesso randdmico 
totalmente automatizada, que requer processamento minimo dos especies e fomece resultados em 90 a 120 minutos. 
Brenwald et al. demonstraram que esse ensaio teve desempenho comparavel, quando foi realizado como teste 



















diagnostico a beira do leito, em comparagao com os testes realizados no laboratorio, mas os resultados ficavam 
prontos mais de 10 horas antes do que os efetuados a beira do leito. 07 

Em razao da inexistencia de homologia entre as sequencias de nucleotidios do gene mecC e /weeA, pode ser 
dificil para os laboratories diagnostics detectar as cepas de S. aureus que carregam o determinante mecC utilizando 
ensaios de PCR comerciais ou proprios baseados no gene mecA. O teste de aglutinagao do latex, que detecta PBP2a, 
tambem nao detecta as cepas de S. aureus portadoras do gene mecC, em razao da estrutura alterada da PBP. 
Contudo, Skov et al. demonstraram que a cefoxitina utilizada no metodo do EUCAST detectava confiavelmente as 
cepas de S. aureus ///ecC-positivas. 559 As versoes comerciais mais recentes dos ensaios de deteegao do MRSA por 
PCR em tempo real precisam usar iniciadores destinados a detectar os genes mecA e mecC, porque este tipo de 
resistencia pode ser mais generalizado que se demonstrou antes. Um desses ensaios foi langado no sistema BD 
Max® (BD, Sparks, MD). 

Notificagao dos resultados. Existem evidencias clinicas de que as cepas de S. aureus resistentes a oxacilina nao 
respondem in vivo ao tratamento com cefalosporinas; recentemente, a mesma correlagao foi sugerida para S. 
epidermidis. A partir de 2013, 121 o CLSI eliminou os limites de corte para todos os betalactamicos testados com as 
especies de Staphylococcus (exceto penicilina, oxacilina/cefoxitina) e acrescentou ceftarolina - um antibiotic 
cefemico com atividade anti-MRSA, que deveria ser testado e notificado seletivamente com as cepas de MRSA. 
Essa decisao baseou-se no fato de que os limites de corte nunca foram avaliados extensivamente com alguns 
betalactamicos para as especies de Staphylococcus e os resultados dos testes com penicilina e oxacilina podem ser 
usados para prever a sensibilidade as penicilinas suscetiveis as penicilinases e as penicilinas resistentes as 
penicilinases, respectivamente. A Tabela 17.21 descreve as recomendagoes atuais do CLSI quanto a notificagao dos 
resultados da sensibilidade das especies de Staphylococcus aos betalactamicos, com base apenas nos resultados dos 
testes com penicilina e oxacilina/cefoxitina. Os laboratories tambem devem ter protocolos para a realizagao dos 
testes de sensibilidade ampliados com outros antibiotics para cepas multidrogarresistentes. Esses protocolos devem 
incluir criterios para referenciamento das cepas multidrogarresistentes a um laboratorio de referenda para confirmar 
os testes de sensibilidade e realizar genotipagem molecular. O Infection Prevention and Control e/ou outros orgaos 
de saude publica devem ser notificados imediatamente dos pacientes com infeegoes suspeitas ou confirmadas por 
MRSA detectado em amostras clinicas ou especimes de vigilancia epidemiologica. 

Tabela 17.21 Previsao da sensibilidade de S. aureus aos betalactamicos com base nos resultados dos 
testes com penicilina/oxacilina. 

Penicilina Oxacilina (cefoxitina) Previsao 

S S Senslvel a: 

• Todas as penicilinas 

• Combinagoes de betalactamico/inibidor de betalactamase 

• Cefemicos 

• Carbapenemicos 

R S Resistente as: 

• Penicilinas suscetiveis as penicilinases 

Senslvel as: 

• Penicilinas resistentes as penicilinases 

• Combinagoes de betalactamicos/inibidores de betalactamase 

• Cefemicos 

• Carbapenemicos 



R 


R 


Resistente a: 


• Todos os betalactamicos, exceto cefemicos com atividade anti-MRSA 
(p. ex., ceftarolina) 

Adaptada com base na referenda 122. 

Sensibilidade reduzida dos estafilococos a vancomicina. O uso crescente da vancomicina quase 
certamente resultou no problema cada vez mais comum de sensibilidade reduzida dos estafdococos a este 
antibiotico. Hoje em dia, a incidencia de sensibilidade reduzida a vancomicina entre as cepas de S. aureus ainda e 
baixa em alguns paises como EUA (< 1%) 556 e inexistente em outros. Recentemente, Howden el al. publicaram 
uma revisao excelente sobre o assunto. 264 Embora esse problema tenha sido detectado em outras especies de 
estafilococos alem do S. aureus, o surgimento do VISA (S. aureus com sensibilidade intermediaria a vancomicina; 
do ingles, vancomycin intermediate S. aureus) e, mais recentemente, do VRSA ( vancomycin resistance S. aureus, ou 
S. aureus resistente a vancomicina, em trad ugao livre) e extremamente preocupante, em razao da possibilidade de 
ocorrer transmissao nosocomial destas cepas e da mortalidade alta que certamente resultaria disto. 97,556,665 As 
infecgoes invasivas causadas por S. aureus sao comuns e, hoje em dia, existem poucos farmacos disponiveis para 
tratar eficazmente estas infecgoes em razao do VISA/VRSA. GISA e S. aureus resistentes aos 

glicopeptidios (GRSA; do ingles, glvcopeptide resistance S. aureus) tambem sao termos usados para descrever estas 
cepas de S. aureus, porque elas tambem mostram resistencia aos outros antibioticos glicopeptidios, inclusive 
teicoplanina. 605 

O MRS A com sensibilidade reduzida a vancomicina foi relatado inicialmente por Hiramatsu et al. em 1997. 254 O 
mecanismo de resistencia expressa heterogeneamente nos testes iniciais por microdiluigao em caldo conferia uma 
CIM considerada sensivel, mas um subgrupo de celulas testadas tinha sensibilidade intermediaria, de acordo com os 
criterios do CLSI de CIM entre 4 e 8 pg/mt. Semelhante a resistencia dos estafilococos a oxacilina, a sensibilidade 
reduzida a vancomicina pode ser expressa homogeneamente ou as cepas podem ser heterorresistentes (i. e., 
designadas como hVISA/VRSA). 264 Por outro lado, as cepas VRSA adquiriram um gene van A dos enterococos e 
expressam continuamente niveis altos de resistencia (/. e., CIM > 32 gg/mt). 612 

Detecgao fenotipica. A detecgao das cepas hVISA/VRSA tern sido especialmente dificil e ainda nao existe um 
metodo ideal, que seja altamente sensivel e facil de realizar. A Tabela 17.22 resume o desempenho dos metodos 
utilizados para detectar as cepas hVISA/VRSA. O metodo de referenda para detectar essas cepas e o perfil de 
analise populacional - area sob a curva de calculo (PAP-AUC) - que requer uma analise populacional para 
determinar a porcentagem das bacterias que sao resistente em cada serie de valores de CIM. 4 Elm inoculo 
convencional de uma cultura em caldo cultivada durante a noite e semeado nas placas de agar com infusao de 
cerebro-coragao (BHI; do ingles, brain-heart infusion) contendo concentragoes crescentes de vancomicina (0,5 a 4 
pg/m £). As contagens das placas sao colocadas em grafico para calcular a porcentagem de celulas resistentes a 
vancomicina em cada diluigao. Wootton et al. demonstraram que as razoes de concentragoes da PAP-AUC entre 0,9 
e 1,3 indicavam hVISA/VRSA, enquanto uma razao < 0,9 sugeria sensibilidade. 6 * 4 ’ O metodo da PAP-AUC, mesmo 
em suas versoes mais eficientes, e muito trabalhoso para ser realizado rotineiramente em um laboratorio clinico com 
grande quantidade de cepas para analisar. 

Microdiluigao em caldo ainda e o metodo recomendado para detectar hVISA/VRSA. Em 2007, o CLSI reduziu 
seu limite de corte para a faixa de sensibilidade intermediaria a vancomicina para 4 a 8 pg/m £, em vista da 
ineficacia deste antibiotico para tratar infecgoes graves causadas por cepas hVISA/VRSA com CIM = 4 pg/m£. 121122 
As cepas de S. aureus com CIM < 4 pg/m £ sao consideradas sensiveis, enquanto as que tern CIM > 16 pg/m £ sao 
resistentes. O EUCAST nao define uma faixa intermediaria de sensibilidade do S. aureus, mas o limite de corte para 
resistencia a este antibiotico foi reduzido em 2009 para uma CIM > 2 pg/m £, que esta na faixa superior da 
distribuigao das CIM para as cepas naturais (www.eucast.org/clinical-breakpoints). As cepas de S. aureus com CIM 
alta para vancomicina (/. e., > 8 pg/m £ ) devem ser enviadas a um laboratorio de referenda para testes 
confirmatorios. Os laboratories que nao realizam rotineiramente microdiluigao em caldo como metodo principal dos 
testes de sensibilidade antimicrobiana podem preferir usar este metodo para confirmar hVISA/VRSA nas cepas 
clinicas com CIM alta para vancomicina utilizando outro metodo, conforme esta descrito adiante. Alternativamente, 
alguns laboratories realizam testes de microdiluigao com todas as cepas de S. aureus invasiva, mas usam outro 
metodo de sensibilidade para testar as cepas nao invasivas (/. e., feridas superficiais). 



Tabela 17.22 Capacidade dos diferentes metodos de detectar sensibilidade do S. aureus a vancomicina. 


CIM de vancomidna (|ig/m£) 

Metodo de CIM 

Metodo de difusao em disco" 

Triagem em agar com 

vancomicina 

<2(S) 

Sim 

Nao 

Sim 

4(1) 

Sim 

Nao 

Variavel 

8(1) 

Sim 

Nao 

Sim 

16 (R) 

Sim 

Nao 

Sim 

>32 

Sim 

Sim 

Sim 


"Cepas com diametro do halo > 7 mm devem ser retestadas utilizando urn metodo de CIM. 
Adaptada com base na referenda 122. 


Embora tenham sido descritos estafdococos coagulase-negativos com sensibilidade reduzida a vancomicina, ate 
hoje nao foram encontradas cepas positivas para o gene van A. Os limites de corte do teste de microdiluigao em 
caldo com vancomicina para estafdococos coagulase-negativos ainda sao mais altos que os do S. aureus-, as cepas 
sensiveis sao definidas por CIM < 4 pg/ml, as intermediarias por CIM de 8 a 16 pg/mC e as resistentes por CIM > 
32 pg/mE. 121,122 As cepas de estafdococos coagulase-negativos com CIM alta de vancomicina (> 32 pg/mC) devem 
ser enviadas a um laboratorio de referenda para testes confirmatorios adicionais. 

Outros metodos de triagem sao usados para detectar hVISA/VRSA, inclusive uma placa de triagem com agar 
BHI contendo 5 ou 6 pg/m E de vancomicina, que e semelhante ao metodo original usado por Hiramatsu 254,273 e 
tambem e utilizada na triagem de resistencia dos enterococos a vancomicina, conforme esta descrito adiante. Uma 
goticula de 10 pE com suspensao da cepa no padrao de 0,5 de McFarland e usada para produzir uma mancha de 10 a 
15 mm de diametro na placa com BHI. Mais de uma colonia ou crescimento discrete na placa depois de 24 horas de 
incubagao e considerado positivo e e uma evidencia presuntiva da presenga de VISA/VRSA ou VRSA. Entretanto, 
devem ser realizados testes confirmatorios utilizando um metodo de CIM, seja microdiluigao ou um Etest®. 

As tiras de vancomicina do Etest® sao utilizadas isoladamente ou em combinagao com uma tira de teicoplanina 
(i. e., macro-Etest® ou MET). 393,517 Contudo, as tiras de Etest® para detectar resistencia aos glicopeptidios (DRG) 
foram desenvolvidas recentemente para detectar hVISA/VRSA. As tiras de DRG do Etest® foram pouco avaliadas 
clinicamente ate hoje, mas uma comparagao recente deste metodo com a analise de curva (PAP-AUC) demonstrou 
desempenho abaixo do ideal.'' 17 Os metodos de Etest® sao conhecidos por produzir resultados mais altos de CIM 
com vancomicina, que a microdiluigao em caldo e, por esta razao, pode ser relatada “falsa resistencia” quando estes 
metodos sao utilizados, caso nao sejam realizados testes confirmatorios. As cepas de S. aureus com CIM alta (> 8 
pg/m I) no Etest® devem ser encaminhadas a um laboratorio de referenda (/. e., CDC nos EUA) para testes 
confirmatorios. 

Os testes de difusao em disco nao sao confiaveis e nao diferenciam entre as cepas VISA/VRSA e as cepas 
naturais e nao devem ser utilizados com esta finalidade. Por essa razao, recentemente, o CLSI eliminou os criterios 
de triagem com disco de vancomicina para detectar VISA/VRSA. 132 Os laboratories que utilizam sistemas 
automatizados de testagem de sensibilidade tambem nao conseguem detectar hVISA/VRSA, a menos que sejam 
realizados outros testes confirmatorios com as cepas de S. aureus que apresentam CIM de vancomicina > 2 
pg/mC. 587 Do mesmo modo, as cepas de S. aureus com CIMs de vancomicina entre 1,5 e 2,0 pg/mE - com base no 
macro-Etest®, devem ser submetidas a um teste de microdiluigao em caldo. 

Notificagao dos resultados. O isolamento do hVISA/VRSA e considerado um problema urgente de saude 
publica e controle de infeegoes. Como as cepas de hVISA/VRSA frequentemente sao multidrogarresistentes, os 
testes de sensibilidade ampliados com farmacos alternatives (p. ex., linezolida, daptomicina, fluoroquinolonas, 
rifampicina, tigeciclina e ceftarolina) das cepas invasivas devem ser realizados e notificados rotineiramente. Os 
laboratories devem ter protocolos para a realizagao dos testes de sensibilidade ampliados com outros antibioticos 
para cepas multidrogarresistentes, ou encaminhar imediatamente a cepa a um laboratorio de referenda, no qual estes 
testes possam ser realizados. Os criterios para o encaminhamento das cepas multidrogarresistentes a um laboratorio 
de referenda para testes confirmatorios de sensibilidade e genotipagem molecular devem ser incluidos no protocolo 



do laboratorio. Os casos nos quais se suspeita ou foi confirmada a presenga de HVISA/VRSA detectado em amostras 
de vigilancia epidemiologica ou especimes clinicos devem ser notificados imediatamente ao Infection Prevention 
and Control e/ou orgaos de saude publica. 

Resistencia induzivel a clindamicina. A resistencia dos estafilococos aos macrolidios e mediada pelo efluxo 
ativo dos antibioticos do interior das celulas bacterianas (msrA) ou modificagao dos alvos ribossomicos (em geral, 
ermA ou ermC). ' 44 A modificagao ribossomica pode ser expressa constitutivamente ou e induzivel. 13 "’ A resistencia a 
eritromicina e detectada mais facilmente que a resistencia a clindamicina. As cepas sensiveis a esse primeiro 
antibiotico sao seguramente sensiveis a clindamicina, mas o contrario nao e necessariamente verdadeiro. 

As cepas de estafilococos que expressam resistencia constitutiva a eritromicina e a clindamicina acarretam 
poucas dificuldades, porque sao detectadas como resistentes nos testes in vitro. Contudo, quando a resistencia e 
induzivel, pode haver uma discrepancia entre os resultados dos testes de sensibilidade a eritromicina e a 
clindamicina (Tabela 17.23). A resistencia aos macrolidios com 14 e 15 elementos (p. ex., eritromicina) e induzida 
mais facilmente que a resistencia aos macrolidios com 16 elementos e aos lincosamidios (p. ex., clindamicina). Ha 
evidencias de que a resistencia induzivel a clindamicina seja clinicamente significativamente nao apenas nos 
estafilococos, como tambem nos estreptococos beta-hemoliticos e no S. pneumoniae _ o CLSI recomenda a 

realizagao de um teste de indugao, antes de soltar o resultado de que as cepas de S. aureus isoladas sao sensiveis a 
clindamicina, quando ha discrepancia entre as sensibilidades a eritromicina e a clindamicina (i. e., a eritromicina e 
resistente, mas a clindamicina e sensivel). 121,122 Com outros estafilococos, estreptococos beta-hemoliticos e S. 
pneumoniae, o teste de indugao com clindamicina deve ser realizado apenas quando for solicitado. 121,122 O teste do 
disco duplo (halo D) para resistencia induzivel a clindamicina esta baseado no principio de que a eritromicina e um 
indutor potente do gene erm (i. e., tipo MLS B ). 192,295 Quando os discos contendo eritromicina (15 pg) e clindamicina 
(2 pg) sao colocados perto (i. e., 15 a 26 mm de distancia entre os dois) e a resistencia e induzida pela eritromicina, 
o halo de inibigao ao redor do disco de clindamicina e distorcido. O achatamento resultante do halo de inibigao 
produz uma configuragao em forma de “D” e indica resistencia induzivel a clindamicina (Figura 17.28). Como 
altemativa, um teste de microdiluigao em caldo ao qual sao acrescentados 1 pg/mC de eritromicina e 0,5 pg/mC de 
clindamicina pode ser usado para detectar resistencia induzivel dos estreptococos beta hemoliticos e de S. 
pneumoniae a clindamicina. 55,121,122 Esse padrao indica resistencia induzivel e, por isso, a cepa deve ser descrita 
como resistente a clindamicina. 


Tabela 17.23 Perfis fenotipicos de resistencia aos macrolidios/lincosamidios. 


Mecanismo 

Gene de resistencia 

Eritromicina 

Clindamicina 

Efluxo 

msrA 

R 

S 




Teste de halo D (-) 

Modificagao ribossomica 

ermA ou ermC 

R 

S—>R (induzivel) 




Teste de halo D (+) 

Modificagao ribossomica 

ermA ou ermC 

R 

R (constitutiva) 




Teste de halo D (-) 


msrA = resistencia ao macrolidio estreptogramina (tipo B); erm = resistencia a eritromicina por ribossomo-metilase (MLS B ). 


Notificagao dos resultados. As cepas que apresentam resultado positivo no teste de halo D, ou que mostram 
indugao no teste de microdiluigao em caldo, devem ser relatadas como resistentes a clindamicina. Tambem deve ser 
acrescentado um comentario ao laudo dizendo: “Essa cepa e considerada resistente a clindamicina com base na 
detecgao de resistencia induzivel a este antibiotico”. 121,122 Quando nao ha resistencia induzivel a clindamicina (i. e., 
resultado negativo no teste de halo D), a cepa pode ser relatada como sensivel a este antibiotico com base no 
resultado do teste de sensibilidade in vitro. Os laboratories tambem devem ter protocolos para a realizagao dos testes 
de sensibilidade antimicrobiana ampliados com outros antibioticos para cepas multidrogarresistentes. Esse protocolo 
deve incluir criterios para encaminhamento das cepas multidrogarresistentes a um laboratorio de referencia para 



realizar testes de sensibilidade e genotipagem molecular confirmatorios. O Infection Prevention and Control e/ou os 
orgaos de saude publica devem ser notificados imediatamente dos casos suspeitos ou confirmados de infecgao por 
MRSA detectado em amostras de vigilancia epidemiologica ou especimes cllnicos. 



■ FIGURA 17.28 Teste de halo D para avaliar resistencia induzivel a clindamicina. (Cortesia de Calgary Laboratory 
Services.) 

Enterococos 

Ha decadas, a base fundamental do tratamento antimicrobiano das infecgoes invasivas causadas por enterococos tern 
sido combinagoes de um farmaco que atue na parede celular (p. ex., um betalactamico ou vancomicina) e um 
aminoglicosldio. 17,320 Embora os enterococos frequentemente sejam tolerantes aos efeitos dos betalactamicos e 
sejam intrinsecamente resistentes aos aminoglicosldios (z. e., CIM na faixa de 8 a 256 pg/m C), a atividade 
bactericida sinergica e resultado da combinagao desses farmacos porque o antibiotico que atua na parede celular 
permite que o aminoglicosldio entre na celula, onde atua no seu alvo ribossomico. Contudo, essa abordagem 
terapeutica tern sido profundamente enfraquecida ao longo dos ultimos 50 anos, incialmente em razao do 
desenvolvimento de resistencia as penicilinas e, mais recentemente, pela incidencia crescente de VRE 08 e pelo 
desenvolvimento de nlveis altos de resistencia aos aminoglicosldios; deste modo, a agao bactericida sinergica contra 
os enterococos nao pode ser mais facilmente alcangada. 17 Esse tema foi revisado recentemente por varios 
autores. 216,258,657 Mais recentemente, pesquisadores tambem demonstraram resistencia de enterococos aos 
antibioticos mais novos, inclusive linezolida e daptomicina (apelidadas de “antibioticos de ultimo recurso”), 
especialmente entre as cepas de E.faecium. 15,18,197 

Varios outros fatores somaram-se para resultar na situagao atual, a de precisar tratar rotineiramente infecgoes 
graves causadas por enterococos multidrogarresistentes nos hospitals de todo o mundo. 15,17,250,658 No final da decada 
de 1970, os enterococos isolados nos EUA eram predominantemente da especie E.faecalis. Desde entao, E.faecium 
tornou-se a especie predominante isolada dos pacientes hospitalizados e, hoje em dia, e superada apenas pelo S. 
aureus como causa de infecgoes hospitalares. 17 Em comparagao com E. faecalis, a existencia de resistencia a 
ampicilina e a vancomicina e muito mais comum em E. faecium. 1 " Essa “troca das especies enterococicas” ocorreu 
basicamente em razao do uso crescente da vancomicina e de outros antibioticos de espectro amplo (p. ex., 
cefalosporinas de terceira geragao), somado as medidas insatisfatorias de controle das infecgoes. 17,108 Tambem ha 
evidencias para transmissao das cepas de Enterococcus multidrogarresistente de seres humanos, animais e fontes 
ambientais. 142,166,657 

Resistencia aos betalactamicos 

Algumas cepas de enterococos, especialmente Enterococcus faecium, sao intrinsecamente resistentes aos 
antibioticos betalactamicos, porque tern proteinas de ligagao com afmidade baixa por estes farmacos. Em geral, a 
ampicilina e mais eficaz que a penicilina in vitro e e o antibiotico preferido para os enterococos sensiveis. As 




cefalosporinas sempre sao ineficazes contra os enterococos e nao devem ser testadas. A detecgao da produgao de 
betalactamases nas especies de Enterococcus esta descrita na segao anterior sobre Testes para betalactamases. 

Niveis altos de resistencia aos aminoglicosidios 

Nos enterococos, os niveis altos de resistencia adquirida aos aminoglicosidios (HLR; do ingles, high-level 
resistance) resultam em CIMs muito acima da concentragao normal testada nos laboratories clinicos (p. ex., > 2.000 
pg/m£ de estreptomicina e > 500 pg/m£ de gentamicina). A detecgao de HLR dos enterococos aos aminoglicosidios 
e importante, porque essas cepas nao sao inibidas sinergicamente pelo tratamento combinado com antibioticos 
betalactamicos. 404 Embora estudos para prever o sinergismo entre aminoglicosidio e um agente que atua na parece 
celular seja um trabalho intensivo, eles eram usados; hoje em dia, sao utilizados varios metodos de triagem no 
laboratorio clinico. Entretanto, E. faecium e intrinsecamente resistente a agao sinergica entre tobramicina, 
netilmicina, canamicina ou amicacina e um antibiotico que atua na parede celular; por esta razao, nao e necessario 
realizar testes in vitro. O teste de sinergia e realizado apenas para detectar HLR E. faecium ou E. faecalis a 
gentamicina e/ou estreptomicina. 4 '" A seguir, descrevemos resumidamente os metodos usados comumente para 
detectar HLR nos enterococos. 

Alguns laboratories clinicos usam um sistema automatizado de microdiluigao em caldo como triagem para HLR. 
As concentragoes de 1.000 pg/mt de estreptomicina e 500 pg/t de gentamicina sao usadas como limites de corte 
recomendados. 121,122,590 Como altemativa, tambem e possivel usar um painel de microdiluigao em caldo (Pasco®, 
MicroScan®) com meios de BHI suplementados com concentragoes semelhantes desses antibioticos em duas 
camaras de sinergia para aminoglicosidios. 595 O mesmo inoculo padronizado e usado como um painel de CIM 
rotineiro para gram-positivos (/. e., 5 x 10 5 UFC/mt). Depois da incubagao por 24 horas no minimo, qualquer 
crescimento e considerado indicio de resistencia. Pode ser necessario incubar novamente as placas por mais 24 
horas quando nao ha crescimento com estreptomicina depois do periodo de incubagao inicial. 

Placas de diluigao em agar tambem sao preparadas utilizando meios de BHI suplementados com as mesmas 
concentragoes de gentamicina (500 pg), mas com concentragao de estreptomicina duas vezes maior (2.000 pg) que 
as usadas nos testes de microdiluigao para HLR." 7,121,122 As placas de diluigao em agar para o teste de HLR podem 
ser adquiridas no mercado. Uma suspensao com padrao de 0,5 de McFarland e preparada e 10 pt sao pingados para 
produzir um inoculo final de 10 6 UFC por mancha. As placas devem ser incubadas por 24 horas em ar ambiente, 
antes que a leitura seja realizada, enquanto as placas com estreptomicina devem ser reincubadas por mais 24 horas 
se nao houver crescimento depois do periodo de incubagao inicial. O crescimento de uma unica colonia nas placas 
de diluigao em agar indica resistencia. O teste de difusao em disco convencional e realizado utilizando discos de 
antibiotico com concentragoes altas de gentamicina (120 pg) ou estreptomicina (300 pg). 4 " 7 ' A resistencia e definida 
por um halo < 6 mm (nenhuma halo de inibigao), enquanto a sensibilidade e definida por um diametro de halo <10 
mm. As cepas com diametrosde halos entre 7 e 9 mm devem ser testadas por metodos de diluigao em agar ou 
microdiluigao, porque algumas cepas de enterococos com HLR tern CIM apenas moderadamente elevadas. 4 " Varios 
estudos comparativos dos metodos de testagem de HLR das cepas de Enterococcus demonstraram concordancia 
quase absoluta entre os discos de potencia alta, os paineis de microdiluigao disponiveis no mercado e uma placa de 
“sinergia” por diluigao em agar vendida no mercado. 408,590,595 

Sensibilidade reduzida a vancomicina 

Os metodos de sensibilidade antimicrobiana por diluigao podem ser usados para detectar confiavelmente VRE 
(fenotipos van A. ou vanli) ou niveis baixos de resistencia intrinseca a vancomicina (CIM entre 2 e 32 pg/mE), que 
estao associados a E. gallinarum ou E. casseliflams (fenotipo vanC). Nos casos tipicos, E. faecium ou E. faecalis 
portadores de um gene van A. tern CIM alta de vancomicina (> 64 pg/m C) e CIM de teicoplanina >16 pg/m E, 
enquanto as cepas que tern um gene vanB mostram CIM de vancomicina mais baixas (16 a 512 pg/mC) e continuam 
sensiveis a teicoplanina (Tabela 17.24). No passado, alguns laboratories usavam o teste de triagem por diluigao em 
agar com vancomicina para detectar VRE. 588 As placas de agar contem meios de BHI suplementados com 6 pg/mE 
de vancomicina. Uma suspensao bacteriana com padrao de 0,5 de McFarland e usada para formar uma mancha com 
10 a 15 mm de diametro na placa, resultando em um inoculo final de 10 5 a 10 6 celulas por mancha. A formagao de 
mais de uma colonia ou de crescimento “nebuloso” indica resistencia. As placas de BHI-vancomicina para triagem 
tambem podem crescer especies de Enterococcus portadoras de um gene vanC, mas estas podem ser identificadas 
facilmente por metodos fenotipicos. Nos casos tipicos, E. casseliflavus forma colonias pigmentadas amarelas, 


enquanto esta bacteria e tambem E. gallinarum fermentam metil-a-D-glicopiranosidio (MGP) a 1% e a maioria das 
cepas e imovel. Placas de triagem por diluigao em agar contendo 6 pg/rn (; de vancomicina podem ser compradas no 
mercado por meio de varios fornecedores. 

Sistemas automatizados tambem podem ser usados para detectar resistencia dos enterococos aos glicopeptfdios, 
mas os laboratories devem estar cientes dos problemas de deteegao descritos. 277,636 Versoes recentes de todos os 
sistemas de microdiluigao automatizados (/. e., Vitek® 2, BD Phoenix® e MicroScan®) aperfeigoaram sua 
capacidade de detectar VRE, inclusive de niveis baixos de resistencia intrinseca, mas isto nem sempre foi 
assim. 176 ’ 572 Inicialmente, os sistemas Vitek® Legacy e MicroScan® apresentaram problemas na deteegao de niveis 
moderados (vanB) e baixos (vanC) de resistencia dos enterococos a vancomicina. Tenover et al. avaliaram 10 
sistemas disponiveis no mercado para detectar VRE usando um metodo de microdiluigao em caldo como padrao 
para testar 50 cepas de referenda. 610 Embora um teste de triagem por diluigao em agar tenha detectado VRE com 
precisao, ocorreram mais erros de importancia secundaria com o teste de difusao em disco e erros muito importantes 
ocorreram com os sistemas Vitek® Legacy (10,3%) e MicroScan® (20,7%); este ultimo sistema tambem produziu 
alguns erros importantes (13,3%). Estudos recentes tambem mostraram que os sistemas automatizados podem 
apresentar problemas na deteegao das cepas especificas de VRE. Recentemente, Abele-Hom et al. realizaram um 
estudo de validagao cllnica da versao 4.01 do software do Vitek® 2 e demonstraram que o sistema conseguiu 
identificar corretamente 114 (94,2%) das cepas de enterococos no nivel das especies e classificou corretamente 119 
(98,3%) no nivel do genotipo de resistencia aos glicopeptidios (/. e., genotipo VanA, VanB ou VanC). 3 Seis cepas de 
E.faecium portadores de um gene van A e uma cepa de E. casseliflavus (i. e., gene VanC ) foram identificadas com 
discriminagao baixa e exigiram testes adicionais. Uma cepa VanA foi classificada erroneamente como VanB, porque 
o sistema nao detectou resistencia a teicoplanina, enquanto uma cepa de E. faecium sensivel aos glicopeptidios foi 
classificada incorretamente como tipo VanA (;. e., resistente a vancomicina e a teicoplanina). Recentemente, Raponi 
et al. tambem compararam a capacidade de detectar resistencia aos glicopeptidios e a linezolida em 30 cepas de E. 
faecium isoladas clinicamente por meio dos seguintes metodos: Vitek® 2, BD Phoenix®, Etest®, microdiluigao em 
caldo e testes de difusao em disco. 505 Todas as cepas foram submetidas a genotipagem molecular para detectar a 
existencia de genes de resistencia van A e vanB e a mutagao G2576T do rRNA 23S, que confere resistencia a 
linezolida. Os indices de resistencia a teicoplanina variaram de 3% (Vitek® 2) a 57,6% (BD Phoenix®), enquanto 
os de resistencia a vancomicina variaram de 56,7% (Vitek® 2) a 86,7% (BD Phoenix®). Apenas duas das 25 cepas 
que reconhecidamente tinham um gene van A foram identificadas defmitivamente como fenotipo VanA. Apenas uma 
cepa tinha a mutagao G2576T, mas nao carregava o gene van A', o teste de difusao em disco, o teste de microdiluigao 
em caldo e o sistema Vitek® 2 demonstraram resistencia (CIM > 8 pg/mC), mas os sistemas BD Phoenix® e Etest® 
emitiram resultados indicando sensibilidade (CIM < 4 pg/mC). Esses estudos ressaltam a necessidade de realizar 
mais comparagoes dos sistemas de testes automatizados de sensibilidade por diluigao com uma gama mais ampla de 
cepas de VRE caracterizadas por metodos moleculares. 

Tabela 17.24 Limites de corte padronizados pelo CLSI (CIM em pg/mf) para as especies de 


Enterococcus. 

Antibiotico 

S 

1 

R 

Penicilina ouampicilina 

<8 

- 

>16 

Vancomicina 

<4 

8 a 162 

>32" 

Teicoplanina 

<8 

16 

> 32* 


a VRE com sensibilidade reduzida - genotipo VanB-se for (S) a teicoplanina 
4 VRE com nivel alto de resistencia - genotipo VanA-se for (R) a teicoplanina. 

S = sensivel; I = sensibilidade intermediary R = resistente. 

Adaptada com base na referenda 122. 

Os testes de difusao em disco nao sao confiaveis como metodos de diluigao e, para evitar erros, devem ser 
realizados estritamente de acordo com os metodos padronizados. 115 Os testes de difusao em disco devem ser 
incubados por 24 horas completas e interpretados sob luz transmitida. As cepas de VRE portadoras de um gene 
vanB podem passar despercebidas, a menos que o halo de inibigao seja examinado cuidadosamente para detectar 



uma borda difusa. Alguns estudos demonstraram que o desempenho das tiras do Etest® foi equivalente aos dos 
testes de diluigao em agar e microdiluigao em caldo. M " Entretanto, de acordo com um estudo recente, o Etest® nao 
conseguiu detectar quatro cepas de E. faecium, que tinham o gene van B confirm ado/'"' Grabsch et al. tambem 
demonstraram que um Etest® com vancomicina realizado no MHA ou BHI padronizado nao conseguiu detectar 
repetidamente uma cepa de E. faecium com vanB2 (CIM < 4 tig/m f) durante um surto hospitalar. 22 ’ Os resultados 
do Etest® melhoraram quando o MHA ou o agar BHI foi suplementado com 1 g/t de bile bovina e as placas foram 
incubadas por 48 horas completas, antes da realizagao das leituras. E necessario realizar estudos adicionais para 
avaliar esses meios como forma de aumentar a detecgao inicial das cepas de VRE com fenotipo de resistencia baixa 
nos laboratories em que a detecgao do gene vanB por PCR nao e exequivel. 

Notificagao dos resultados. Os resultados dos testes de sensibilidade a penicilina e/ou ampicilina, da 
sensibilidade a vancomicina e da triagem para HLR a gentamicina e estreptomicina devem ser relatados para todas 
as cepas de E. faecium e E. faecalis isoladas de pacientes com infeegoes invasivas graves. Alem disso, os 
laboratories devem ter protocolos para a realizagao dos testes de sensibilidade ampliada das cepas invasivas 
multidrogarresistentes aos outros antibioticos (z. e., daptomicina, linezolida). Esse protocolo deve incluir criterios 
para encaminhar as cepas multidrogarresistentes a um laboratorio de referenda para a realizagao dos testes de 
sensibilidade confirmatorios e genotipagem molecular. O Infection Prevention and Control e/ou os orgaos de saude 
publica devem ser notificados imediatamente dos casos suspeitos ou confirmados de VRE detectados em amostras 
de vigilancia epidemiologica ou especimes clinicos. 

Detecgao molecular dos genes de resistencia a vancomicina. Os testes moleculares dos enterococos sao 
necessarios para detectar um gene de resistencia a vancomicina e diferenciar o(s) tipo(s) de gene(s) presente(s). 
Alem dos genotipos mais comuns de resistencia a vancomicina descritos antes (/. e., vanA, van B e vanC), tambem 
foram relatados varios outros grupos de genes que conferem resistencia a vancomicina (z. e., vazzD, vanE, vanG, 
vanE e vmzM). 2,58,154,672 Esses ultimos genes sao detectados raramente em cepas isoladas clinicamente e foram 
descobertos quando a fenotipagem rotineira identificou a cepa como resistente a vancomicina, mas os testes 
moleculares mostraram que os grupos de genes vanA ou vanB nao estavam presentes. E provavel que continuem a 
ser descobertos novos grupos de genes de resistencia a vancomicina, na medida em que outros estudos 
documentaram prevalencia alta dos genes de resistencia aos glicopeptidios (z. e., vanB, vanG e vanG) na microbiota 
humana fecal, que nao estavam associados aos enterococos. 164 Em um estudo subsequente, esses pesquisadores 
identificaram grupos de genes semelhantes ao vazzD e vanG em uma especie de Ruminococcus , 165 Recentemente, 
tambem foram detectadas clinicamente cepas de Clostridium clostridioforme e Atopobium minutum portadoras de 
um grupo de genes vanB. 6 Outras bacterias gram-positivas da microbiota intestinal humana, especialmente 
anaerobios, podem constituir uma reserva abundante de genes de resistencia a vancomicina. 

Pesquisadores desenvolveram varios metodos laboratoriais multiplex, que utilizam PCR e PCR em tempo real 
para detectar primariamente os grupos de genes vanA e vanB, cuja importancia clinica e enorme (Figura 
17.29). 179,443,461 A detecgao molecular dos genes vanC 1, vanCl e vanC3 tambem pode identificar definitivamente E. 
gallinarum e diferenciar entre E. casseliflavus e E. flavescens. 111 Ensaios moleculares especificos tambem podem 
ser realizados para detectar outros genes associados a resistencia a vancomicina. 
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■ FIGURA 17.29 PCR multiplex rapida para diferenciar E. faeciumlE. faecalis e detectar a existencia de genes que 
conferem resistencia a vancomicina (vanA e van B). (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

Entretanto, o desenvolvimento comercial recente das plataformas de teste rapido tomou disponivel a maioria dos 
laboratories a deteegao por PCR em tempo real dos genes van A/B diretamente a partir dos especimes cllnicos (/. e., 
swabs retais e amostras de fezes). As avaliagoes cllnicas iniciais de dois ensaios aprovados nos EUA pela FDA 
estao descritas sucintamente a seguir. O ensaio BD GeneOhm® VanR (BD GeneOhm, San Diego, CA) e um teste de 
PCR em tempo real, que amplifica alvos especlficos dos genes van A e/ou van B. O ensaio VanR utiliza um 
SmartCycler® (Cepheid, Sunnyvale, CA). Stamper et al. compararam o desempenho do ensaio VanR com a cultura 
seletiva usando agar BEAV (agar bile-esculina com azida e vancomicina) com 6 ug/m ( de vancomicina e caldo de 
BEAV com 8 pg/mC de vancomicina para detectar VRE em swabs retais e amostras de fezes. 11 ’ Em termos gerais, o 
ensaio VanR teve sensibilidade de 96,6% e especificidade de 87% e houve varios resultados falso-positivos com a 
parte do ensaio referida ao gene VanB. Embora a sensibilidade do ensaio com swabs retais (98,3%) fosse maior que 
com amostras de fezes (95,4%), as especificidades foram semelbantes com os dois tipos de especime. Quando foi 
usado isoladamente para detectar resistencia mediada pelo gene VanA, o ensaio VanR teve sensibilidade, 
especificidade, VPP e VPN de 94,4%, 96,4%, 91,3% e 97,7%, respectivamente. Recentemente, um estudo tambem 
relatou desempenho semelhante com o ensaio VanR quando testou 1.786 amostras, inclusive um conjunto de 50 
cepas de referencia reconhecidamente portadoras dos genotipos van A-G.'"' Embora a sensibilidade global fosse de 
93,1%, a especificidade menor (87%) foi atribuida principalmente aos resultados positivos falsos para o gene vanB. 

O ensaio GeneXpert® van Ai vanB (Cepheid Diagnostics, Inc., Sunnyvale, CA) tambem e um teste de PCR em 
tempo real, que detecta os genes vanA e vanB. Uma avaliagao desse teste com 804 amostras de swab retal em 
comparagao com a cultura em meio enriquecido 54 demonstrou que, embora o ensaio molecular tivesse sensibilidade 
e VPN altos (100%), sua especificidade (85,4%) e VPP (8,7%) foram mais baixos em razao dos testes falso- 
positivos, especialmente para o gene vanB. Outro estudo mais recente comparou os metodos de cultura direta e em 
meio enriquecido para detectar VRE por meio do ensaio GeneXpert® vanA/vanB e relatou sensibilidade, 
especificidade, VPP e VPN de 96,4%, 93%, 92% e 96,9%, respectivamente. 375 O ensaio GeneXpert® para VRE e 





facil de realizar em uma plataforma de acesso randomico completamente automatizada, que requer processamento 
minimo das amostras e fomece resultados em 90 a 120 minutos. 

Os laboratories que nao dispoem do recurso de realizar testes moleculares podem considerar a adogao de um 
metodo de cultura baseada em agar cromogenico para detectar VRE diretamente dos swabs retais ou das amostras 
de fezes (Figura 17.30). Um estudo comparou dois meios cromogenicos (Chromagar® VRE e chromID® VRE) 
para a deteegao direta de VRE nas amostras de fezes, depois de uma etapa de enriquecimento durante a noite e 
incubagao das placas por 48 horas. 456 Esses dois meios tiveram sensibilidade alta (98,2%) e especiflcidades 
comparaveis de 96,5% e 97,5%, respectivamente. Recentemente, o BBL CHROMagar® VanRE (CVRE) (BD 
Diagnostic Systems, Baltimore, MD) tambem foi comparado com as placas de BEAV como metodo de triagem para 
colonizagao por VRE e os autores relataram sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 98,6%, 99,1%, 95,9% e 
99,7%, respectivamente. 306 O agar CVRE tambem teve melhor desempenho na deteegao do VRE em um estudo com 
517 swabs de vigilancia epidemiologica, quando foi comparado com as placas de BEAV, e teve sensibilidade, 
especificidade, VPP e VPN de 99,1%, 94,8%, 84,2% e 99,7%, respectivamente. 570 Outra formulagao de agar 
cromogenico (Spectra® VRE, Remel, Lenexa, KS) tambem foi muito mais sensivel (98,2%) e especifico (99,3%) 
que a placa de BEAV nos testes com swabs retais. 460 Atualmente, apenas um estudo comparou a triagem de VRE 
por PCR com um metodo de cultura em meio com agar para este microrganismo e, no total, testou 8.815 amostras 
de swab retal. 548 O VRE foi isolado de 8,4% das amostras, enquanto a PCR detectou esta bacteria em 8,9% dos 
especimes analisados. Em termos gerais, a PCR teve sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de 98,2%, 99,6%, 
95,7% e 99,8%, respectivamente, mas nenhuma amostra vanB-positiva foi incluida nesse estudo. 



■ FIGURA 17.30 E. faecium positivo para o gene vanfk cultivado em VRESelect® (Bio-Rad). (Cortesia de Calgary Laboratory 
Services.) 

Resistencia de enterococos aos agentes antimicrobianos mais novos 

Linezolida e daptomicina sao os agentes mais novos utilizados com frequencia crescente para tratar infeegoes 
invasivas graves causadas por MRSA e VRE. Os laboratories devem ter um protocolo para a realizagao dos testes 
de sensibilidade ampliados dessas cepas isoladas de infeegoes graves a esses antibioticos, ou quando estes testes 
forem solicitados. Quando os testes de sensibilidade a esses antibioticos nao podem ser realizados no proprio 
laboratorio, a cepa deve ser enviada imediatamente a um laboratorio de referencia para confirmagao e testes de 
sensibilidade adicionais. Embora a resistencia a linezolida ainda seja rara no MRSA e no VRE, os laboratories 
devem estar preparados para identificar estas bacterias porque, como seria esperado, o risco aumentado de adquirir 
uma cepa resistente a linezolida foi associado ao uso de antibioticos e a duragao do tratamento. 542 Os limites de 
corte da linezolida foram publicados com referencia aos metodos de difusao em disco (30 pig) e microdiluigao. 
Entretanto, quando se utiliza um metodo com disco de linezolida (30 pg), os halos de difusao do disco devem ser 
examinados sob luz transmitida. Se nao for encontrado um halo nitido ou a cepa for resistente, deve-se realizar um 
metodo de CIM na repetigao do teste. As tiras de Etest® para linezolida tambem sao comparaveis aos resultados da 
microdiluigao em caldo com MRSA e VRE, mas os resultados das CIM podem ser ligeiramente mais altos. 

Uma condigao semelhante ocorre com a daptomicina, para a qual foram relatadas ainda poucas cepas de S. 
aureus e VRE resistentes, mas quando elas surgem, o paciente comumente ja foi exposto a este antibiotico, algumas 



vezes por periodos longos de tratamento. A daptomicina tem sido utilizada com frequencia crescente para tratar 
infecgoes invasivas, inclusive bacteriemia e endocardite causadas por MRSA ou VRE, contanto que o paciente nao 
tenha pneumonia, porque o surfactante inativa este antibiotico. De acordo com uma revisao recente, o teste in vitro 
de sensibilidade antimicrobiana a daptomicina requer a presenga de niveis padronizados de calcio total (50 pg/m I 
quando se utilizam sais de cloreto de calcio). 3211 O teste de difusao em disco nao e confiavel por essa razao e nao 
deve ser usado nos testes de sensibilidade a daptomicina com especies de Staphylococcus ou Enterococcus. As tiras 
do Etest® para daptomicina podem ser usados com o MHA suplementado com calcio, no qual a concentragao deste 
cation foi ajustada ao nivel apropriado. A atividade in vitro da daptomicina na tira do Etest® depende da quantidade 
fixada de calcio (40 pg/m C) presente na fita, assim como da quantidade de calcio no agar. Um dos estudos mais 
amplos com 1.800 cepas de S. aureus, inclusive MRSA, demonstrou que o indice global de concordancia entre o 
Etest® para daptomicina e o teste de microdiluigao foi de 82,4%, mas as CIM do Etest® eram 0,5 a 1,0 log 2 mais 
altas que as da diluigao. 537 Os indices de concordancia das CIM do Etest® apresentam variagoes ainda mais amplas 
(66,7 a 100%). 292 ’ 320 

Estreptococos 
Streptococcus pneumoniae 

Sensibilidade reduzida a penicilina. O tratamento padronizado para infecgoes pneumococicas tem sido 
penicilina ha decadas e os testes de sensibilidade nao eram recomendados, porque as cepas continuavam sensiveis. 
Contudo, recentemente surgiram cepas de S. pneumoniae altamente resistentes a penicilina e pesquisadores tem 
relatado infecgoes invasivas graves com frequencia crescente, que sao atribuidas aos clones multidrogarresistentes 
transmitidos em todo o mundo. Estudos recentes de vigilancia epidemiologica realizados nos EUA demonstraram 
que as cepas de S. pneumoniae multidrogarresistentes (/. e., resistentes a duas ou mais classes de antibioticos, 
inclusive betalactamicos, macrolidios, tetraciclina e SXT, mas raramente fluoroquinolonas) estao disseminadas; em 
geral, 20% das cepas isoladas eram multidrogarresistentes, enquanto as prevalences das cepas com sensibilidade 
intermediaria a penicilina (CIM de 0,1 a 1 pg/mC) e resistencia a penicilina (CIM > 2 pg/m £) eram de 17,9% e 
14,6%, respectivamente. 516 

Os dados de sorotipagem dos pneumococos que causaram infecgoes nao invasivas e doenga invasiva em 2008- 
2009 e 2010-2011, com base em mais de 43 centros dos EUA, em comparagao com os dados referidos a vacina pre 
conjugada (PCV7) (1999-2000) e a vacina pos-conjugada (2004-2005), demonstraram que a prevalencia de PCV e 
sorotipos pneumococico diminuiram de 64% das cepas invasivas e 50% das cepas nao invasivas em 1999-2000 para 
3,8% e 4,2%, respectivamente, no periodo de 2004-2005. 516 Embora o uso da vacina pneumococica conjugada 
heptavalente (PVP7) tenha reduzido drasticamente a incidencia da doenga pneumococica invasiva (DPI) das 
criangas e dos adultos, a DPI ainda ocorre nas faixas etarias extremas (< 2 anos ou > 65 anos) e nos pacientes com 
comorbidades e/ou imunodeficiencia, porque a vacina confere apenas protegao limitada contra os mais de 90 
sorotipos de S. pneumoniae, que reconhecidamente causam doenga humana. 326,599 Alem disso, nos EUA e em todo o 
mundo tem surgido sorotipos especificos de S. pneumoniae (i. e., 19A, 3, 6C e 7F), que podem apresentar virulencia 
acentuada e resistencia antimicrobiana ampliada e nao estao cobertos pela vacina pneumococica conjugada (PVP7) 
administrada as criangas ate 20 1 0. 227,290,345,655 Entre 1998 e 2005, a incidencia de DPI pediatrica causada pelo 
sorotipo 19A nos EUA aumentou de 0,8 caso por 100.000 para 2,5 casos por 100.000, coincidindo diretamente com 
o aumento da DPI causada por cepas 19A resistentes a penicilina (/'. e., de 6,7 para 35%), que fazem parte de um 
clone mundial em expansao rapida (complexo clonal 3 20). 599 A partir de 2010, quando a vacina pneumococica 13- 
valente (PCV 13) foi introduzida nos EUA, o aumento do sorotipo 19A cessou e a prevalencia de outros sorotipos 
predominantes incluidos nesta vacina (3, 6C e 7F) tambem permaneceu estavel entre 2008-2009 e 2010-2011. 599 
Outros fatores que comprovadamente facilitaram a selegao das cepas de pneumococos resistentes foram a 
disseminagao de alguns clones intemacionais e a frequencia com que os antibioticos orais sao utilizados na 
comunidade. 349 

O mecanismo da resistencia dos pneumococos a penicilina por alteragao das PBP esta descrito na segao 
intitulada Mecanismos da resistencia bacteriana aos antibioticos. Streptococcus pneumoniae nao produz 
betalactamases. A resistencia a penicilina ocorre em varios sorogrupos e entre diversas cepas, que podem ser 
diferenciadas pela tipagem molecular, 51 '' mas um numero relativamente pequeno de clones constitui a fonte 
predominante das cepas multidrogarresistentes. 6 1 Os pneumococos resistentes a penicilina tambem mostram 


sensibilidade reduzida a outros antibioticos betalactamicos. 74 Alguns betalactamicos (z. e., carbapenemicos, 
cefotaxima, ceftriaxona e cefpiroma) sao mais ativos in vitro contra pneumococos resistentes a penicilina que este 
ultimo antibiotico, enquanto outros farmacos (z. e., ampicilina, cefdinir, cefuroxima, cefoperazona, azlocilina, 
mezlocilina, piperacilina, cefalotina e cefamandol) demonstram atividade ligeiramente menor. Oxacilina, cefixima, 
ceftizoxima, cefetamet, cefaclor, ceftazidima, cefoxitina, cefonicida e latamoxefe tem pouqulssima atividade contra 
as cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina. O mecanismo da resistencia a esses outros antibioticos 
betalactamicos tambem consiste em uma alteragao das proteinas de ligagao da penicilina. 406 Contudo, os resultados 
dos testes de sensibilidade a penicilina nao podem ser usados para prever a sensibilidade aos outros antibioticos 
betalactamicos, porque as cepas com genes mosaicos das PBP podem ter CIM de penicilina baixas (< 1 pg/mC) e 
CIM de cefotaxima altas (2 a 32 pg/mf), ou CIM de penicilina baixas (1 a 2 pg/mE), mas CIM de amoxicilina mais 
altas (4 a 8 pg/mC). 163 ’ 385 

A resistencia de S. pneumoniae a penicilina e as outras classes de antimicrobianos tem consequencias clinicas 
importantes no que se refere ao tratamento eficaz das infecgoes graves, inclusive pneumonia adquirida na 
comunidade, empiema, meningite e outras infecgoes invasivas. 290,599 A vancomicina deve ser prescrita aos casos 
suspeitos ou confirmados de DPI com meningite causada por cepas altamente resistentes a penicilina; alem disto, a 
multirresistencia de S. pneumoniae tambem resultou no aumento drastico do uso do levofloxacino para tratar 
pneumonias adquiridas na comunidade. 

Detecgao fenotipica da resistencia a penicilina. O metodo de difiisao em disco ainda e a tecnica de triagem 
principal usada pela maioria dos laboratories para detectar resistencia a penicilina em S. pneumoniae. 591 Esse 
metodo e altamente sensivel com essa bacteria, mas nao diferencia entre as cepas com resistencia intermediaria e as 
que sao resistentes com base na determinagao da CIM, de acordo com a fonte da bacteria e a formulagao de 
penicilina em uso (Tabela 17.25). O metodo de difiisao em disco recomendado pelo CLSI para detectar resistencia a 
penicilina incorpora um disco com 1 pg de oxacilina. 11 s l_ 1,122 Swenson et al. demonstraram que a oxacilina era um 
previsor mais confiavel de sensibilidade a penicilina que a meticilina. 591 As cepas com diametros de halo <19 mm 
nao devem ser relatadas como resistentes a penicilina, antes que sejam realizados testes confirmatorios por outro 
metodo de CIM. 1 2 O teste de CIM por diluigao ou difiisao em gradiente deve ser realizado rotineiramente com as 

cepas de S. pneumoniae invasivo isolado de llquidos e tecidos estereis e do sangue. Embora o CLSI tenha publicado 
um metodo de diluigao em agar, que utiliza MHA com sangue a 5%, um estudo recente mostrou que esta tecnica 
produziu CIMs menores, em comparagao com a microdiluigao em caldo. 686 O teste de microdiluigao em caldo e 
considerado o metodo de CIM de referenda para avaliar S. pneumoniae. Varios sistemas disponiveis no mercado 
produzem paineis de microdiluigao para realizar testes de CIM com S. pneumoniae (p. ex., PASCO® Strep Plus, 
Trek Sensititre®). Os paineis da Trek Sensititre® tem desempenho satisfatorio, apenas com erros de importancia 
secundaria com penicilina, ceftriaxona e meropenem, de acordo com estudos recentes comparando um conjunto de 
cepas de S. pneumoniae, que consistia em uma selegao de cepas que atendiam aos criterios do CLSI. 186 As primeiras 
avaliagoes tambem tinham demonstrado que os paineis de microdiluigao de outros fabricantes forneciam resultados 
confiaveis, exceto quando testavam SXT. 224 ’ ' A vantagem principal dessa abordagem e que e possivel determinar 
as CIM de uma cepa unica cepa com muitos antibioticos. 


Tabela 17.25 Limites padronizados pelo CLSI (CIM em pg/mf) para S. pneumoniae. 


Antibiotico 

Fonte 

S 

1 

R 

Penicilina V 

Meningite 

<0,06 

- 

>0,12 

Penicilina V 

Exceto meningite 

<2 

4 

>8 

Penicilina oral (V) 

- 

<0,06 

0,21 a 1 

>2 

Cefalosporina(s) de 3- geragio 

Meningite 

<0,5 

1 

>2 

Cefalosporina(s) de 3- geragio 

Exceto meningite 

<1 

2 

>4 


S = sensivel; I = sensibilidade intermediaria; R = resistente. 
Adaptada com base na referenda 122. 



Em razao da natureza exigente de S. pneumoniae, as cepas devem ser cultivadas em MHA suplementado com 
sangue de cameiro a 5%, de forma a assegurar crescimento suficiente para a realizagao do Etest®. As placas 
tambem podem ser incubadas com C0 2 , caso isto seja necessario para conseguir crescimento da cepa. O CQ desses 
testes deve incluir cepas de pneumococos reconhecidamente resistentes, alem das bacterias de controle 
padronizadas. A Figura 17.19 ilustra os resultados de um Etest® de penicilina com uma cepa altamente resistente 
isolada do LCR. Estudos demonstraram que o Etest® e um metodo confiavel para testagem de resistencia geral de S, 
pneumoniae a penicilina e as cefalosporinas de espectro amplo, embora possam ocorrer erros de importancia 
secundaria com penicilina (9,5%) e cefotaxima (5,4%). 297 Hashemi et al. observaram que o Etest® produz CIM 
mais altas que as do teste de microdiluigao, 242 mas que nao houve relatos subsequentes de falsa resistencia. 

Em 2008, o CLSI alterou os limites para interpretagao e notificagao das CIM da penicilina parenteral e de outros 
betalactamicos usados comumente para tratar S. pneumoniae, dependendo se a cepa e isolada do liquido 
cefalorraquidiano (/'. e., meningite) ou de outras fontes (i. e., exceto meningite) (Tabela 17.25). Clinicamente, os 
limites das CIM das preparagoes orais e parenterais de penicilina tambem sao diferentes. A razao dessa alteragao era 
nao superestimar a resistencia do S. pneumoniae ao tratar infecgoes localizadas invasivas (i. e., pneumonia ou 
bacteriemia), que nao tinham disseminado e causado meningite. 656 O uso de um conjunto unico de limites de corte 
para todas as cepas invasivas de S. pneumoniae, independentemente da sua fonte (/. e., meningite e outras fontes), 
estava desestimulando o uso eficaz da penicilina nos casos em que a cepa apresentasse resistencia intermediaria, 
mas nao tivesse niveis altos de resistencia. Embora os pacientes com pneumonia causada por cepas relativamente 
resistentes de S. pneumoniae respondam ao tratamento com penicilina, a meningite nao pode ser tratada eficazmente 
porque as concentragoes do antibiotico sao mais baixas no liquido cefalorraquidiano. 591 As cepas com CIM > 4,0 
Lig/m C provavelmente nao respondem ao tratamento com penicilina para qualquer condigao clinica. Os efeitos 
epidemiologicos previsiveis da adogao de limites de CIM diferenciados para a penicilina oral tern incluido 
incidencia mais baixa de resistencia das cepas de S. pneumoniae resistentes nao isoladas de meningite, mas tambem 
o aumento da incidencia da resistencia a penicilina entre as cepas que causam meningite. 103,274 

As diretrizes atuais do CLSI tambem incluem novos limites baseado na CIM e nos dados de PK/PD para 
doxiciclina, alem de limites revisados para tetraciclina. 121,1-2 Esse ultimo farmaco e uma opgao para tratar 
pneumonia adquirida na comunidade, mas algumas cepas de S. pneumoniae podem ser resistentes as tetraciclinas, 
ainda que sensiveis a doxiciclina/’ 71 

Sensibilidade reduzida aos macrolidios e lincosamidios A resistencia do S. pneumoniae aos macrolidios 
e a clindamicina tern aumentado nos ultimos anos, basicamente em razao da pressao seletiva gerada pelo uso dos 
antibioticos orais. 287,290 Em S. pneumoniae e outros estreptococos do grupo viridans, a resistencia aos macrolidios e 
atribuida ao efluxo do farmaco para fora da celula por agao do gene mefA, 5&4 que e controlado constitutivamente e 
confere um fenotipo tipico de resistencia a eritromicina, mas sensibilidade a clindamicina. Cepas de S. pneumoniae 
com resistencia induzivel a clindamicina (/'. e., MLSB atribuida a existencia de um gene erm ) tambem tem sido 
isoladas com frequencia crescente. 192 Hoje em dia, o CLSI recomenda a realizagao de um teste para resistencia 
induzivel a clindamicina (z. e., um teste com disco de halo D, ou um teste de microdiluigao em caldo) a pedido, 
quando se trata de cepas de S. pneumoniae com perfd de antibiograma demonstrando resistencia a eritromicina, mas 
sensibilidade a clindamicina. 121,122 

Notificagao dos resultados. Quando a cepa de S. pneumoniae isolada nao e a causa de meningite e a CIM de 
penicilina e < 0,06 gg/m (: e o antibiotico betalactamico em questao esta incluido no CLSI M100-S23 e na Tabela 2G 
do M100-S24, o laboratorio pode extrapolar o resultado da sensibilidade a penicilina para outros antibioticos 
betalactamicos. 121,122 Assim como os estafilococos, as cepas de pneumococos que demonstram resistencia induzivel 
a clindamicina devem ser relatadas como resistentes; as cepas que nao apresentam resistencia intrinseca e induzivel 
a clindamicina podem ser referidas como sensiveis. A resistencia aos outros macrolidios pode ser inferida com base 
no resultado da eritromicina. 121,122 Existem casos relatados de falencia terapeutica quando um macrolidio foi usado 
para tratar infecgao causada por S. pneumoniae de uma cepa que apresentava resistencia in vitro. 24 ' A doxiciclina 
pode ser relatada rotineiramente nos casos de infecgao das vias respiratorias inferiores por S. pneumoniae, quando 
este farmaco faz parte do painel de testes e as partes interessadas concordam que ela deva ser relatada, ou este 
farmaco pode ser testado e relatado seletivamente a pedido do medico. 


Outros estreptococos do grupo viridans 


Alem do S. pneumoniae, muitos outros estreptococos do grupo viridans (VGS; do ingles, viridans group 
streptococci) podem causar infecgoes invasivas graves, especialmente bacteriemia e endocardite. A resistencia 
ampliada dos VGS a penicilina provavelmente foi transferida das cepas de pneumococos. 171 A sensibilidade 
reduzida a penicilina entre as cepas de VGS isoladas da pratica clinica varia de 20% a aproximadamente 
40%. 232,288,679 Assim como os pneumococos, VGS com sensibilidade reduzida a penicilina geralmente sao mais 
sensiveis as cefalosporinas de terceira e quarta geragoes. 4 '” A resistencia a penicilina e atribuida as alteragoes das 
proteinas de ligagao da penicilina (/. e., PBP2b e PBP2x). 185 As alteragoes das PBP acarretam resistencia a outros 
antibioticos betalactamicos em varias especies de VGS, inclusive S. mitis, S. sanguis e S. oralis. 1 83 Varios estudos 
recentes sobre bacteriemia causada por VGS demonstraram niveis altos de multirresistencia aos antibioticos (i. e., 
sensibilidade reduzida a clindamicina, tetraciclina, eritromicina e ceftriaxona), que sao tipicos das cepas com 
sensibilidade reduzida a penicilina. 182,232 ’ 288 ’ 679 Especialmente as cepas de S. mitis isoladas do sangue de pacientes 
com cancer tinham indices altos de resistencia a penicilina (28%) e tambem eram resistentes as fluoroquinolonas e 
outras classes de antibioticos. 1 1 A exposigao pregressa aos antibioticos era um fator de risco significativo para o 
isolamento dos VGS resistentes nas infecgoes da corrente sanguinea. 232 ’ 679 Em um estudo sobre VGS isolados da 
orofaringe normal, os autores detectaram frequentemente resistencia a eritromicina, tetraciclina e quinupristina- 
dalfopristina; contudo, estas cepas mostravam resistencia ao levofloxacino e ao moxifloxacino com frequencia 
muito menor. 549 Ate hoje, a resistencia a vancomicina nao foi demonstrada nos VGS resistentes a penicilina e este 
ainda e o antibiotico preferido para tratar infecgoes invasivas causadas por cepas resistentes a penicilina. 

O teste de difusao em disco nao e confiavel para detectar resistencia a penicilina ou aos carbapenemicos e nao 
deve ser usado para testar VGS. Esse metodo pode ser usado para testar a sensibilidade aos outros betalactamicos e 
as outras classes de antibioticos. 118 Os paineis de microdiluigao ou as tiras do Etest® devem ser usados para 
determinar a CIM de penicilina para as cepas invasivas de VGS isolados de liquidos e tecidos estereis e do 
sangue. 121122 Os resultados da sensibilidade in vitro obtidos com o Etest® correlacionaram-se bem com o teste de 
diluigao em agar com penicilina e cefalosporinas, mas tiveram desempenho um pouco inferior com vancomicina 
para testar outras especies de VGS. 399 Os laboratorios que realizam apenas testes de difusao em disco devem ter 
protocolos e procedimentos para encaminhamento imediato das cepas invasivas de VGS com sensibilidade reduzida 
a penicilina ou vancomicina a um laboratorio de referenda para realizar testes de CIM confirmatorios. 

Estreptococos beta-hemoli'ticos 

Essa segao refere-se as cepas piogenicas formadoras de colonias grandes de estreptococos com antigenos do grupo 
A (GAS; do ingles, streptococci with group A antigen', ou S. pyogenes), C ou G e as cepas com antigenos do grupo 
B (GBS; do ingles, group B ft-hemolytic streptococci', ou S. agalactiae). A penicilina e a ampicilina ainda sao os 
antibioticos preferidos para tratar infecgoes causadas por estreptococos beta-hemoliticos. Os testes de sensibilidade 
rotineiros a penicilina e outros betalactamicos aprovados para tratar infecgoes estreptococicas piogenicas nao 
precisam ser realizados, porque as outras especies beta hemoliticas resistentes (/. e., CIM de penicilina > 0,12 pg/mC 
e CIM de ampicilina > 0,25 pg/mf) sao raras. 121,122 Contudo, em razao da natureza potencialmente fatal das 
infecgoes invasivas causadas por estreptococos beta-hemoliticos, os laboratorios devem realizar rotineiramente 
testes de sensibilidade antimicrobiana com as cepas invasivas isoladas de liquidos e tecidos estereis e do sangue. As 
cepas de estreptococos beta-hemoliticos que comprovadamente nao sao sensiveis aos antibioticos betalactamicos 
devem ser identificadas novamente, retestadas e, se forem confirmadas, encaminhadas imediatamente a um 
laboratorio de saude publica para confirmagao. 99122 

A resistencia dos estreptococos beta-hemoliticos aos macrolidios e a clindamicina tern aumentado, 
especialmente dos GAS e GBS. As cepas resistentes a eritromicina e sensiveis a clindamicina podem ter um 
mecanismo de MLS B induzivel e, por esta razao, deve-se realizar um teste para resistencia induzivel a clindamicina, 
de acordo com os metodos do CLSI (/. e., um teste em disco duplo (teste D) ou um teste de microdiluigao em caldo 
com 1 pg/mf de eritromicina e 0,5 pg/mf de clindamicina na mesma camara de teste). 121,1-2 Se nao for demonstrada 
resistencia intrinseca ou induzivel, a cepa pode ser relatada como sensivel a clindamicina. Pesquisadores tambem 
descreveram cepas de GAS e GBS com niveis altos de resistencia as fluoroquinolonas/ 15,51 Para os pacientes 
alergicos a penicilina, as opgdes terapeuticas orais podem ser cada vez mais restritas. Vancomicina e o farmaco 
preferido para tratar infecgoes causadas por estreptococos beta-hemoliticos nos pacientes alergicos a penicilina e 
nao existem relatos de resistencia. 


A resistencia do GAS aos macrolidios e a clindamicina e mediada principalmente por um mecanismo de efluxo, 
mas a metilagao ribossomica (/. e., um mecanismo relacionado com a MLS B expressa constitutivamente ou 
induzivel) atribuida a presenga de um gene erm que tern se tornado progressivamente mais comum; recentemente, 
tern aumentado o mimero de estudos descrevendo resistencia induzivel a clindamicina entre os GAS. 390,504 Durante 
os anos de 2002 e 2003, foram obtidas 1.885 cepas de GAS de 45 centros medicos americanos (85% eram cepas 
isoladas da faringe) e a distribuigao do fenotipo de resistencia aos macrolidios era o seguinte: MLS B , 56% das cepas 
(induzivel, 47%; constitutiva, 9%; e resistencia apenas aos macrolidios, 44%). 514 O mecanismo mais comum de 
resistencia dos GBS e por uma metilase ribossomica (ermA ou ermB), mas uma porcentagem pequena das cepas 
pode expressar resistencia por um mecanismo de efluxo ativo, seja isoladamente ou em combi nagao com a 
metilase. 150 ’ 493 

Os laboratories devem realizar testes de sensibilidade com os estreptococos do grupo A isolados de swabs 
faringeos e estreptococos do grupo B isolados de swabs retais/vaginais com finalidade de triagem epidemiologica 
das gestantes proximas do parto, quando ha indicios de que as pacientes tern alergia a penicilina e/ou quando houve 
indicagao de falencia terapeutica com um betalactamico. Relatos de casos recentes documentaram o insucesso da 
quimioprofilaxia periparto com clindamicina para evitar transmissao dos GBS da mae ao bebe. 47 As falencias 
terapeuticas na faringite bacteriana tambem podem resultar da penetragao inadequada do antibiotico nas criptas das 
tonsilas e tecidos adenoideos, ou em razao da infecgao por uma cepa de GAS resistente aos macrolidios. 360 Nesses 
contextos clinicos, os testes de sensibilidade antimicrobiana a outros farmacos como eritromicina, clindamicina e 
levofloxacino sao apropriados. 

Quando o teste e realizado pelo metodo de difiisao em disco, os discos de penicilina (10 U) ou ampicilina (10 
pg) podem ser usados para prever a sensibilidade; o uso dos discos de oxacilina, conforme sao usados com os 
pneumococos, nao e recomendado. 131133 Os estreptococos beta-hemoliticos que apresentam um padrao de 
sensibilidade dissociada aos macrolidios e a clindamicina (/. e., resistentes a eritromicina, mas sensiveis a 
clindamicina) devem ser submetidos a um teste de resistencia induzivel a clindamicina, de acordo com os metodos 
propostos pelo CLSI (/. e., teste de halo D ou microdiluigao em caldo com 1 pg/mC de eritromicina e 0,5 pg/mC de 
clindamicina na mesma camara de teste). 131 ' 133 

Notificagao dos resultados. Os antibioticos altemativos como eritromicina e clindamicina devem ser relatados 
com as cepas de GAS isoladas da faringe quando os pacientes tern alergia a penicilina. Embora todos os GBS 
isolados de swabs vaginais/retais devam ser testados quanto a sensibilidade a eritromicina, de acordo com as 
diretrizes recentes dos CDC para GBS, este antibiotico nao deve mais ser usado como quimioprofilaxia periparto 642 
e os laboratories nao devem relatar os resultados. Contudo, o resultado do teste com eritromicina ajuda os 
laboratories a identificar as cepas de GBS, que podem ter resistencia induzivel a clindamicina, de forma que os 
testes de sensibilidade in vitro a eritromicina devem ser mantidos. As culturas de swabs retais/vaginais para GBS 
devem ter um comentario acrescentado indicando que a sensibilidade a penicilina e outros antibioticos 
betalactamicos pode ser presumida, mas que o laboratorio deve ser consultado se for necessario realizar testes com 
outros antibioticos (clindamicina e vancomicina) quando o paciente tern alergia a penicilina. A cepa deve ser 
relatada como resistente a clindamicina se o teste para resistencia induzivel for positivo e pode-se acrescentar um 
comentario dizendo que a cepa e supostamente resistente a clindamicina com base na deteegao de resistencia 
induzivel a este antibiotico. 121,122 

Bacterias gram-positivas exigentes 

As especies de Abiotrophia e Granulicatella, antes conhecidas como estreptococos nutricionalmente deficientes, 
podem causar infeegoes invasivas, especialmente bacteriemia e endocardite. Essas bacterias sao muito exigentes e 
podem ser dificeis de cultivar e identificar com base nas tecnicas bioquimicas. A identificagao defmitiva pode ser 
conseguida por sequenciamento parcial dos genes do rRNA 16S. Em razao da natureza exigente dessas cepas, os 
testes de sensibilidade antimicrobiana tambem podem ser dificeis, a menos que se consiga crescimento adequado. O 
CLSI recomenda o teste de microdiluigao usando CAMHB suplementado com sangue equino lisado a 2 a 5% e 
cloridrato de piridoxal a 0,0001% (1 pg/mC) e incubado a 35°C em ar ambiente ou incubagao a 35°C em C0 2 por 
um intervalo completo de 24 a 48 horas. 114 Algumas cepas tambem podem crescer mais no agar-chocolate com 
suplementagao de cisteina, que e incubado em C0 2 por 24 a 48 horas. Os laboratories que nao conseguem 


crescimento adequado para realizar os testes de sensibilidade, ou que nao realizam testes de microdiluigao, devem 
encaminhar essas cepas a um laboratorio de referencia. 

As especies de Corynebacterium tem perfis de sensibilidade variaveis 190 e tem sido reconhecidas com frequencia 
crescente como patogenos emergentes importantes. Essas bacterias sao causas importantes de infecgoes invasivas de 
proteses articulares e valvas cardiacas artificiais, assim como de infecgoes de cateteres centrais e eletrodos de 
marca-passo. As especies de Corynebacterium sao bacterias exigentes, que crescem mais em presenga de sangue. 
Algumas especies como C. striatum ou C. jeikeium sao multidrogarresistentes, de forma que os testes de 
sensibilidade devem ser realizados com as cepas isoladas em cultura pura de especimes e tecidos estereis, proteses, 
cateteres centrais e sangue. O CLSI recomenda a realizagao de um teste de microdiluigao utilizando MHB cation- 
ajustado suplementado com sangue equino lisado a 2 a 5%, que deve ser incubado a 35°C em ar ambiente por um 
intervalo completo de 24 a 48 horas. 528 

A Listeria monocytogenes e um patogeno importante veiculado por alimentos e causa diarreia, bacteriemia e 
meningite, especialmente nos pacientes imunossuprimidos. As especies de Listeria sao intrinsecamente resistentes 
as cefalosporinas. O CLSI recomenda a realizagao de testes de sensibilidade a ampicilina e ao SXT com as cepas 
invasivas de Listeria.' 14 Estudos recentes de vigilancia clinica da sensibilidade aos antibioticos e estudos da 
industria alimenticia demonstraram que as especies de Listeria ainda sao sensiveis a esses antibioticos, com excegao 
de cepas raras com sensibilidade reduzida a SXT. 364,507 O metodo de microdiluigao deve ser usado para testar cepas 
invasivas de L. monocytogenes utilizando CAMHB suplementado com sangue equino lisado a 2 a 5%, que deve ser 
incubado a 35°C em ar ambiente por 24 a 48 horas. 114 

A resistencia a vancomicina e detectada comumente entre os generos Leuconostoc, Pediococcus e 
Lactobacillus. 589 Esses generos nao sao patogenos comuns, mas ocasionalmente causam bacteriemia e septicemia. A 
resistencia a vancomicina pode ser um indicio util a identificagao correta, porque os estreptococos - com os quais 
esses generos podem ser confundidos - sempre sao sensiveis a vancomicina. O CLSI recomenda que esses generos 
sejam testados pelo metodo de microdiluigao usando CAMHB suplementado com sangue equino lisado a 2 a 5%, 
que deve ser incubado a 35°C em ar ambiente {Leuconostoc, Pediococcus ) ou C0 2 ( Lactobacillus spp.) por um 
intervalo completo de 24 a 48 horas. 114 

Detecgao de resistencia das bacterias gram-negativas 
Haemophilus influenzae e Haemophilus parainfluenzae 

Recentemente, Tristram et al. revisaram a resistencia de H. influenzae aos antibioticos. 622 Os testes de sensibilidade 
devem ser realizados com Haemophilus influenzae e cepas de Haemophilus parainfluenzae isolados de liquidos e 
tecidos estereis e do sangue. Conforme descrito antes neste capitulo, um teste para betalactamase tambem deve ser 
realizado. O CLSI recomenda que as cepas invasivas sejam testadas com ampicilina, uma cefalosporina de terceira 
geragao, meropenem, SXT e cloranfenicol. Embora esse ultimo antibiotico raramente seja utilizado hoje em dia, a 
resistencia ao cloranfenicol nao era comum entre as cepas de H. influenzae (0,5%) analisadas por um estudo 
colaborativo nacional, quando era prescrito comumente para tratar infecgoes invasivas graves. 159 O cloranfenicol 
ainda esta disponivel como antibiotico altemativo, que pode ser usado para tratar infecgoes invasivas graves de 
pacientes com alergias graves aos outros antibioticos, ou em razao da existencia de uma cepa de H. influenzae 
multidrogarresistente. Embora as cepas de H. influenzae BLNAR ainda sejam raras nos EUA, Japao e Europa 
detectaram o surgimento de um clone de H. influenzae com niveis baixos de sensibilidade reduzida a ampicilina (/'. 
e., CIM de ampicilina entre 0,5 e 4 pg/mC), atribuida a alteragao da PBP3 em consequencia de mutagoes do gene 
ftsl. 25 ’ 379 ’ 622 

Outros antibioticos como amoxicilina-clavulanato, uma cefalosporina de segunda geragao e uma 
fluoroquinolona podem ser testados com cepas que causam pneumonia. As cefalosporinas de primeira geragao tem 
pouca atividade contra Haemophilus influenzae e nao precisam ser testadas. As cefalosporinas de segunda geragao 
(p. ex., cefamandol e cefiiroxima) sao ativas in vitro contra especies de Haemophilus, mas podem ter sensibilidade 
reduzida em razao da produgao de betalactamases ou da alteragao da PBP3 em consequencia de mutagoes do gene 
ftsl. As cefalosporinas de terceira geragao (p. ex., ceftriaxona) ainda sao consistentemente eficazes contra H. 
influenzae. 

O metodo de difusao em disco deve ser usado com placas de HTM incubadas a 35°C por 20 a 24 horas. A 
preparagao correta do inoculo e muito importante para os testes com especies de Haemophilus. Conforme esta 


descrito no CSI M02-11, deve-se utilizar o metodo direto alternative de padronizagao da suspensao bacteriana a 
partir de uma cultura mantida durante a noite. 1 A suspensao com padrao 0,5 de McFarland contem cerca de 1 a 4 x 
10 8 UFC/m £ . Uma concentragao mais alta do inoculo pode causar falsos resultados de resistencia a alguns 
antibioticos betalactamicos, especialmente quando sao testadas cepas de H. influenzae produtoras de 
betalactamases. 121,122 Os diametros dos halos devem ser medidos a olho nu. O crescimento fraco na borda do halo, 
que pode ser detectado apenas com ampliagao, deve ser ignorado. Os agonistas presentes nos meios podem 
favorecer o crescimento das especies de Haemophilus testadas com SXT utilizando o metodo de difusao em disco. 
O CLSI recomenda que o crescimento discreto (20% ou menos da camada de crescimento) seja ignorado durante a 
leitura do halo. 121 ’ 122 

O metodo de microdiluigao e recomendado para determinar as CIM das especies de Haemophilus. Contudo, 
Jorgensen et al. demonstraram correlagao satisfatoria entre o Etest® e os testes de microdiluigao padronizados para 
Haemophilus influenzae , 299 Outro estudo com cinco metodos de sensibilidade antimicrobiana diferentes para H. 
influenzae tambem demonstrou desempenho geralmente aceitavel destes testes utilizados comumente. 214 Entretanto, 
o Etest® ou o teste de difusao em disco pode nao detectar algumas cepas de H. influenzae BLNAR e devem ser 
realizados testes confirmatorios utilizando o metodo de microdiluigao em caldo. 40 ’ 206,434 

Notificagao dos resultados. As cepas de H. influenzae BLNAR devem ser consideradas resistentes aos outros 
antibioticos betalactamicos (amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam, cefaclor, cefamandol, cefetamete, 
cefonicida, ceprozil, cefuroxima, loracarbefe e piperacilina-tazobactam), apesar da sensibilidade in vitro de algumas 
cepas. 121,122 Embora o cloranfenicol e/ou uma fluoroquinolona possam ser testados, os resultados devem ser 
relatados apenas em situagoes selecionadas. 

Bacterias gram-negativas exigentes 

As bacterias do grupo HACEK, que inclui as especies Aggregatibacter (antes conhecidas como Haemophilus 
aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus e Haemophilus segnis e Actinobacillus actinomycetemcomitans), 
Cardiobacterium, Eikenella e Kingella, podem causar infeegoes invasivas, inclusive bacteriemia e endocardite. Os 
microrganismos desse grupo sao agentes patogenicos comuns da periodontite, especialmente as especies de 
Aggregatibacter , 14 Eikenella corrodens tambem e um patogeno comum das infeegoes causadas por mordidas 
humanas e caninas. As especies do grupo HACEK comumente produzem betalactamases e estas cepas devem ser 
relatadas como resistentes a ampicilina. 14 As bacterias desse grupo sao muito exigentes e seu crescimento e lento 
nos meios rotineiros, inclusive agar-sangue e agar-chocolate incubados em CO 2 . Em razao da natureza exigente 
dessas cepas, os testes de sensibilidade tambem sao dificeis, a menos que se consiga crescimento suficiente. O CLSI 
recomenda o teste de microdiluigao usando CAMHB suplementado com sangue equino lisado a 2 a 5%, que deve 
ser incubado a 35°C em C0 2 por 24 a 48 horas completas. 114 Os limites do CLSI para os carbapenemicos sao mais 
altos com as especies Aggregatibacter (CIM < 4 pg/m £ indica sensibilidade, 8 pg/m £ significa sensibilidade 
intermediaria e > 16 pg/m£ indica resistencia), que com as outras bacterias do grupo HACEK (CIM < 0,5 pg/m£ e 
sensivel, 1 pg/m£ e intermediaria e > 2 pg/mt e resistente). 114 

Pasteurella multocida e 0 patogeno mais comum nas infeegoes causadas por mordidas de gato e pode 
disseminar-se e causar osteomielite ou bacteriemia. As especies de Pasteurella sao bacterias exigentes e exigem 
meios suplementados com sangue para que tenham crescimento adequado. Penicilina ou ceftriaxona e 0 antibiotico 
preferido, mas os pacientes com alergia a penicilina podem precisar usar outros antibioticos como uma 
fluoroquinolona, uma tetraciclina, um macrolidio ou SXT. O teste de difusao em disco e realizado com MHA 
suplementado com sangue de carneiro a 5%, que e incubado a 35°C em ar ambiente por 24 horas." 4 Os testes de 
CIM por microdiluigao sao realizados com CAMHA contendo sangue equino lisado a 2,5 a 5% e devem ser 
incubados em condigoes semelhantes ao metodo de difusao em disco. O metodo de difusao em gradiente nao parece 
ser tao confiavel quanto as outras tecnicas de CIM. 41 " 

Moraxella. A Moraxella catarrhalis e uma causa importante de infeegoes respiratorias e sua disseminagao pode 
causar bacteriemia e focos infecciosos em outros locais. Essa bacteria cresce bem no agar-sangue cultivado em ar 
ambiente. O teste de microdiluigao em caldo deve ser realizado com as cepas invasivas. O CAMHB e utilizado no 
teste de microdiluigao e as placas sao incubadas em ar ambiente a 35°C por 20 a 24 horas. O CLSI recomenda 0 


metodo de difusao em disco apenas para testar a sensibilidade a amoxicilina-clavulanato, aos macrolfdios, a 
tetraciclina e a SXT. 121,122 Para testar a sensibilidade as cefalosporinas, deve-se utilizar um metodo de microdiluigao. 

Neisseria 

Neisseria gonorrhoeae. O gonococo (GC) mostra uma tendencia a desenvolver rapidamente resistencia aos 
antibioticos. As opgoes de tratamento para infecgoes causadas por N. gonorrhoeae tem se tornado extremamente 
escassas em todo o mundo, em razao da disseminagao crescente das cepas de gonococos resistentes a sulfonamidas, 
tetraciclinas, penicilinas, fluoroquinolonas e, mais recentemente, cefalosporinas. 256 As cepas de gonococos 
produtores de penicilinase (PPNG; do ingles, penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae) foram detectadas 
inicialmente na Asia em meados da decada de 1970, 421,502 mas rapidamente se espalharam. 104 Essa betalactamase 
assemelha-se a enzima TEM encontrada nos bacilos entericos e no Haemophilus influenzae. Por essa razao, todas as 
cepas de GC devem ser testadas quanto a produgao de betalactamases, conforme descrito antes neste capitulo. 
Pouco tempo depois, surgiram cepas de GC que eram negativas para betalactamases, mas resistentes a penicilina em 
razao das alteragoes das PBP; deste entao, estas cepas tem produzido infecgoes esporadicas e epidemicas. 169,188 Dez 
anos depois, cepas de GC com niveis altos de resistencia a tetraciclina mediada por plasmidios foram notificadas 
nos EUA. 4 Em meados da decada de 1980, as fluoroquinolonas tomaram-se os antibioticos preferidos para tratar 
infecgoes gonococicas. Contudo, a partir de abril de 2007, os CDC excluiram essa classe de antibioticos da lista dos 
farmacos recomendados para tratar infecgoes gonococicas, tendo em vista a incidencia alta de cepas resistentes 
(13,3%) detectadas em amostras de vigilancia epidemiologica. 105 As cepas de GC resistentes a azitromicina tem sido 
relatadas com frequencia crescente em algumas regioes do Sudeste Asiatico 329 e, recentemente, pesquisadores 
tambem relataram a primeira cepa isolada nos EUA. 308 

As diretrizes para tratamento das doengas sexualmente transmissiveis nos EUA, publicadas em 2010 pelos CDC, 
recomendavam o uso de cefixima oral ou ceftriaxona IM para tratar infecgoes gonococicas genitais ou retais sem 
complicagoes, porque mesmo as cepas multidrogarresistentes continuavam generalizadamente sensiveis. 670 
Contudo, a resistencia as cefalosporinas tem aumentado rapidamente em todo o mundo, inclusive nos EUA. 102 As 
cepas de GC com CIM de cefixima altas (> 0,25 mg/d I ) aumentaram drasticamente de 0,1% em 2006 para 17% em 
2011, especialmente nos estados do oeste (de 0,2 para 3,6%) e entre homens que tem relagoes sexuais com homens 
(0,2 para 4,7%). 107 A porcentagem de cepas de GC com CIM de ceftriaxona alta (> 0,25 mg/C) tambem aumentou 
(0,05 a 0,5%) no mesmo periodo, com os mesmos padroes geograficos e epidemiologicos. A base genetica da 
sensibilidade reduzida as cefalosporinas dessas cepas e atribuida a uma combinagao de varias mutagoes 
cromossomicas do gene pen A, que codifica um mosaico de PBP2 alterada; do gene penB, que dificulta o acesso do 
antibiotico pelo canal PorBlb da membrana externa; e do gene mtrR, um repressor da bomba codificada pelo Mtr 
CDE. 346,630 Os indices de cura clinica sao menores (85 a 95%) nas infecgoes causadas por cepas de GC com 
sensibilidade reduzida as cefalosporinas, em comparagao com as cepas sensiveis (/. e., > 95%). Em razao do 
aumento dos relatos de falencia terapeutica da cefixima nos casos de infecgao gonococica causada por cepas com 
CIM altas para este antibiotico, 6 os CDC nao recomendam mais o uso de cefalosporinas orais para trata-las, exceto 
quando nao for possivel usar uma cefalosporina IM. 106 Atualmente, o tratamento combinado com ceftriaxona (250 
mg IM) e azitromicina (1 g VO em dose unica) ou doxiciclina (100 mg VO, 2 vezes/dia, por 7 dias) deve ser usado 
para tratar infecgoes gonococicas sem complicagoes. Esse esquema nao trata apenas GC, mas tambem Chlamydia 
trachomatis. Os pacientes alergicos a penicilina devem receber uma dose mais alta de azitromicina (2 g) ou 
espectinomicina, quando estiver confirmado que a cepa e sensivel. Tambem e necessario realizar um teste de cura 
para detectar falencia terapeutica quando os sistemas persistirem e/ou for obtida uma cultura positiva para GC > 72 
horas e/ou for obtido um teste de amplificagao do acido nucleico (NAAT; do ingles, nucleic acid amplification test ) 
positivo > 7 dias depois de concluir o tratamento. 106 

A cultura e os testes de sensibilidade de N. gonorrhoeae devem ser realizados nos casos de falencia terapeutica. 
Doem e Jones revisaram os testes de sensibilidade antimicrobiana para GC pelos metodos de difusao em disco ou 
diluigao em agar. l5S Os testes de difusao em disco sao realizados com agar base para GC adicionado de suplemento 
de crescimento definido a 1%. O meio isento de cisteina nao e necessario para o teste de difusao em disco e o agar- 
chocolate enriquecido nao e recomendado. 118,121,122 As placas do teste de sensibilidade da N. gonorrhoeae devem ser 
incubadas a 36° ± 1°C (sem passar de 37°C) em C0 2 a 5% por 20 a 24 horas. Diametros de halos < 26 mm com o 
disco de penicilina (10 U) indicam resistencia, enquanto diametros <19 mm sugerem produgao de betalactamase. 
Contudo, a detecgao de betalactamases pelo metodo do nitrocefin e preferivel para avaliar esse mecanismo de 


resistencia. O CLSI tambem desenvolveu criterios de interpretagao dos testes de sensibilidade por difusao em disco 
para cepas de GC contra tetraciclina, fluoroquinolonas e espectinomicina. ’ ’ A resistencia a tetraciclina 
mediada por plasmidios e sugerida por um diametro de halo < 19 mm ao redor de um disco de tetraciclina com 30 
mg; estas cepas devem ser avaliadas por um teste de diluigao. O CLSI defmiu os limites de corte da sensibilidade as 
cefalosporinas de terceira geragao parenterais (/. e., ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima) e aos cefemicos orais (p. 
ex., cefixima). Contudo, as cepas de GC com sensibilidade reduzida as cefalosporinas (/'. e., diametro de halo menor 
que o limite definido como sensivel) devem ser retestadas pelo metodo de diluigao em agar. 

A Tabela 17.26 descreve os criterios do CLSI para a interpretagao das CIM de N. gonorrhoeae. Os testes de 
diluigao em agar sao realizados usando agar de GC suplementado depois da autoclavagem com um suplemento de 
crescimento definido a 1% (1,1 g de L-cisteina, 0,03 g de cloridrato de guanina, 3 mg de cloridrato de tiamina, 13 
mg de acido para-aminobenzoico [PABA], 0,01 g de vitamina B 12 , 0,1 g de cocarboxilase, 0,25 g de NAD, 1,0 g de 
adenina, 10 g de L-glutamina, 100 g de glicose, 0,02 g de nitrato ferrico em 1 I de H 2 0). A cisteina nao deve ser 
incluida quando carbapenemicos ou clavulanato forem testados. 114 Estudos demonstraram que o Etest® teve boa 
correlagao com as tecnicas de diluigao em agar para cepas que nao produziam betalactamase, 637 mas a resistencia 
nao pode ser detectada nas cepas que produzem betalactamase, 682 enfatizando a necessidade de realizar um teste 
para produgao de betalactamase com todas as cepas. 

Notificagdo dos resultados. Nos EUA, os pacientes com infecgao gonococica sao tratados empiricamente com 
base nas diretrizes terapeuticas publicadas pelos CDC para tratar doengas sexualmente transmisslveis. 670 As 
atualizagoes das diretrizes dos CDC estao baseadas em dados de vigilancia epidemiologica originados dos testes de 
sensibilidade antimicrobiana das cepas de GC isoladas localmente. Os laboratories clinicos tambem devem 
encaminhar as cepas de GC a um laboratorio de saude publica para realizar testes confirmatorios, especialmente as 
que apresentam sensibilidade reduzida a uma ou mais classes principais de antibioticos. Qualquer cepa de GC 
isolada dos casos de falencia terapeutica tambem deve ser encaminhada a um laboratorio de referencia. 


Tabela 17.26 Limites de corte padronizados pelo CLSI (CIM em pg/ml) para N. gonorrhoeae. 


Antibiotico 

S 

1 

R 

Penicilina 

<0,06 

0,12 a 1 

>2 

Tetraciclina 

<0,25 

0,5 a 1 

>2 

Cefixima 

<0,25 

- 

- 

Ceftriaxona 

<0,25 

- 

- 

Ciprofloxacino 

<0,06 

0,12 a 0,5 

>1 

Espectinomicina 

<32 

64 

>128 


S = sensivel; I = sensibilidade intermediary; R = resistente. 
Adaptada com base na referencia 122. 


Neisseria meningitidis. N. meningitidis causa doenga meningococica invasiva e e uma causa importante de 
bacteriemia e meningite. Embora existam vacinas eficazes para os sorotipos A, C, Y e W-135, a vacinagao e 
realizada apenas em grupos selecionados e nem todos os sorotipos estao incluidos como imunogenos (p. ex., 
sorotipo B). O tratamento eficaz imediato das infecgoes meningococicas invasivas e fundamental, porque elas 
podem causar mortalidade alta, apesar do uso dos antibioticos apropriados. Em vista de sua sensibilidade universal, 
a penicilina e o antibiotico preferido para tratar infecgoes invasivas causadas por N. meningitidis, mas a resistencia 
relativa tem aumentado em todo o mundo, embora ainda existam controversias quanto ao seu significado 
clinico. 38,73 ’ 222 Entretanto, as cepas de N. meningitidis com sensibilidade reduzida a penicilina ainda sao sensiveis as 
cefalosporinas de terceira geragao, que sao os antibioticos preferidos para tratar meningite bacteriana. A incidencia 
de sensibilidade reduzida a penicilina (CIM > 0,125 iig/m 1) nesses estudos recentes de vigilancia epidemiologica 
realizados no Brasil, na Europa e no Canada variou de 13 a 21,5%. Brown et al. demonstraram que os pacientes 
com taxas de mortalidade mais altas por doenga meningococica invasiva eram infectados pelas cepas do sorotipo C 



ou B, enquanto as cepas dos sorotipos Y e W-135 representavam a maioria dos casos de sensibilidade reduzida a 
penicilina.' 3 As alteragoes da estrutura da PBP2 codificada pelo gene pen A sao responsaveis pela maioria dos casos 
de sensibilidade reduzida de N. meningitidis a penicilina. Estudos demonstraram que as cepas de N. meningitidis 
resistentes a penicilina tinham mosaico de genes pen A e que a estrutura variavel provinha da transferencia das 
especies de Neisseria comensais. 616 A modificagao da PBP2 causa alteragoes da estrutura do peptidoglicano da 
parede celular bacteriana, que resultam em redugao da afmidade de ligagao a penicilina. Varios pesquisadores 
demonstraram que essas alteragoes diminuiam a sensibilidade a penicilina com o transcorrer do tempo, com 
aumento gradativo da CIM, em vez de uma conversao rapida ao estado resistente. 38,616 A transferencia de 
betalactamases mediada por plasmidio para a Neisseria meningitidis tambem foi documentada, mas estas cepas 
ainda sao raras. : Os laboratories devem ser capazes de determinar com exatidao as CIMs de penicilina, ampicilina 
e cefalosporinas de terceira geragao (p. ex., ceftriaxona e cefotaxima) com as cepas invasivas de 
meningococos. ’ ’ Alem disso, os testes de sensibilidade antimicrobiana ao cloranfenicol podem ser indicados 
para tratar doenga meningococica invasiva dos pacientes com alergia grave a penicilina, ou quando surge nivel alto 
de resistencia a penicilina na N. meningitidis, que inviabiliza a possibilidade de usar betalactamicos. 

Todos os testes de sensibilidade antimicrobiana com N. meningitidis devem ser realizados em uma cabine de 
seguranga biologica do nivel 2 (CBS-2) ou, de preferencia, do nivel 3 (CSB-3), com adogao das praticas de nivel 3, 
inclusive equipamento de protegao pessoal. Os aerossois produzidos e a exposigao da equipe do laboratorio fora da 
CSB-3 aumenta o risco de que os membros da equipe do laboratorio adquiram infeegao por N. meningitidis, que esta 
associada a taxa de mortalidade de 50%. 121,122 O metodo de difusao em disco nao e confiavel para realizar testes de 
sensibilidade da N. meningitidis a ampicilina ou ampicilina; os metodos de CIM devem ser realizados para testar 
esta bacteria. 294 O CLSI publicou os diametros de halos do teste de difusao em disco para determinar sensibilidade 
ou resistencia as cefalosporinas de terceira geragao e ao meropenem. 121,122 O metodo de referenda do CLSI para o 
teste de sensibilidade de N. meningitidis e microdiluigao usando CAMHB suplementado com sangue equino lisado 
(2,5 a 5%). Contudo, a maioria dos laboratories clinicos confia no metodo de diluigao em agar usando MHA 
suplementado com sangue de cameiro a 5%, ou utiliza a tecnica do Etest® antibiotico com este mesmo meio. 639 Um 
estudo avaliou o uso da diluigao em agar e do Etest® com varias formulagoes de meios (MHA; MHA suplementado 
com sangue de cameiro a 5%; e MHA suplementado com sangue-chocolate) utilizando a metodologia padronizada 
pelos laboratories de referenda regionais e nacionais de 14 paises. 640 Os indices de concordancia geral de cada 
combinagao de antibiotico/metodo/meio, defmida pela porcentagem dos laboratories com um resultado dentro de 
uma diluigao do valor modal, foram de 90,6% com a diluigao de agar e o Etest®. Contudo, a concordancia entre 
esse grupo de laboratories de referenda variou de 98,2 a 69,7% e apenas seis laboratories demonstraram 
concordancia acima de 90%, embora ficasse acima de 80% nos 11 laboratories restantes. Um fato mais preocupante 
foi que nesses laboratories a capacidade de deteegao da sensibilidade reduzida da N. meningitidis a penicilina variou 
de 100 a 18,2%, indicando que, mesmo com uma metodologia padronizada, os laboratories podem enfrentar 
dificuldade para realizar testes de sensibilidade precisos com essa bacteria importantissima. 

Os laboratories tambem precisam estar habilitados a testar com precisao os antimicrobianos usados na profilaxia 
dos contatos dos pacientes com doenga meningococica invasiva, inclusive azitromicina, uma fluoroquinolona, 
rifampicina, SXT e minociclina. Com essa fmalidade, o CLSI publicou os limites de corte das CIMs e os diametros 
dos halos correspondentes, mas as diretrizes especificas acerca dos testes de sensibilidade com o proposito de 
orientar o tratamento clinico nao estao defmidas. Recentemente, Jorgensen el al. realizaram testes de sensibilidade 
com uma colegao de 442 cepas isoladas clinicamente em 15 paises testadas com 16 antimicrobianos como primeira 
etapa essencial a defmigao dos limites de corte dos testes de sensibilidade especificos para N. meningitidis. 293 Nessa 
colegao de cepas isoladas, as CIM altas de penicilina e ampicilina foram de 14,3% e 8,6%, respectivamente; 
nenhuma cepa produzia betalactamase. Entre os farmacos usados profilaticamente, o indice de resistencia a SXT foi 
o mais alto (21%), mas a resistencia a todos os outros antibioticos era rara ou inexistente. Em seguida, Burgess et al. 
usaram a modelagem da PK-PD e as CIM de 15 antibioticos derivados dos seus testes realizados anteriormente com 
base naquela colegao ampla de culturas internacionais (/. e., 442 cepas isoladas clinicamente) para definir limites de 
corte da sensibilidade antimicrobiana de N. meningitidis , 82 O limite de corte da PK-PD foi defmido como a CIM na 
qual o nivel-alvo calculado era > 95% da concentragao do soro e do LCR e os valores relatados constituem os 
primeiros estudos em seres humanos a definir especificamente os parametros dessa bacteria. 

Notificagao dos resultados. As cepas meningococicas invasivas isoladas de liquidos (p. ex., LCR) e tecidos 
estereis ou do sangue devem ser testadas rotineiramente com penicilina e/ou ampicilina, cefalosporinas de terceira 


geragiio (ceftriaxona ou cefotaxima), rifampicina e ciprofloxacino (ou outra fluoroquinolona). 121,122 Alem disso, o 
meropenem e o cloranfenicol podem ser testados e seus resultados relatados por solicitagao do servigo de doengas 
infecciosas ou outros medicos em situagoes clfnicas especificas. O isolamento da N. meningitidis deve ser notificado 
imediatamente ao Infection Control and Prevention e aos orgaos de saude publica, de forma que seja realizado o 
rastreio dos contatos e a administragao de antibioticos profilaticos para evitar casos secundarios. 

Enterobacteriaceae 

Betalactamases. Esta segao descreve os metodos usados atualmente para detectar betalactamases de E. coli, 
especies de Klebsiella e outros generos da familia das Enterobacteriaceae. O CLSI estabeleceu limites de corte das 
CIM e dos diametros dos halos (conforme estao no M100-S20, 2010) para prever as interpretagoes de sensibilidade 
e resistencia e detectar betalactamases de espectro ampliado, enzimas AmpC ou enzimas do grupo das 
carbapenemases, bem como identificar um mecanismo de resistencia especifica por betalactamase (p. ex., ESBL 
tipo CTX-M, carbapenemase da Klebsiella pneumoniae [KPC], metalobetalactamase de Nova Delhi [NDM] etc.), 
de acordo com a necessidade da pratica clinica. Contudo, a circulagao dessas cepas em um servigo de saude de uma 
regiao geografica especifica ou de todo o mundo exige estudos adicionais para identificar o(s) mecanismo(s) 
especifico(s) em agao em Enterobacteriaceae, que reconhecidamente sao multidrogarresistentes aos betalactamicos e 
as outras classes de antibioticos. Essas enzimas sao carreadas em plasmidios, que frequentemente conferem 
resistencia a outros antimicrobianos, inclusive aminoglicosidios, tetraciclina e sulfonamidas; por esta razao, a 
detecgao de padroes incomuns de resistencia tambem pode ser um indicio de que existem betalactamases de 
espectro ampliado. 450 Os metodos moleculares para detectar os tipos especificos de betalactamases encontradas 
comumente nas Enterobacteriaceae estao descritos resumidamente nesta segao. 

Betalactamases de espectro estendido. As ESBL sao detectadas principalmente em Klebsiella pneumoniae 
ou em Escherichia coli. Embora tambem ocorram em outras Enterobacteriaceae, inclusive em especies de 
Enterobacter e Citrobacter, a detecgao das ESBL e mais dificil porque outros tipos de betalactamases 
(especialmente enzimas AmpC) estao presentes comumente nestes generos. 251 ’ 4 " Em 2010, o CLSI revisou os 
limites de corte das CIM e dos diametros dos halos correspondentes das cefalosporinas (z. e., inclusive cefazolina, 
cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima e ceftriaxona) e do aztreonam. O EUCAST tambem revisou seus criterios em 
2010, mas os limites de corte e os diametros dos halos correspondentes sao um pouco diferentes. Esses limites de 
novos cortes foram estabelecidos depois de revisar as propriedades farmacocineticas/farmacodinamicas (PK-PD) 
desses farmacos, alguns dados clinicos limitados e a distribuigao atual das CIM das Enterobacteriaceae clinicamente 
relevantes, inclusive as que produzem ESBL. Se os laboratories tiverem adotado os novos limites de corte das CIM 
descritos na Tabela 17.27 ou os diametros dos halos revisados para o teste de sensibilidade em disco com esses 
farmacos, entao os testes confirmatorios nao serao mais necessarios antes de relatar os resultados da sensibilidade 
das Enterobacteriaceae. Os limites revisados desses antibioticos estao baseados nos esquemas posologicos de cada 
farmaco, conforme delineado pelo CLSI na Tabela 2A do documento M100-S20-22. 120 Esses esquemas posologicos 
sao necessarios para alcangar os niveis plasmaticos dos farmacos nos adultos com fungoes renal e hepatica normais 
e os laboratories que adotam esses criterios devem fomecer essa informagao aos seus parceiros principais (z. e., 
medicos especialistas em doengas infecciosas, farmaceuticos, profissionais do servigo de controle das infeegoes e 
suas respectivas comissoes). 

Um estudo recente comparou os limites revisados do CLSI com os limites do EUCAST para detectar ESBL em 
236 cepas clinicas bem caracterizadas, inclusive 118 cepas produtoras de ESBL, utilizando o teste de disco duplo 
(TDD) modificado com cefpodoxima, ceftriaxona, cefepima, cefotaxima EUCAST (5 pg/disco), ceftazidima 
EUCAST (10 pg/disco), cefotaxima CLSI (20 pg/disco) e ceftazidima CLSI (30 pg/disco). 483 A sinergia 
antimicrobiana tambem foi documentada com base nos TDD modificados entre o disco de acido clavulanico e os 
discos de cefalosporinas do CLSI e do EUCAST. Em termos gerais, a sensibilidade (99,2%) dos limites de corte 
para cefotaxima do EUCAST e do CLSI foi semelhante. O limite de resistencia a ceftazidima do EUCAST nao 
detectou 27 cepas produtoras de ESBL, mas o CLSI tambem deixou passar 41 delas. Os limites de resistencia a 
cefpodoxima do EUCAST foram mais sensiveis que os do CLSI (100% versus 98,3%). Um TDD modificado com 
clavulanato e cefepima alcangou sensibilidade geral mais alta (96,6%) dentre todas as combinagoes testadas e esta 


combi nagao de discos tambem teve sensibilidade (100%) e especificidade (97,4%) excelentes com as cepas que 
tambem produziam uma enzima AmpC. 

Notificagao dos resultados. O uso dos limites de CIM e dos diametros dos halos revisados pelo CLSI para 
cefalosporinas e aztreonam permite que os laboratories relatem o resultado obtido com cada antibiotico 
betalactamico; nao e mais necessario alterar os resultados “sensiveis” as penicilinas, as cefalosporinas ou ao 
aztreonam para os resultados “resistentes”, conforme ocorre quando se utilizam os limites “antigos”, bem como 
realizar os testes confirmatorios secundarios para ESBL descritos adiante. Os parceiros do laboratorio precisam 
saber que os limites de CIM revisados para Enterobacteriaceae aumentam a deteegao de resistencia, 
independentemente do mecanismo envolvido. Como algumas ESBL hidrolisam algumas cefalosporinas, mas nao 
outras, os laboratories provavelmente relatam resultados discrepantes dos testes de sensibilidade de algumas cepas, 
que produzem esse tipo de enzima (i. e., a E. coli produtora de ESBL pode ter uma CIM de resistencia a 
cefotaxima, mas pode ser sensivel as outras cefalosporinas de terceira geragao). Quando o laboratorio adota os 
limites revisados, as partes interessadas podem inicialmente solicitar testes para algumas cepas especificas, de forma 
a determinar o mecanismo de resistencia aos betalactamicos. 


Tabela 17.27 Limites de corte padronizados pelo CLSI (CIM em pg/mt) antigos (M100-S19) e revisados 
(M100-S20) de cefalosporinas e aztreonam para Enterobacteriaceae. 




Antigos (Ml00-S19) 



Revisados (M100-S20) 


Antibiotico 

S 

1 

R 

S 

1 

R 

Cefazolina 

<8 

16 

>32 

<2 

4 

>8 

Cefotaxima 

<8 

16a 32 

>64 

<1 

2 

>4 

Ceftriaxona 

<8 

16a 32 

>64 

<1 

2 

>4 

Ceftazidima 

<8 

16 

>32 

<4 

8 

>16 

Ceftizoxima 

<8 

16a 32 

>64 

<1 

2 

>4 

Aztreonam 

<8 

16 

>32 

<4 

8 

>16 


S = sensivel; I = sensibilidade intermediary; R = resistente. 
Adaptada com base no CLSI M100-S19 (2009) e M100-S20 (2010). 


Em muitos laboratories, uma etapa que dificulta a adogao imediata dessas alteragoes dos limites de corte tern 
sido a demora da adaptagao dos sistemas de testes automatizados de sensibilidade a antimicrobianos a estes limites 
mais baixos para cefalosporinas especificas e aztreonam. Apesar da revisao dos limites vigentes pelo CLSI, a FDA 
precisa revisar os dados para determinar os efeitos clinicos que essas alteragoes podem ter na indicagao de uso 
desses antibioticos e na seguranga dos pacientes. Ate que a FDA aprove as alteragoes dos limites de corte desses 
antibioticos, as empresas que fabricam sistemas automatizados nao podem alterar seus sistemas. Ate agora, a FDA 
ainda nao aprovou essas alteragoes, os sistemas automatizados de testagem de sensibilidade antimicrobiana ainda 
nao foram alterados e muitos laboratories continuam a realizar a triagem de E. coli e Klebsiella spp. produtoras de 
ESBL utilizando os limites de corte “antigos” do CLSI (Tabela 17.27) e, em seguida, realizam testes confirmatorios 
para ESBL, conforme descrito adiante. 

Os laboratories que ainda nao adotaram as alteragoes revisadas dos limites para selecionar cefalosporinas ou 
aztreonam precisam ainda realizar testes confirmatorios com as cepas suspeitas de produzir ESBL, de acordo com o 
teste de triagem recomendado pelo CLSI. Os testes rotineiros de difusao em disco e CIM, que utilizam os limites 
“antigos” descritos na Tabela 17.27, nem sempre conseguem identificar as cepas que produzem ESBL. A Tabela 
17.28 resume as recomendagoes “antigas” do CLS para triagem de ESBL nas especies de Klebsiella, Escherichia 
coli e Proteus mirabilis. Nos casos tipicos, as cepas produtoras de ESBL apresentam niveis altos de resistencia a um 
ou mais antibioticos testados na triagem (p. ex., aztreonam, cefotaxima, cefpodoxima, ceftriaxona, ceftazidima), 
mas continuam sensiveis as cefamicinas (i. e., cefoxitina ou cefotetana). Contudo, isoladamente, nenhum antibiotico 
usado na triagem detecta todos os tipos de ESBL, de forma que o uso de varios farmacos na triagem aumenta sua 




sensibilidade. A cefpodoxima tem mais tendencia a detectar a produgao de ESBL, mas mesmo com os limites 
revisados, este indicador pode ser menos espedfico para E. coli. 609 

A confirmagao fenotipica da existencia de uma ESBL baseia-se no fato de que estas enzimas sao inibidas pelo 
composto inibidor (acido clavulanico). Todos os testes fenotipicos disponiveis atualmente, que estao resumidos na 
Tabela 17.28, estao baseadas na ampliagao da atividade do betalactamico (cefotaxima, ceftazidima) quando ele e 
testado com acido clavulanico, em comparagao com o teste realizado apenas com o antibiotico betalactamico. Antes 
que os testes de detecgao estivessem disponiveis no mercado, os laboratories dependiam da combinagao do teste 
com betalactamicos/acido clavulanico usando os metodos do TDD ou da microdiluigao em caldo, conforme as 
recomendagoes do CLSI (Figuras 17.31 e 17.32). Esses metodos podem ser usados para detectar ESBL de 
Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, E. coli e P. mirabilis, mas nao foram validados para outras especies de 
Enterobacteriaceae. Pesquisadores descreveram outro metodo de TDD modificado, que detecta confiavelmente 
ESBL em outros generos de Enterobacteriaceae, mas o uso rotineiro deste metodo no laboratorio clinico pode ser 
exigente, principalmente em vista de sua interpretagao dificil. 

O TDD utiliza discos com 10 pg e sem acido clavulanico (Figura 17.31). O resultado do teste e considerado 
positivo para produgao de ESBL quando o diametro do halo de um dos betalactamicos aumenta em > 5 mm em 
presenga do acido clavulanico. Os tipos de substratos (antibioticos) usados, as concentragoes dos farmacos nos 
discos e a posigao dos discos sobre os meios podem afetar o desempenho do TDD. Todo teste desse tipo deve incluir 
a cepa recomendada como CQ, ou seja, K. pneumoniae ATCC 700623 produtora de ESBL; o CLSI publicou as 
faixas dos diametros dos halos aceitos para esta cepa. Com o teste de microdiluigao em caldo, as mesmas duas 
cefalosporinas de terceira geragao sao testadas isoladamente e com 4 pg de acido clavulanico. Uma redugao igual ou 
maior que oito vezes (tres duplicagoes das diluigoes) na CIM com o teste combinado de betalactamico/acido 
clavulanico por camara de teste, em comparagao com a camara contendo apenas o betalactamico, indica a existencia 
de uma ESBL. 


Tabela 17.28 Testes confirmatorios para Enterobacteriaceae produtoras de ESBL. 


Metodo 

Comentarios 

Leitura e interpretagao do halo 

llustragao 

Teste de disco duplo (TDD) 

A colocagao dos discos e fundamental; pode 

ser necessario um intervalo de 20 a 30 

mm 

Aumento do halo de inibigao a frente do 

disco que contem inibidor de 

betalactamase (acido clavulanico) em 

>5 mm 

Figura 17.31 

Microdiluigao 

Painel comercial com camaras contendo 

cefotaxima e ceftazidima, com e sem 

acido clavulanico 

Redugao da CIM em > 8 vezes (tres 

duplicagoes das diluigoes) 

Figura 17.32 

Etest para ESBL 

A tira contem betalactamico em uma 

extremidade e betalactamico + acido 

clavulanico na outra 

Redugao da CIM em > 8 vezes em presenga 

do inibidor de betalactamase 

Figura 17.33 

Vitek 2, BD Phoenix', 

MicroScan para ESBL 

Detecgao automatizada das ESBL 

Redugao da CIM calculada em presenga do 

inibidor de betalactamase 

Figuras 17.22,17.23 e 17.24 

PCR multiplex 

Diferencia o tipo de ESBL existente (/. e., 

TEM, SHV, CTX-M etc.) 

Positivo para uma ou mais enzimas 

Figura 17.34 



Cefotaxima + acido clavulanico 




Apenas cefotaxima 

e V 


Apenas ceftazidima 

© 


Ceftazidima + &cido clavulanico 


■ FIGURA 17.31 Teste confirmatorio de disco duplo para K. pneumoniae produtora de uma ESBL (tipo CTX-M 15). (Cortesia 
de Calgary Laboratory Services.) 

Pesquisadores desenvolveram um TDD modificado, que detecta simultaneamente todos os tipos de 
betalactamases (z. e., ESBL, enzimas AMPC e produgao excessiva de cefalosporinase) das Enterobacteriaceae e 
pode facilitar a detecgao de uma ESBL nas cepas em que existem varias enzimas em funcionamento. 17 ' 4 ’ A 
sensibilidade do TDDM foi ampliada com a redugao da distancia entre os discos de cefalosporinas e clavulanato. O 
acrescimo de um disco de cefepima (cefalosporina de quarta geragao), que e inativada mais lentamente pelas 
cefalosporinases do que pela ESBL, facilita a detecgao de sinergia com clavulanato, quando tambem ha produgao 
excessiva de uma cefalosporinase. 309,580 A resistencia a cefoxitina (cefamicinas) indica a existencia de uma enzima 
AmpC. 281 

Tambem existem no mercado kits de discos que detectam simultaneamente a presenga de ESBL e enzimas 
AmpC nas especies de Enterobacteriaceae. Donaldson el al. compararam o cartao Vitek® 2 AST N-054 com o teste 
de difusao em disco MASTdiscs® ID ESBL (MAST Group Inc., Bootle, UK) para detectar a produgao de ESBLs 
em 137 cepas bem caracterizadas de E. coli isoladas de especimes clinicos. 167 O teste com discos MAST detectou 
corretamente a presenga de ESBL em 135 cepas de E. coli (98,5%; IC de 95%: 94,5 a 99,9), enquanto o cartao 
Vitek® detectou ESBL em apenas 93 (67,9%; IC de 95%: 59,7 a 75,1). Recentemente, o metodo de detecgao com 4 
discos MASTdiscs® ID AmpC e ESBL foi comparado com um teste de sinergia com discos duplos para detectar a 
produgao de ESBL em 241 swabs retais. 339 Dentre os 41 swabs retais comprovadamente positivos para a produgao 
de ESBL, o teste MASTdisc® detectou 20 (49%) versus 12 (29%) com base no teste de sinergia com discos duplos 
(p = 0,013), depois de apenas 24 horas de incubagao. O teste MASTdisc® tambem confirmou um numero 
significativamente maior de swabs retais negativas para produgao de ESBL (183 [88%] versus 158 [76%]; p < 
0,001) e teve um indice muito menor de resultados inconclusivos (46 [18%] versus 79 [32%]) depois de 24 horas de 
incubagao. Um teste combinado com quatro discos para a detecgao simultanea da produgao de ESBL e enzima 
AmpC em Enterobacteriaceae tambem pode ser adquirido da Rosco Diagnostica, Tasstrup, DK (www.rosco.dk). 
Embora os testes de sinergia com discos duplos (TDD) modificados, preparados comercialmente ou produzidos no 
proprio laboratorio, nao sejam realizados rotineiramente nos laboratories clinicos, eles podem ajudar a diferenciar 
os mecanismos de resistencia enzimatica operantes, quando nao se dispde de testes moleculares. 





■ FIGURA 17.32 Teste de CIM para produgao de ESBL por uma cepa de Escherichia coli. A CIM de ceftazidima para essa 
cepa era de 16 pg/mf (A); quando foi combinada com acido clavulanico, a CIM passou a ser < 0,25 pg/mf (B). A CIM de 
ceftriaxona para essa cepa era de 2 pg/mf (C); em presenga do acido clavulanico, a CIM passou a ser < 0,25 pg/mf (D). 
Desse modo, nos dois casos, houve uma redugao de mais de quatro vezes na CIM em presenga do acido clavulanico, 
demonstrando a presenga de uma ESBL. 

Nordmann et al. tambem desenvolveram um teste bioqui'mico rapido (ESBL NDP®) para detectar ESBL em 
Enterobacteriaceae. 4 ' 1 Esse teste bioquimico esta baseado na detecgao in vitro da hidrolise de uma cefalosporina 
(cefotaxima), que e inibida pelo acrescimo de um inibidor de betalactamase (tazobactamo). A atividade da ESBL e 
evidenciada por uma alteragao de cor (vermelho para amarelo) do indicador de pH (vermelho fenol), em 
consequencia da produgao de acido carboxilico resultante da hidrolise da cefotaxima, que e bloqueada pelo 
acrescimo do tazobactamo (teste positivo). A avaliagao do teste ESBL NDP® para detectar produgao de ESBL em 
cepas cultivadas (215 produziam ESBL e 40 nao produziam estas enzimas) demonstrou que o teste teve 
sensibilidade e especificidade de 92,6% e 100%, respectivamente. Algumas cepas produtoras de ESBL (n = 16), que 
ainda eram sensiveis a cefotaxima, nao foram detectadas. A sensibilidade desse teste para detectar cepas que 
produziam CTX-M foi de 100%. O teste ESBL NDP® pode ser concluido em menos de uma hora e mostrou uma 
razao de custo-beneficio favoravel, em comparagao com os metodos convencionais para detectar ESBL, que ainda 
sao demorados e requerem 24 a 48 horas antes que o resultado possa ser relatado. O teste ESBL NDP® esta em 
processo de comercializagao e estara disponivel pela bioMerieux (www.bioMerieux.com). 

Embora alguns laboratories confiem em sistemas automatizados (p. ex., Vitek® 2, BD Phoenix® etc.) ou no 
teste de difusao em gradiente com flta do Etest® (Figura 17.33) para testar e relatar a existencia de uma ESBL, os 
metodos de detecgao disponiveis no mercado nao foram amplamente validados por outros metodos. Embora as 
primeiras avaliagoes dos metodos disponiveis no mercado indicassem que eles fossem confiaveis para detectar 
ESBL, 350,565 dados mais recentes nao foram tao favoraveis. Recentemente, pesquisadores da Holanda publicaram um 
estudo envolvendo varios centros de pesquisa com todos os metodos de confirmagao da produgao de ESBL 
recomendados hoje em dia. 475 Vinte laboratories enviaram 443 amostras de Enterobacteriaceae com teste de triagem 
positivo para ESBL (/'. e., CIM de cefotaxima e/ou ceftazidima > 1 pg/mf), assim como os resultados dos seus testes 
confirmatorios (74% de E. coli, 12% de E. cloacae, 8% de K. pneumoniae, 3% de P mirabilis e 2% de K. oxytoca). 
Todas as cepas usadas nesse estudo tinham genes de ESBL detectados como metodo de referencia. Em termos 









































gerais, o indice de deteegao exata das ESBL pelos laboratories locais utilizando um metodo fenotipico foi de 88% 
com VPP de 70%. Contudo, o VPP variou, dependendo do metodo utilizado (Vitek® 2: 69%; BD Phoenix®: 68%; 
TDD, 92%) e da especie analisada (95% com K. pneumoniae versus 27% com K. oxvtoca). Em geral, a combinagao 
do TDD para confirmagao da ESBL tambem foi mais especifica que as tiras de Etest® para ESBL (91% versus 
61%), mas o VPP do TDD foi menor com algumas especies (P. mirabilis: 33%; e K. oxvtoca'. 38%, embora o VPN 
destas cepas fosse de 100%). Os testes de confirmagao da ESBL tambem foram lidos e interpretados corretamente 
em 93% dos casos. Esses dados sugeriram que os testes confirmatorios para a produgao de ESBL, 
independentemente do metodo usado, possa ser um procedimento exigente, que requer instrugao ampliada dos 
tecnologos para facilitar sua interpretagao. Em termos gerais, o TDD teve o melbor desempenho com as especies 
mais comuns ( E. coli e K. pneumoniae), mas o VPP baixo dos sistemas automatizados e das tiras de Etest® para 
ESBL indicou que um metodo molecular para detectar o gene que codifica a(s) enzima(s) presente(s) em 
determinada cepa e a unica forma defmitiva de detectar todos os tipos de ESBL nas Enterobacteriaceae. 



■ FIGURA 17.33 Tira de Etest® para demonstrar a produgao de ESBL por uma cepa de Klebsiella pneumoniae. A CIM de 
ceftazidima (TZ) para essa cepa era de 6 pg/mf. (Observe que o halo de inibigao intercepta a fita mais perto da marca de 4 
pg/mf no lado inferior, mas a intersegao estava no ponto de 6 pg/mf no lado superior; por esta razao, o valor maior foi 
registrado.) Na outra extremidade da tira, a CIM de ceftazidima para essa cepa em presenga de acido clavulanico era de 0,38 
pg/df. A redugao da CIM e quatro vezes maior, indicando a existencia de uma enzima ESBL nessa cepa. Note a impressao 
produzida pela fita na camada bacteriana (ponta de seta), quando ela foi aplicada inicialmente de “cabega para baixo” sobre a 
placa; como este lado impregnado com o antibiotico nao tocou no agar, foi possivel recolocar a tira e continuar o teste. 

Notificagdo dos resultados. As cepas de E. coli, as especies de Klebsiella e P. mirabilis produtores de ESBL 
devem ser relatados como bacterias resistentes a penicilina, com excegao das combinagoes de betalactamicos com 
inibidor de betalactamase (amoxicilina/clavulanato e piperacilina/tazobactamo), bem como a todas as 
cefalosporinas, exceto as cefamicinas (cefoxitina e cefotetana). Os laboratories tambem encontram cepas de 
Enterobacteriaceae com teste de triagem positivo para ESBL, mas com resultado negativo no teste confirmatorio. Os 
laboratories devem ter normas e procedimentos para o encaminhamento das cepas multidrogarresistentes a um 
laboratorio de referenda para deteegao molecular dos genes de betalactamases, em razao das limitagoes dos 
metodos fenotipicos existentes (/. e., nem todos os tipos de ESBL sao detectadas e provavelmente tambem ha uma 
enzima AmpC). Outros mecanismos de resistencia, inclusive a existencia de outro tipo de betalactamase que nao e 
inibida pelo acido clavulanico (/. e., enzima AmpC da familia TEM ou SHV), ou porinas alteradas, tambem podem 
atuar e afetar os resultados do teste confirmatorio para ESBL. 

Deteegao molecular da ESBL. Alguns pesquisadores desenvolveram e avaliaram iniciadores para detectar 
enzimas TEM, SHV, OXA, CTX-M e GES das bacterias gram-negativas. 471,609 Tambem foram desenvolvidos 
ensaios de PCR convencional e PCR em tempo real, que utilizam iniciadores de uma ou mais enzimas ESBL e, 
recentemente, comegaram a ser usados varios formatos multiplex novos (inclusive microarrays) para detectar 
simultaneamente um painel numeroso de betalactamases. 126,143,318 A Figura 17.34 demonstra os resultados de uma 
PCR multiplex tipica para detectar ESBL do tipo CTX-M de E. coli. Embora o CLSI nao recomende mais a 
realizagao de testes confirmagoes para detectar ESBL, os metodos fenotipicos e moleculares podem ser necessarios 
para adotar medidas apropriadas de controle de infeegoes e defmir um surto hospitalar. 455,664 Recentemente, Polsfuss 
et al. publicaram uma abordagem diagnostica, que combina a triagem para ESBL com confirmagao subsequente por 







metodo fenotipico e PCR multiplex para detectar o tipo CTX-M e de PCR multiplex com sequenciamento para os 
tipos TEM e SHV, antes de relatar que uma cepa e “ESBL-positiva”. 481 Esse artigo inclui um fluxograma 
diagnostico abrangente, que os laboratories podem querer consultar quando precisarem confirmar que a ESBL e o 
mecanismo da resistencia. 

Detecqao de enzimas AmpC (betalactamases). Embora a detecgao das enzimas AmpC possa ser importante 
com fmalidades epidemiologicas e clinicas, hoje nao existem ensaios recomendados para detectar confiavelmente 
essas enzimas, de acordo com as diretrizes publicadas quanto aos testes de sensibilidade antimicrobiana (CLSI ou 
EUCAST). As enzimas AmpC cromossdmicas induziveis sao encontradas em Enterobacteriaceae do grupo de 
generos “SPICE”, que inclui Serratia marcescens, Proteus mirabilis indol-positivo, Citrobacter freundii e 
Enterobacter cloacae . 2XI Essas enzimas conferem resistencia ampla aos betalactamicos, inclusive as combi nagoes de 
betalactamicos/inibidores de betalactamase como piperacilina/tazobactam. Mais recentemente, os determinantes de 
multirresistencia foram transferidos para os plasmidios de outros generos, inclusive especies de Klebsiella e 
Salmonella, E. coli e P. mirabilis. 2 * 1 As cepas portadores de uma enzima AmpC, que tambem tern mutagoes na 
estrutura de suas porinas, tambem podem ser resistentes aos carbapenemicos. 571 Entretanto, as cepas portadoras de 
uma enzima AmpC mediada por plasmidio geralmente sao resistentes as cefamicinas como cefoxitina ou cefotetana 
(CIM > 32 gg/m 1) e isto e um indicio de sua presenga. 281,472 Contudo, a resistencia as cefalosporinas de segunda 
geragao nao e um teste defmitivo, porque outros mecanismos de resistencia podem estar operantes (/. e., estrutura 
alterada ou perda de porinas). 
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■ FIGURA 17.34 PCR multiplex para determinar o tipo de ESBL da E. coli. H;H20, T1; TEM-3, T4; TEM-10, 75; TEM-50, 
CXI; CTX-M-1, CX2; CTX-M-2, CX8; CTX-M-8, CX14; CTX-M-14, CX25; CTX-M-25, SI, SHV-2, S2; SHV-7, Al; NMC-A, A2; 
KPC-1. (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

As bacterias gram-negativas que produzem grandes quantidades de enzima AmpC tern resultado positivo nos 
testes de triagem para ESBL, mas sua presenga nao e confirmada por outros testes. Os leitores podem consultar uma 
revisao excelente publicada por Jacoby e al. sobre todos os metodos usados para detectar enzimas AmpC, 2X1 embora 
com descrigao sucinta dos que sao usados na pratica clinica. Pesquisadores desenvolveram testes diagnosticos para 
detectar enzimas AmpC, que utilizam um inibidor enzimatico (p. ex., 48-1220, LN 2-128, EDTA, cloxacilina e 
varios derivados do acido boronico), 45 mas apenas o acido 3-amino-fenilbor6nico (PBA) esta disponivel no 
mercado. Um inconveniente de utilizar metodos baseados em inibidores para detectar enzimas AmpC e que podem 
ocorrer resultados falso-positivos atribuidos as enzimas KPC. 45 Yagi el al. desenvolveram um TDD, que acrescenta 
300 pg de PBA aos discos contendo ceftazidima ou cefotaxima. 674 Assim como ocorre com o TDD para ESBL 
descrito antes, um aumento > 5 mm do halo de inibigao ao redor dos discos de betalactamico/acido boronico - em 
comparagao com o disco que contem apenas o antibiotico - detectava confiavelmente os tipos de AmpC presentes, 
mas nao as cepas com ESBL ou carbapenemases. Recentemente, Pitout et al. descreveram uma modificagao do 
metodo do TDD, que utiliza discos de cefotetana contendo PBA para detectar enzimas AmpC mediadas por 
plasmidios nas especies de Klebsiella, E. coli, Salmonella spp. e P. mirabilis. 412 Esse estudo testou 126 cepas 
controle e 29.840 cepas clinicas nao repetidas, que inicialmente foram submetidas a triagem de resistencia a 
cefoxitina seguida da confirmagao por um TDD de cefotetana. O total de 623 (2%) cepas foram consideradas 



resistentes no teste de triagem e 332 (52%) eram AmpC-positivas. A cloxacilina (200 pg) tambem pode ser usada 
como inibidor de AmpC em um teste de discos duplos usando cefotetana (30 pg). 600 Tambem existem varios 
metodos disponfveis no mercado, inclusive um TDD e um teste com 4 discos para detectar simultaneamente as 
enzimas AmpC e ESBL (MASTdiscs® ID, MAST Group Ltd., Bootle, UK; e Rosco Diagnostica, Dinamarca) e as 
fitas de Etest® para AmpC (que contem cefotetana em uma extremidade e cefotetana-cloxacilina na outra). A 
Figura 17.35 ilustra um teste de sinergia com discos duplos, que utiliza discos apenas com cefpodoxima 
suplementados com PBA como inibidor das enzimas AmpC. A fita de Etest® para AmpC contem um gradiente de 
concentragoes de cefotetana na primeira metade e cefotetana com cloxacilina na segunda metade; as razoes de CIMs 
> 8 entre a extremidade apenas com cefotetana e a que contem cefotetana com cloxacilina sao consideradas 
sugestivas da existencia de uma enzima AmpC. Uma avaliagao recente do Etest® para AmpC comparou os dois 
metodos de TDD e demonstrou que todos os tres testes confirmatorios conseguiram detectar mais de 90% das cepas 
produtoras de AmpC, que haviam sido caracterizadas por metodos moleculares. 459 
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■ FIGURA 17.35 Confirmagao da presenga de uma enzima AmpC na E. coli usando um teste de discos duplos. (Cortesia de 
Calgary Laboratory Services.) 

Hoje em dia, os metodos de detecgao moleculares sao o “padrao de referencia” da detecgao e caracterizagao 
defmitivas das enzimas AmpC. Em razao das inumeras enzimas AmpC presentes em bacterias gram-negativas e do 
fato de que os testes fenotipicos nao conseguem diferenciar entre os determinantes geneticos cromossdmicos e/ou 
mediados por plasmidios, a PCR multiplex e usada para detectar resistencia deste ultimo tipo. Estudos 
demonstraram que uma PCR multiplex com seis pares de iniciadores detectou confiavelmente a maioria das enzimas 
AmpC mediadas por plasmidios, exceto a betalactamase CFE-1. 457 Entretanto, um setimo conjunto de iniciadores 
pode ser usado para detectar essa ultima enzima. 416 Polsfiiss el al. publicaram recentemente uma abordagem 
diagnostica abrangente para a detecgao confiavel das Enterobacteriaceae produtoras de enzimas AmpC, que consiste 
na triagem inicial para resistencia a cefoxitina, seguida do teste confirmatorio pelo metodo TDD - que inclui 
cefotetana/cloxacilina - e, por fim, da PCR multiplex para AmpC mediadas por plasmidios e/ou sequenciamento 
dos promotores dos genes das AmpC para detectar mutagoes cromossomicas destes promotores. 4 No entanto, essa 
analise molecular extensiva pode nao ser exequivel em muitos laboratories, mas o desenvolvimento comercial de 
um ensaio de microarray automatizado poderia permitir a detecgao confiavel e o monitoramento dos determinantes 
de resistencia por AmpC com finalidades epidemiologicas. 

Notificagdo dos resultados. Os relatorios de sensibilidade devem ser baseados nos limites de corte do CLSI 
para as cefalosporinas e o aztreonam; hoje nao e mais necessario alterar os resultados dos betalactamicos para 
“resistentes” quando se obtem um resultado de “sensivel” in vitro com a utilizagao dos metodos recomendados para 
os testes de sensibilidade. Entretanto, Enterobacteriaceae comprovadamente portadoras de uma enzima AmpC com 
base nos metodos fenotipicos e/ou moleculares devem ser relatadas como resistentes as penicilinas e todas as 
cefalosporinas (exceto as de quarta geragao, inclusive cefepima), incluindo-se as combinagoes de betalactamicos e 
inibidores de betalactamases. 


Detecgao de carbapenemases (Enterobacteriaceae). O problema de Enterobacteriaceae produtoras de 
carbapenemases tem aumentado em todo o mundo. Como se pode observar nas Tabelas 17.29 e 17.30, as enzimas 
betalactamases especlficas das classes moleculares A, B e D tem atividade de carbapenemases. As 
Enterobacteriaceae portadoras das enzimas KPC ( K. pneumoniae), SME (S. marcescens ), NDM (E. coli, Klebsiella 
spp.) e OXA, que estao amplamente distribuidas entre algumas especies, sao importantes sob o ponto de vista 
clinico. De acordo com o CLSI, a detecgao das carbapenemases esta baseada em limites revisados das CIM e dos 
diametros dos halos correspondentes, que foram publicados inicialmente em 2010. A Tabela 17.30 compara os 
limites de CIM “antigos” e revisados dos antibioticos carbapenemicos para Enterobacteriaceae. Esses limites de 
corte novos foram estabelecidos depois da revisao das propriedades farmacocineticas/farmacodinamicas (PK-PD) 
desses farmacos, de alguns dados clinicos limitados e da distribuigao atual das CIM das especies de 
Enterobacteriaceae clinicamente relevantes, inclusive das que produzem carbapenemases. Os limites revisados pelo 
CLSI dos carbapenemicos e dos diametros dos halos no teste de difusao em disco foram estabelecidos para detectar 
a maioria das cepas de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases. Quando se detecta resistencia aos 
carbapenemicos (/. e., CIM de meropenem > 1,0 pg/mf ), o CLSI nao recomenda mais a realizagao de um teste 
fenotipico confirmatorio (CLSI M100-20 a 22). 12,1 Nos laboratorios que continuam a utilizar os limites “antigos” do 
CLSI para CIM para carbapenemicos (Tabela 17.31), e necessario realizar um teste fenotipico confirmatorio antes 
de relatar que a cepa e resistente aos carbapenemicos (CLSI M100-S20 22). Um Teste de Hodge Modificado (THM) 
pode ser realizado para confirmar a presenga de carbapenemases da classe A (/. e., KPC), conforme esta descrito na 
Tabela 2A do CLSI M100-S22. Pasteran et al. descreveram modificagoes do metodo do THM com o acrescimo de 
acido boronico (que inibe as carbapenemases da classe A e as enzimas AmpC) e oxacilina (um inibidor das enzimas 
AmpC), que alcangaram sensibilidade (> 90%) e especificidade (100%) altas na diferenciagao entre as 
carbapenemases da classe A (KPC, GES, SME, IMI e NMC-A) e as outras classes de betalactamases (ESBL, 
enzimas AmpC e MBL). 44 ' A Figura 17.36 ilustra os resultados de um THM positivo. Contudo, a Tabela 2A do 
CLSI M100-S22 indica que e importante reconhecer que nem todas as cepas de Enterobacteriaceae produtoras de 
carbapenemases produzem testes positivos; alem disto, resultados positivos no THM podem ser encontrados com 
cepas que tem outros mecanismos de resistencia aos carbapenemicos, alem da produgao de carbapenemases (Tabela 
17.32). Hoje em dia, nao existem testes validados pelo CLSI para confirmar a existencia de uma 
metalobetalactamase em Enterobacteriaceae. As cepas de Enterobacteriaceae com resistencia demonstrada aos 
carbapenemicos devem ser encaminhadas a um laboratorio de referenda para realizar testes confirmatorios. 


Tabela 17.29 Classificagao molecular das betalactamases das bacterias gram-negativas. 


Classe 

Local ativo 

Exemplos 

A 

Serina 

Betalactamases sensiveis aos inibidores 

TEM-1, SHV-1, KPCs, OXY e a maioria das ESBL, inclusive os 

tipos CTX M 

B 

Zinco 

Metalobeta lactamases 

Metaloenzimas; VIM, IMP, SPM, NDM, GIM, SIM 

C 

Betalactamases resistentes aos inibidores 

Enzimas AmpC 

D 

Betalactamases ativas contra oxacilina, que podem ser 

sensiveis aos inibidores 

OXA (inclusive fenotipos raros de ESBL), PSE 


Adaptada com base na referenda 122. 


Tabela 17.30 Betalactamases com atividade de carbapenemase. 

Classe da betalactamase" Bacterias gram-negativas nas quais a enzima foi detectada 

A K. pneumoniae 

Enterobacteriaceae 


Exemplos 

KPC, SME, NMC A, IMI, PER, GES, SF0, SFC, 
IBC 




Enterobacteriaceae 


P. aeruginosa 
A. baumannii 

D Enterobacteriaceae 

A. baumannii 

a Nenhuma classe de enzimas C tem atividade de carbapenemase. 
Adaptada com base nas referencias 90 e 285. 


Metalobetalactamases (MBL) inibidas por 
EDTA (IMP, VIM, NDM), SPM, SIM, GIM 


OXA, PSE 


Tabela 17.31 Limites de corte padronizados pelo CLSI (CIM em pg/mf) antigos (M100-S19) e revisados 
(M100-S20) de carbapenemicos para a familia Enterobacteriaceae. 


Revisados (M100-S20) Antibiotico 


Antigos (Ml00-S19) 

S 

1 

R 

S 

1 

R 

Doripenem 

Dl 

Dl 

Dl 

<1 

2 

>4 

Ertapenem 

<2 

4 

>8 

<0,25 

0,5 

>1 

Imipenem 

<4 

8 

>16 

<1 

2 

>4 

Meropenem 

<4 

8 

>16 

<1 

2 

>4 


S = sensivel; I = sensibilidade intermediaria; R = resistente. 

Adaptada com base no CLSI Ml00-S19 e CLSI M100-S20. Veja os limites revisados do teste de difusao em disco no CLSI 
M100-S20. 



Controle positive para KPC2 

Carbapenemico-R 
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Controle negativo para KP Acc 1 
Carbapenemase em nivel alto-S 
Teste de Hodge = NEGATIVO 


WEf* 
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■ FIGURA 17.36 Teste de Hodge modificado para detecgao de carbapenemase KPC de K. pneumoniae. (Cortesia de 
Calgary Laboratory Services.) 

A Tabela 17.32 descreve os testes fenotlpicos confirmatorios recomendados para detectar as carbapenemases das 
classes A, B e D de Enterobacteriaceae e seu potencial de produzir resultados positivos falsos em razao da 
existencia de outras betalactamases. Cohen, Stuart et al. publicaram recentemente diretrizes para a triagem 
fenotlpica e a confirmagao das carbapenemases nas Enterobacteriaceae. 127 Alem do THM, podem ser usadas varias 
combi napoes de TDD, que se baseiam apenas nos testes da sensibilidade aos carbapenemicos e na presenga de um 
inibidor de carbapenemase especifico. Pesquisadores desenvolveram varios tipos diferentes de TDD para detectar 
MBL, que usam discos de meropenem (10 pg) suplementados com acido dipicolonico (DPA) como inibidor 
enzimatico, ou discos de imipenem (10 pg) suplementados com EDTA como inibidor enzimatico (Figura 17.37). 
Outros TDD foram desenvolvidos para detectar carbapenemases da classe A e utilizam discos de meropenem (10 








|ig) suplementados com acido bordnico e discos de meropenem (10 pg) suplementados com oxacilina para ajudar a 
diferenciar a presenga de uma enzima AmpC. O Carba NP TEST II identifica a produgao de carbapenemases nas 
Enterobacteriaceae e especies de Pseudomonas e tambem diferencia entre as enzimas das classes A, B e DA Esse 
teste esta baseado na detecgao de acidificagao, que ocorre com a hidrolise do imipenem, combinada com 
tazobactamo e EDTA como inibidores. O teste Carba NP II pode ser realizado rapidamente e tem sensibilidade e 
especificidade relatadas de 100%, 168 mas ainda nao esta disponivel no mercado. Pesquisadores tambem descreveram 
metodos de triagem baseados em agar, que tem bom desempenho na detecgao das enzimas dos tipos MBL e KPC; 
nestes testes, os discos de carbapenemicos sao colocados sobre o MHA impregnado com o inibidor (EDTA, PBA e 
cloxacilina) e tambem diferenciam outros tipos de betalactamases. 42 Em vista das limitagdes dos testes fenotipicos e 
da grande diversidade de genes que codificam carbapenemases, 498 as analises moleculares sao consideradas o 
“padrao de referenda” dos metodos de detecgao. A confirmagao genotipica e realizada por PCR multiplex para 
detectar carbapenemases e sequenciamento dos genes que as codificam. 432,586 A Cepheid desenvolveu e langou no 
mercado ensaios de PCR em tempo real (Xpert MDRO®) para a triagem rapida e precisa dos pacientes quanto a 
presenga de bacterias entericas portadoras dos genes de resistencia as carbapenemases bla KVC bla NDM e bla wm ! m A 
avaliagao do ensaio Xpert® MDRO comparado com a cultura com enriquecimento em caldo e o sequenciamento 
dos genes-alvo demonstrou detecgao extremamente confiavel das enzimas KPC e VIM nas amostras clinicas, assim 
como desempenho semelhante na detecgao da enzima NDM em especimes fecais “batizados”. 
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■ FIGURA 17.37 Teste confirmatorio de disco duplo para detectar carbapenemase NDM de K. pneumoniae. (Cortesia de 
Calgary Laboratories Service.) 

Tabela 17.32 Detecgao das carbapenemases e outras betalactamases de Enterobacteriaceae e 
bacterias gram-negativas nao fermentadoras com base nos testes fenotipicos confirmatorios. 


Teste 

Classe A 

Classe B 

Classe D 

AmpC + mutacao 

das porinas 

ESBL + mutacao 

das porinas 

Hodge modificado 

+ 

+ 

+ 

+/- 

+/- 

Meropenem + PBA 

+ 

- 

- 

+/- 

- 

Meropenem + cloxacilina 

- 

- 

- 

+/- 

- 

Meropenem + DPA 

- 

+ 

- 

- 

- 

Imipenem + EDTA 

- 

+ 

- 

- 

- 


Adaptada com base na referenda 127. 


Notificagao dos resultados. As especies de Enterobacteriaceae devem ser relatadas como resistentes aos 
carbapenemicos com base nos limites de CIM revisados pelo CLSI e os diametros de halos correspondentes ao teste 
de difusao em disco. As cepas de Enterobacteriaceae com resistencia demonstrada aos carbapenemicos devem ser 




encaminhadas a um laboratorio de referenda para realizar testes confirmatorios. Os laboratories devem ter normas e 
procedimentos para a realizagao dos testes de sensibilidade ampliados com outros antibioticos (tigeciclina, colistina) 
para cepas multidrogarresistentes e/ou enviar imediatamente a um laboratorio de referenda, onde estes testes 
possam ser realizados em carater de urgencia. 

Deteegao de resistencia das especies de Salmonella as fluoroquinolonas. Salmonelose e uma das 
causas principals de enterocolite bacteriana transmitida por via orofecal atraves da ingestao de agua ou alimentos 
contaminados. Algumas estimativas sugeriram que as salmonelas nao tifoides causam aproximadamente 1 milhao 
de casos de enterocolite bacteriana por ano e que os casos de infeegao invasiva nao sao raros, especialmente entre os 
lactentes com menos de 1 ano de vida, idosos e pacientes imunossuprimidos (/. e., HIV, receptores de transplantes 
etc.)- 139,367 Febre enterica e uma doenga grave com bacteriemia causada pela Salmonella enterica sorotipos Typhi e 
Paratyphi, que ocorre principalmente nos paises subdesenvolvidos com padroes precarios de higiene e saneamento, 
mas tambem e uma causa frequente de febre dos viajantes que retomam aos paises desenvolvidos. 7,447 O tratamento 
com antibioticos para salmonelose e essencial a esses pacientes, mas estudos recentes comprovaram o aumento da 
resistencia antimicrobiana de S. Typhi e das salmonelas nao tifoides aos agentes terapeuticos essenciais. I38 ’ 558 As 
diretrizes atuais da OMS (2003) recomendam o uso das fluoroquinolonas como tratamento preferido para os casos 
de febre enterica nao complicada nos adultos (www.who.org). A sensibilidade reduzida de S. Typhi as 
fluoroquinolonas (CIM de 0,12 a 1 pg/mC) e as infeegoes extraintestinais causadas por salmonelas sao preocupantes, 
porque os indices de resposta ao ciprofloxacino nao sao satisfatorios nestas cepas. 138 A maior parte da resistencia 
das especies de Salmonella as fluoroquinolonas era atribuida a varias mutagoes de um unico par de bases do gene da 
DNA-girase. 52 Contudo, um estudo recente envolvendo 13 paises europeus com cepas de Salmonella e E. coli 
isoladas de animais, seres humanos, alimentos e ambiente demonstrou que os genes de resistencia as 
fluoroquinolonas mediados por plasmidios (PMQR; do ingles, plasmid mediated fluorquinolone resistance gene) 
estavam presentes em 59% das cepas de Salmonella . 641 

Os metodos recomendados anteriormente pelo CLSI podem nao ser os ideais para detectar cepas de Salmonella 
resistentes as fluoroquinolonas, tendo em vista a aquisigao de um gene de PMQR, principalmente nas cepas que 
adquiriram os determinantes aac(6’)-lB-cr. O teste com acido nalidixico e usado na triagem para resistencia das 
salmonelas as fluoroquinolonas e e um metodo confiavel com as cepas que tern sensibilidade reduzida em razao de 
uma ou mais mutagoes dos genes da DNA-girase (gvrA, gy/'B). Contudo, deve-se realizar um teste de CIM com S. 
Typhi e cepas de Salmonella isoladas de focos extraintestinais, de forma a ampliar a deteegao das cepas portadoras 
de um gene de resistencia as fluoroquinolonas mediada por plasmidio. 121,122 

Atualmente, o CLSI recomenda que os testes de sensibilidade sejam realizados com as salmonelas tifoides (S. 
Typhi e Salmonella Paratyphi A-C) e cepas isoladas de focos intestinais e extraintestinais. 121,122 Contudo, os testes 
de sensibilidade rotineiros nao estao indicados para as especies de Salmonella nao tifoides isoladas de fontes 
intestinais, porque a enterocolite e uma doenga autolimitada das criangas e dos adultos saudaveis. A Tabela 17.33 
descreve as diretrizes revisadas do CLSI para testar a sensibilidade das Enterobacteriaceae as fluoroquinolonas 
utilizando o metodo de difusao em disco ou uma tecnica de CIM. Os limites de CIM do CLSI para testar a 
sensibilidade de Enterobacteriaceae as fluoroquinolonas, com excegao da S. Typhi e isolados de Salmonella 
extraintestinais, nao foram alterados. Entretanto, o CLSI reduziu os limites de CIM e os diametros dos halos 
correspondentes dos testes com fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino e ofloxacino) para S. Typhi e 
isolados de Salmonella extraintestinais, de forma a ampliar a deteegao das cepas que possam ter adquirido 
PMQR. 268 Os limites revisados para o ciprofloxacino tambem devem ser usados para testar as cepas de salmonelas 
entericas correspondentes isoladas de pacientes com febre enterica ou salmonelose invasiva. Contudo, dentre os 
sistemas de testes de sensibilidade antimicrobiana disponiveis no mercado, apenas o Etest® incorporou os novos 
limites do CLSI para as fluoroquinolonas. Por essa razao, o CLSI recomenda que o acido nalidixico continue a ser 
usado para detectar sensibilidade reduzida das especies Salmonella as fluoroquinolonas, ate que os laboratories 
possam adotar os criterios interpretativos de resistencia ao ciprofloxacino, levofloxacino e ofloxacino. 121,122 

Notificagao dos resultados. Apenas as cepas fecais dos isolados de Salmonella e Shigella testadas com 
resistencia a ampicilina, a uma fluoroquinolona e ao SXT devem ser relatadas rotineiramente. As cepas 
extraintestinais tambem devem ser testadas com uma cefalosporina de terceira geragao e seus resultados relatados, 
enquanto o cloranfenicol tambem pode ser testado e relatado a pedido. 121,122 O CLSI tambem recomenda que os 
laboratories que continuam a realizar triagem para resistencia as fluoroquinolonas usando apenas acido nalidixico 


devam acrescentar um comentario em seu relatorio, que indique que as cepas resistentes a este antibiotico podem 
estar associadas a falencia terapeutica ou a resposta retardada nos pacientes com salmonelose extraintestinal tratada 
com fluoroquinolonas. 121 ' 122 Cefalosporinas de primeira e segunda geraqoes, cefamicinas e aminoglicosidios nao sao 
eficazes clinicamente para tratar infecqoes por Salmonella spp. e nao devem ser relatadas, embora possam parecer 
sensiveis nos testes in vitro. As cepas de Salmonella multidrogarresistentes devem ser encaminhadas imediatamente 
a um laboratorio de saude publica ou outro laboratorio de referenda para realizar sorotipagem e testes de 
sensibilidade antimicrobiana ampliados com base em um metodo de CIM. 


Tabela 17.33 Limites de corte propostos pelo CLSI para CIM e o diametro do halo de ciprofloxacino para 
Enterobacteriaceae e Salmonella Typhi e isolados de Salmonella extraintestinais. 




Difusao em disco 



CIM 


Antibiotico 

S 

1 R 


S 

1 

R 

Enterobacteriaceae e isolados de Salmonella 






Acido nalidixico 

>19 

14a 18 

<13 

<16 

- 

>32 

Ciprofloxacino 

>21 

16 a 20 

<15 

<1 

2 

>4 

Levofloxacino 

>17 

14a 16 

<13 

<2 

4 

>8 

Isolados de Salmonella extraintestinais 






Ciprofloxacino 

>31 

21 a 30 

<20 

<0,06 

0,12 a 0,5 

>1 


a A S. Typhi e os isolados de Salmonella extraintestinais devem ser testados com ciprofloxacino utilizando os criterios 
revisados. O acido nalidixico pode nao detectar todos os mecanismos de resistencia as fluoroquinolonas e as cepas 
consideradas resistentes ao acido nalidixico podem estar associadas a falencia terapeutica ou resposta retardada dos 
pacientes com infecqoes extraintestinais tratadas com fluoroquinolonas. 

S = sensivel; I = sensibilidade intermediary R = resistente. Adaptada com base nas referencias 121 e 122. 

Bacterias gram-negativas nao fermentadoras 

P. aeruginosa e outras pseudomonas, alem de Stenotrophomonas maltophilia, do complexo Burkholderia cepacia e 
de Acinetobacter baumannii, sao as bacterias gram-negativas nao fermentadoras isoladas mais comumente em todo 
o mundo. Os membros desse grupo constituem uma ameaqa importante e singular, porque tern distribuiqao ubiqua 
nos ambientes de saude, causam infecqoes oportunistas nos pacientes em estado critico e/ou imunossuprimidos e 
frequentemente sao multidrogarresistentes (/. e., resistentes a 3 ou mais classes de antibioticos). 307 ' 357 ' 386 Os 
pacientes com fibrose cistica tambem sao colonizados comumente por P. aeruginosa e/ou menos frequentemente 
pelo complexo B. cepacia e as cepas multidrogarresistentes aumentam o indice de falencia inicial do tratamento e o 
agravamento da infecqao, alem de reduzir a sobrevivencia destes pacientes. 289,446 Nesta seqao, descrevemos 
resumidamente os desafios laboratoriais da detecqao dos problemas de resistencia que emerge entre esse grupo de 
bacterias nao fermentadoras. 

R aeruginosa (e outras pseudomonas) 

As cepas de P. aeruginosa multidrogarresistentes a varias classes de antibioticos desenvolveram-se recentemente em 
razao de varias mutaqoes, que hiper-regulam a betalactamase AmpC e as bombas de efluxo; diminuem a 
permeabilidade da parede bacteriana por meio de alteraqoes ou perda das porinas; e conferem resistencia as 
fluoroquinolonas por alteraqao do seu local de aqao (DNA-girase). 355 Entretanto, em algumas regioes do planeta, 
tambem circulam amplamente alguns clones de P. aeruginosa, que adquiriram resistencia mediada por plasmidios a 
varias classes de antibioticos; esta resistencia e carreada em um cassete de genes das integrinas, que codifica 
metalobetalactamases e varias enzimas modificadoras dos aminoglicosidios (p. ex., P. aeruginosa produtora de 
MBL). ’ ’ Como se pode observar nas Tabelas 17.29 e 17.30, as MBL-betalactamases da classe B sao 
carbapenemases (/. e., enzimas dos tipos IMP, VIM, GIM, SIM e SPM), que contem zinco em seu local ativo e 
podem ser inibidas pelo EDTA/’ 4 Em algumas regioes, tern ocorrido surtos hospitalares associados a mortalidade 




alta dos pacientes infectados, em razao das poucas oppoes que restam para tratar infecpoes causadas por P 
aeruginosa produtoras de MBL. 15 Os laboratories devem ser capazes de detectar confiavelmente cepas de P 
aeruginosa produtoras de MBL, de forma que o tratamento antimicrobiano apropriado e as medidas de controle de 
infecpoes possam ser iniciados imediatamente. 

As diretrizes do CLSI (M100-S22) revisaram recentemente os limites das CIM da piperacilina e da ticarcilina 
com ou sem um inibidor de betalactamase para P aeruginosa, igualando-as as CIM de Enterobacteriaceae, com 
excepao de diferenpas discretas nos diametros dos halos correspondentes do teste de difusao em disco. 120 
Recentemente, Tam et al. estudaram a mortalidade causada pela bacteriemia associada a P. aeruginosa com 
sensibilidade reduzida a piperacilina/tazobactam (PTZ) (CIM de 32 a 64 pg/m C), mas que eram relatadas como 
cepas sensiveis com base nos limites anterior recomendados pelo CLSI (Tabela 17.34); sete pacientes foram tratados 
empiricamente com esta combinapao.'"' A mortalidade em 30 dias foi de 85,5% no grupo tratado com PTZ e 22,2% 
nos grupos-controle, que receberam outros antibioticos (p = 0,004). Com a analise de multiplas variaveis e depois 
dos ajustes quanto as diferenpas de idade e escore APACHE II, A sensibilidade reduzida a PTZ e o uso empirico 
deste farmaco tambem continuaram a ser os fatores de risco principais para mortalidade. Esses pesquisadores 
sugeriram que os limites anteriores do CLSI quanto a sensibilidade da P aeruginosa a PTZ eram muito altos, 
porque cepas com nlveis intermediaries de resistencia eram interpretadas como sensiveis. O CLSI defmiu 
originalmente limites mais altos de ticarcilina, piperacilina e suas respectivas combinapoes com inibidores de 
betalactamases, que os recomendados para Enterobacteriaceae, porque as indicapoes limitadas na bula do produto 
aprovado pela FDA dizia que ele deveria ser usado em combinapao com um aminoglicosidio. Contudo, os limites 
revisados pelo CLSI referem-se ao uso desses antibioticos sem aminoglicosidios e com um esquema posologico de 
no minimo 3 g a cada seis horas. 120 


Tabela 17.34 Limites de corte anteriores (M100-S21) e revisados (M100-S22) padronizados pelo CLSI 
(CIM em pg/ml) para betalactamicos/inibidores de betalactamase e carbapenemicos testados contra P. 
aeruginosa. 


Antibiotico 

Anteriores (M100-S21) 

Revisados (M100-S22) 

S 

1 

R 

S 

1 

R 

Doripenem 0 

Dl 

Dl 

Dl 

<2 

4 

>8 

Imipenem 6 

<4 

8 

>16 

<2 

4 

>8 

Meropenem 6 

<4 

8 

>16 

<2 

4 

>8 

Piperacilina 

<64 

- 

>128 

<16/4 

32 a 64 

>128/4 

Piperacilina/tazobactam 

<64/4 

- 

>128/4 

<16/4 

32/4 a 64/4 

>128/4 

Ticarcilina 

<64 

- 

>128 

<16 

32 a 64 

>128 

Ticarcilina/davulanato 

<64/4 

- 

>128/2 

<16/2 

32/4 a 64/4 

>128/2 


a Os criterios de interpretagao da sensibilidade de P. aeruginosa ao doripenem estao baseados no esquema posologico de 500 
mg a cada 8 horas. 

6 Os criterios de interpretagao da sensibilidade de P. aeruginosa ao imipenem estao baseados no tratamento com doses altas 
frequentes (1 g a cada 6 a 8 horas). 

S = sensivel; I = sensibilidade intermediaria; R = resistente. 

Adaptada com base no CLSI M100-S21 (2011) e M100-S22 (2012). 120 

Detecgao de P. aeruginosa produtora de MBL. Em 2012, o CLSI tambem revisou os limites de CIM e dos 
diametros dos halos correspondentes dos testes de sensibilidade da P. aeruginosa aos carbapenemicos (doripenem, 
imipenem e meropenem). 56,120 Esses limites novos foram estabelecidos depois da revisao das propriedades PK/PD 
desses antibioticos, de alguns dados clinicos e da distribuipao vigente das CIM para as cepas clinicamente relevantes 
de P aeruginosa, inclusive as cepas produtoras de MBL-betalactamases. Os testes confirmatorios tornam-se 
desnecessarios antes da notificapao dos resultados dos testes de sensibilidade de P. aeruginosa aos carbapenemicos 




quando os laboratories adotam os novos limites de CIM, ilustrados na Tabela 17.34, ou os diametros dos halos 
revisados do teste de difusao em disco com esses antibioticos. Os limites revisados desses antibioticos estao 
baseados nos esquemas posologicos especlficos publicados na Tabela 2B-1 do CLSI M100-S-20 a 22. 120 Essas doses 
dos antibioticos sao necessarias para alcangar niveis plasmaticos necessarios em adultos com fungoes hepatica e 
renal normais. Os laboratories que utilizam estes criterios devem informar seus parceiros importantes (/. e., 
especialistas em doengas infecciosas, farmaceuticos, profissionais do servigo de controle de infeegoes e suas 
respectivas comissoes). 

Embora possa ser realizado um THM semelhante ao teste confirmatorio descrito antes para detectar 
carbapenemases da classe B (/. e., KPC) com base na Tabela 2A do CLSI M100-S22 (Figura 17.36), 120 seu 
desempenho nao e satisfatorio na confirmagao da existencia de uma MBL. Pasteran el al. descreveram modificagoes 
do metodo de THM com incorporagao de acido boronico (inibe as carbapenemases da classe A e as enzimas AmpC) 
e oxacilina (inibe as enzimas AmpC), que alcangaram sensibilidade (> 90%) e especificidade (100%) altas para 
diferenciar entre as carbapenemases da classe A (KPC, GES, SME, IMI e NMC-A) e outras classes de 
betalactamases (ESBL, enzimas AmpC e MBL). 448 Contudo, um resultado positivo no THM pode ocorrer com as 
cepas de P. aeruginosa, em razao da existencia de outros mecanismos de resistencia aos carbapenemicos, alem da 
produgao de carbapenemase (Tabela 17.32). Hoje em dia, nao existem testes fenotlpicos validados pelo CLSI para 
confirmar a presenga de uma metalobetalactamase em P. aeruginosa. As cepas que demonstram resistencia aos 
carbapenemicos devem ser encaminhadas a um laboratorio de referencia para realizar testes confirmatorios. 

A Tabela 17.32 descreve os testes fenotlpicos confirmatorios recomendados para detectar carbapenemases das 
classes A, B e D nas Enterobacteriaceae e bacterias gram-negativas nao fermentadoras e seu potencial de resultados 
falso-positivos em razao da existencia de outras betalactamases. Alem do THM, podem ser usadas varias 
combinagoes de TDDs, que se baseiam nos testes de sensibilidade apenas aos carbapenemicos e tambem destes 
antibioticos combinados com inibidores de betalactamases. Pesquisadores desenvolveram varios tipos diferentes de 
TDD para detectar MBL, mas o uso dos discos de meropenem (10 pg) ou imipenem (10 pg) suplementados com 
EDTA como inibidor enzimatico parece funcionar bem (Figura 17.38). 2117 O Carba NP TEST II identifica a produgao 
de carbapenemases nas Enterobacteriaceae e nas especies de Pseudomonas e diferencia as enzimas das classes A, B 
e D. lllN Esse teste esta baseado na deteegao de acidificagao, que ocorre com a hidrolise do imipenem, assim como no 
acrescimo de tazobactamo e EDTA como inibidores. O teste Carba NP II pode ser realizado rapidamente e tern 
sensibilidade e especificidade relatadas de 100%, 1 68 mas ainda nao esta disponivel no mercado. Tambem foram 
descritos metodos de triagem baseados em agar, que mostram bom desempenho na deteegao de MBL quando os 
discos com carbapenemicos sao colocados sobre o MHA impregnado com inibidor (EDTA, PBA, cloxacilina); estes 
metodos tambem diferenciam os outros tipos de betalactamases. 42 Tambem e possivel usar um Etest® para MBL, 
que tern imipenem em uma extremidade da tira e imipenem com EDTA na outra (Figura 17.39). Entretanto, em 
razao das limitagoes dos testes fenotlpicos e da grande diversidade de genes que codificam carbapenemases, a 
analise molecular e considerada o “padrao de referencia” como metodo de deteegao. A confirmagao genotipica e 
realizada com uma PCR multiplex para detectar carbapenemases e sequenciamento dos genes que as codificam 
(Figura 17.40). 177 A Cepheid desenvolveu ensaios de PCR em tempo real (Xpert® MDRO) para triagem rapida e 
precisa dos pacientes quanto a presenga de carbapenemases (/. e., enzimas KPC ou NDM) nas bacterias entericas e 
tambem da enzima VIM (/. e., metalobetalactamase) na P. aeruginosa. 606 A avaliagao do ensaio Xpert® MDRO 
comparou a cultura com enriquecimento em caldo e o sequenciamento dos genes alvos e demonstrou a deteegao 
altamente confiavel das enzimas VIM nas amostras clinicas. 




■ FIGURA 17.38 Teste confirmatorio com discos duplos para detectar MBL-carbapenemase em P. aeruginosa. (Cortesia de 
Calgary Laboratory Services.) 

Notificagdo dos resultados. P. aeruginosa deve ser relatada como resistente aos carbapenemicos com base nos 
limites de CIM revisados pelo CLSI e seus diametros dos halos correspondentes no teste de difusao em disco. Os 
laboratories devem ter normas e procedimentos para realizar testes de sensibilidade ampliados com antibioticos 
alternatives (tigeciclina, colistina) para cepas multidrogarresistentes e/ou encaminhar imediatamente as cepas a um 
laboratorio de referenda, no qual estes testes possam ser realizados sem demora. 



■ FIGURA 17.39 Etest® confirmatorio para MBL em P. aeruginosa com uma enzima VIM-2. (Cortesia de Calgary Laboratory 
Services.) 
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■ FIGURA 17.40 PCR multiplex para detectar carbapenemases. (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter baumannii e um patogeno oportunista, que tem surgido como causa importante de pneumonia 
nosocomial, principalmente pneumonias associadas ao uso de respiradores por pacientes de UTI com bacteriemia e 
sepse relacionada com quei mad liras/ 12 Essa bacteria tambem tende a ser disseminada, resultando em surtos 
nosocomiais em razao de sua resistencia ao dessecamento e da resistencia intrinseca aos desinfetantes/"' 411 A. 
baumannii deixou de ser uma bacteria sensivel a maioria dos antibioticos ha tres decadas e a situagao mundial atual 
e que algumas cepas sao panresistentes a quase todos os antimicrobianos disponiveis, inclusive carbapenemicos, 
colistina e tigeciclina. A. baumannii resistente aos carbapenemicos e as cepas panresistentes constituem riscos 
significativos a saude dos pacientes de alguns hospitais, porque a mortalidade e previsivelmente mais alta nos casos 
de infecgoes graves causadas por estas cepas. 312 

Quase todas as cepas de A. baumannii sao resistentes as oximinocefalosporinas, principalmente em razao de 
uma betalactamase AmpC cromossomica intrinseca, embora pesquisadores tenham relatado um surto de grandes 
proporgoes causado por cepas produtoras de ESBL (tipo VEB-1) na Franga. 411 Ainda que a enzima AmpC seja 
expressa constitutivamente apenas em nivel baixo, a insergao proximal de uma sequencia promotora ISAabl 
originada do gene da betalactamase pode exacerbar sua expressao. 627 As penicilinases classicas da familia TEM-1 
tambem estao disseminadas em Acinetobacter spp. 358 Todas os isolados de A. baumannii tambem carregam o gene 
de enzimas semelhantes a OXA-5 lea carbapenemase intrinseca da classe molecular D, que apresenta nivel baixo 
de expressao; por estas razoes, esses isolados parecem ser sensiveis aos carbapenemicos. Contudo, o nivel alto de 
resistencia as carbapenemases pode ser “permutado” por um mecanismo semelhante ao que foi descrito antes com 
referenda as enzimas AmpC. Alguns clones de A. baumannii foram transferidos pelas vltimas que voltaram aos 
hospitais tanto nos EUA como no Reino Unido e agora sao endemicos. 123,662 Varios outros clones virulentos de A. 
baumannii portadores de outras carbapenemases OXA surgiram ao menos em tres grupos (OXA-23 like, OXA- 
(24)-40 like e OXA-58) e agora estao amplamente disseminados em diferentes regioes do mundo. 124,479,668 Um 
motivo de preocupagao e relato mais recente de uma cepa de A. baumannii produtora de NDM-1 isolada de um 
paciente repatriado do Egito para a Republica Tcheca. 265 Embora existam poucas opgdes para o tratamento de A. 
baumannii resistente as carbapenemases, colistina e tigeciclina tem sido utilizadas. 312 Contudo, a colistina e o 
farmaco preferido para tratar infecgoes causadas por A. baumannii produtor de carbapenemase, porque a tigeciclina 
alcanga niveis sericos subideais e a bacteria pode tomar-se resistente durante o tratamento. Recentemente, uma cepa 
de A. baumannii resistente a tigeciclina (tipificado como clone epidemico OXA-23) foi isolada no Reino Unido de 
um paciente em tratamento; a resistencia era mediada por um mecanismo de efluxo mediado pelo Ade-ABC. 263 
Cepas de A. baumannii resistentes a colistina tambem foram descritas inicialmente na Republica Tcheca em 1999, 
mas se espalharam amplamente desde entao. 92 A resistencia dessa bacteria a colistina pode ser dificil de detectar no 
laboratorio clinico, porque e comum haver heterorresistencia. 

Os laboratories podem usar microdiluigao ou difusao em disco para realizar testes de sensibilidade para A. 
baumannii. As diferengas expressivas que existiam na sensibilidade aos carbapenemicos quando se utilizavam as 
diretrizes do EUCAST (www.eucast.org) ou do CLSI foram eliminadas. Atualmente, o CLSI recomenda diametros 
de halos para A. baumannii testado com carbapenemicos e limites de CIM menores, que sao muito semelhantes ou 
identicos aos utilizados pelo EUCAST (Tabela 17.35). 121,122 Metodos fenotipicos confirmatorios semelhantes podem 
ser usados para detectar uma carbapenemase do tipo MBL em A. baumannii, conforme foi descrito antes com 
referenda a P aeruginosa, inclusive um THM e um TDD usando discos com meropenem e imipenem, com ou sem 
EDTA. Atualmente, nao existem metodos validados pelo CLSI para detectar confiavelmente a existencia de uma 
carbapenemase do tipo OXA no A. baumannii. A deteegao das enzimas do tipo OXA depende da demonstragao do 
determinante blaoxA por metodo moleculares e do sequenciamento do gene. 668 

Testes de sensibilidade das cepas isoladas da fibrose cistica 

Os pacientes com fibrose cistica (FC) tem colonizagao pulmonar cronica por uma microbiota complexa composta de 
varias bacterias gram-negativas nao fermentadoras, inclusive P aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, 
complexo Burkholderia cepacia, Achromobacter xyloxidans e outras especies bacterianas. Alguns desses 
colonizadores simultaneos tambem sao intrinsecamente resistentes aos antibioticos 22,71 e, no caso de P. aeruginosa, a 
resistencia aumenta depois da exposigao repetida aos antibioticos de espectro amplo usados durante os 


agravamentos da doenga. 1M) Em alguns pacientes com FC, o grupo de S. anginosus tambem pode representar 
patogenos emergentes importantes. Durante a coleta de amostras pulmonares, principalmente durante as 
exacerbates da doenga, a maioria dos pacientes tern um ou mais morfotipos de P aeruginosa isolados dos 
especimes das vias respiratorias inferiores (/. e., escarro e lavado broncoalveolar). Esforgos amplos e muitos 
recursos laboratories sao despendidos para isolar e realizar os testes de sensibilidade para cada cepa isolada do 
pulmao dos pacientes com FC, mas isto esta longe de ser uma ciencia exata. Por exemplo, os limites do CLSI, que 
foram elaborados para tratamento com antibioticos parenterais, podem nao prever com precisao a sensibilidade de P. 
aeruginosa a alguns farmacos administrados por via inalatoria. 4 " Embora as diretrizes e os metodos recomendados 
pelo CLSI devam ser usados para interpretar os resultados dos testes realizados com cada especie isolada, estes 
resultados nem sempre preveem claramente a evolugao clinica dos pacientes com FC por varias razoes, conforme 
esta descrito adiante. 272 


Tabela 17.35 Comparagao dos limites anteriores e atuais padronizados pelo CLSI versus os limites do 
EUCAST (CIM em pg/mf) para as especies de Acinetobacter. 




Anteriores 


Atuais 



EUCAST 

Antibiotico 

S< 

1 

R > 

S< 

1 

R > 

S< 

1 R> 

Doripenem 

- 

- 

- 

2 

4 

8 

1 

4 

Imipenem 

4 

8 

16 

2 

4 

8 

2 

8 

Meropenem 

4 

8 

16 

2 

4 

8 

2 

8 


S = sensivel; I = sensibilidade intermediary R = resistente. 
Adaptada com base nas referencias 121 e 122. 


A microbiota complexa que habita os pulmoes dos pacientes com FC localiza-se principalmente em biofilmes e 
nao como formas planctonicas. Estudos realizados em biofilmes de P. aeruginosa nas vias respiratorias dos 
pacientes com FC demonstraram claramente que o tratamento antimicrobiano rigoroso restringe, mas nao erradica a 
infeegao do foco inflamatorio original. 44 Metodos para testar a sensibilidade dos biofilmes (BST) foram 
desenvolvidos e foram avaliados recentemente em um estudo randomizado envolvendo varios centros de pesquisa 
para determinar os resultados clinicos de um esquema antimicrobiano baseado nos resultados do BST, em 
comparagao com os testes de sensibilidade convencionais. 402 Os grupos estudados nao apresentaram diferenga 
significativa quanto as redugoes medias das contagens bacterianas do escarro, ou aos aumentos medios do volume 
expiratorio forgado em 1 segundo (VEFi), mas o niimero de pacientes avaliados foi pequeno. E necessario avaliar 
quantidades maiores de pacientes por meio de um estudo clfnico bem planejado, antes de descartar o valor preditivo 
dos metodos de BST nesse contexto medico singular. 

Como P. aeruginosa e outras bacterias gram-negativas nao fermentadoras frequentemente tambem sao 
multidrogarresistentes, a maioria dos pacientes com FC e tratada empiricamente com combinagoes de antibioticos 
administrados em preparagoes parenterais e inalatorias pulmonares. Por essa razao, laboratories especializados 
desenvolveram metodos para realizar testes de sinergia bactericida com combinagoes de antibioticos (SBCA) para 
cepas isoladas de pacientes com FC, de forma a determinar qual esquema combinado pode ter atividade sinergica ou 
aditiva. Entretanto, apenas um estudo randomizado duplo-cego controlado foi concluido recentemente para avaliar 
as evolugoes clinicas dos pacientes com FC tratados com antibioticos baseados nos testes de sensibilidade 
convencionais versus SBCA. 1 O tratamento antibiotico dirigido pelo SBCA nao melhorou os resultados 
bacteriologicos ou clinicos, em comparagao com os metodos convencionais dos testes de sensibilidade. 

A maioria dos laboratories clinicos que realizam testes de sensibilidade rotineiros com cepas pulmonares 
isoladas dos pacientes com FC utiliza os metodos convencionais. Os testes de sensibilidade convencionais para 
cepas de P aeruginosa isoladas dos pacientes com FC sao particularmente dificeis, porque estas bacterias tern um 
fenotipo intensamente mucoide e, em geral, nao crescem o suficiente para obter um resultado valido, a menos que a 
incubagao seja ampliada por um periodo completo de 48 horas. Quando o teste de difusao em disco foi comparado 
com um metodo de diluigao em agar, os autores nao detectaram correlagao satisfatoria quando as cepas mucoides 




foram testadas com alguns antibioticos, embora as classes interpretativas tivessem concordancia adequada entre os 
dois metodos. Por essas razoes, o teste de difusao em disco nao e recomendado como teste de sensibilidade. 
Embora o Etest® (AB Biodisk, Solna, Suecia) tenha mostrado correlagao adequada com o metodo de microdiluigao 
em um estudo com cepas mucoides e nao mucoides, embora tenha havido um mimero pequeno de erros, mas muito 
significativos. 54 Um estudo recente comparou o metodo de difusao em disco do CLSI e o Etest® com a 
microdiluigao em caldo para testar uma coorte numerosa de cepas isoladas de pacientes com e sem fibrose clstica." 2 
Os autores detectaram um indice inaceitavel de erros muito significativos e significativos com varios 
antimicrobianos testados contra cepas isoladas de pacientes com e sem FC, quando se utilizou o metodo de difusao 
em disco ou o Etest®. 

O metodo de microdiluigao em caldo ou diluigao em agar deve ser usado para testar cepas isoladas dos pacientes 
com FC, embora possa ser necessario comparar varios metodos quando ocorrem discrepancias significativas no 
perfil de sensibilidade de uma cepa isolada de duas consultas intercaladas do mesmo paciente. Os metodos de 
referenda tambem podem nao ser confiaveis para todas as cepas isoladas do mesmo paciente. Embora a 
microdiluigao em caldo fosse comparada favoravelmente com uma tecnica de referenda de diluigao em agar para 
Pseudomonas aeruginosa, os autores obtiveram resultados confidantes com frequencia signiflcativamente maior nas 
cepas isoladas de pacientes com FC, que nos outros grupos de pacientes. 539 Recentemente, os cartoes Vitek® 2 para 
bacterias gram-negativas nao fermentadoras e o software versao 4.02 foram validados para uso clinico rotineiro 
como teste de sensibilidade para bacilos gram-negativos nao fermentadores isolados de pacientes com FC. 440 Os 
indices de concordancia geral e explicita do teste de sensibilidade Vitek® 2 foram de 97,6% e 92,9%, 
respectivamente. Uma comparagao direta do sistema BD Phoenix® com o sistema MicroScan® Walkaway como 
teste de sensibilidade para bacterias gram-negativas nao fermentadoras demonstrou concordancia global de 89,1% e, 
embora nao tenham ocorrido erros muito significativos, os indices de erros significativos e pouco significativos 
foram de 0,5% e 7,7%, respectivamente. 561 

As especies do complexo B. cepacia e S. maltophilia tern niveis altos de resistencia intrinseca a varias classes 
principais de antibioticos. As especies do complexo B. cepacia sao intrinsecamente resistentes aos aminoglicosidios 
e as polimixinas. O efluxo ativo tambem causa resistencia as fluoroquinolonas, ao cloranfenicol e a trimetoprima, 
enquanto a existencia de betalactamases induziveis combinadas com PBP alteradas confere resistencia a maioria dos 
betalactamicos. 22,4 Por essa razao, os limites de CIM do CLSI estao disponiveis apenas para minociclina, 
ceftazidima, meropenem e SXT. S. maltophilia e intrinsecamente resistente aos betalactamicos em razao da 
existencia de duas betalactamases, uma das quais e uma metaloenzimas (LI) que confere resistencia ao imipenem. 
A resistencia ampla aos aminoglicosidios e as fluoroquinolonas tambem se deve a permeabilidade reduzida atraves 
da membrana externa (ME). 71 Desse modo, os criterios de CIM do CLSI estao disponiveis apenas para SXT, 
minociclina, ceftazidima, ticarcilina-clavulanato e fluoroquinolonas. Embora alguns laboratories nao realizem 
rotineiramente testes de sensibilidade com cepas do complexo B. cepacia ou S. maltophilia isoladas dos pacientes 
com FC, exceto com SXT (farmaco preferido nestes casos), a resistencia crescente a este antibiotico impde a 
necessidade de realizar testes mais amplos. 22,617 Todos os antibioticos recomendados pelo CLSI devem ser testados e 
relatados para qualquer um desses microrganismos isolados dos pacientes com exacerbagoes pulmonares da FC. As 
cepas de S. maltophilia isoladas dos pacientes com FC e hipersensibilidade a SXT, ou consideradas resistentes a este 
antibiotico, tambem devem ser testadas com tigeciclina e colistina. 187,403 Em alguns casos, pode ser necessario testar 
S. maltophilia com colistina utilizando diluigao em agar, porque a microdiluigao em caldo e o Etest® tem indices 
altos de erros significativos. 4 " ' Restam poucos antibioticos eficazes para tratar infeegoes causadas pelo complexo B. 
cepacia quando ha resistencia a SXT, mas os betalactamicos usados isoladamente ou em combinagao com outros 
antibioticos podem formar esquemas mais eficazes. 22 

Agentes bacterianos usados em bioterrorismo 

Embora o CLSI tenha publicado diretrizes relativas aos testes de sensibilidade dos agentes bacterianos que podem 
ser usados em bioterrorismo (i. e.. Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Burkholderia mallei, 
Burkholderia pseudomallei e Brucella spp.), os orgaos de saude publica devem ser notificados imediatamente, tao 
logo estas bacterias sejam identificadas presuntivamente; a confirmagao de sua identidade e os testes de 
sensibilidade sao exequiveis apenas nos laboratories de saude publica ou de referenda. 114 Sempre que houver 


possibilidade de dispersao por aerossol enquanto se trabalha com esses microrganismos no laboratorio cllnico, deve- 
se utilizar uma cabine BSL-3 e suas praticas de contengao aplicaveis, inclusive equipamento de protegao individual. 

Notificagao da sensibilidade antimicrobiana 

A comunicagao clara e oportuna dos resultados dos testes antimicrobianos e uma etapa fundamental do processo dos 
testes de sensibilidade microbiana. O Boxe 17.7 relaciona alguns dos principios clinicos, que devem dirigir a 
elaboragao de normas e procedimentos dos testes e da notificagao seletiva dos antimicrobianos com base em 
especies clinicos e todas as locais/fontes. Essas diretrizes gerais podem ser aplicadas a implementagao de protocolos 
detalhados de notificagao dos patogenos especlficos isolados de diferentes locais/fontes, bem como a sequencia ou a 
notificagao seletiva dos farmacos de determinada classe de antibioticos com base no perfil de sensibilidade da cepa 
isolada. Os laboratories desempenham um papel fundamental no direcionamento do uso apropriado dos antibioticos. 
Tempo e esforgos significativos devem ser despendidos com a elaboragao de normas e procedimentos, que 
assegurem que os laboratories fomegam orientagoes apropriadas e eficazes em todos os contextos clinicos. Esta 
segao descreve a formatagao, a notificagao seletiva e a geragao de comentarios acerca dos laudos, que ajudem a 
desenvolver estes procedimentos. 

Formatagao dos laudos de sensibilidade antimicrobiana 

Os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser relatados em um formato padronizado. Os 
laboratories menores, que relatam seus resultados manualmente, devem usar um formulario padronizado, um 
formato de transcrigao e tinta de uma cor que possa ser bem legivel quando o relatorio e impresso para ser enviado 
por fax. A maioria dos laboratories utiliza um sistema de informagao laboratorial (SIL) para gerar os laudos com 
resultados dos testes de sensibilidade. Cada laboratorio deve decidir quanto ao formato dos laudos dos testes de 
sensibilidade durante a implementagao do sistema. Embora a maioria dos sistemas permita a notificagao dos 
resultados quantitativos (/. e., valor do diametro do halo ou da CIM) e sua interpretagao com os adjetivos sensivel 
(S), intermediario (I) e resistente (R), a maioria das partes interessadas necessita apenas do resultado interpretative 
para escolher o tratamento apropriado. O resultado quantitative nunca deve ser transmitido sem uma interpretagao, 
porque a maioria dos medicos nao esta familiarizada com as diretrizes interpretativas do CLSI e nao tern tempo de 
procurar e interpretar valores quantitativos para cada farmaco testado com cada cepa. Na maioria dos casos, o 
formato preferido do laudo e o que inclui apenas os resultados da interpretagao (S, I ou R) para cada farmaco testado 
com cada patogeno isolado de determinado especime. Entretanto, o laboratorio deve ser capaz de fomecer 
resultados quantitativos aos medicos que os solicitam, principalmente aos que trabalham no servigo de doengas 
infecciosas. 


Boxe 17.7 


Diretrizes para a notificagao dos antibioticos 

• 0 CLSI determinou que os antibioticos do grupo A (teste e laudo primarios) devam ser testados e relatados rotineiramente 

• Os laudos dos testes de sensibilidade antimicrobiana devem induir uma interpretagao para cada antibiotico (S, I ou R) 

• Os antibioticos aos quais o paciente e alergico nao devem ser induidos no laudo 

• Os antibioticos especlficos que sao potencialmente toxicos para recem-nascidos, bebes e criangas pequenas nao devem ser relatados (/. e., 
SXT, doranfenicol e fluoroquinolonas) 

• Os antibioticos que nao atravessam a barreira hematencefalica nao devem ser relatados quando a fonte das cepas isoladas for liquido 
cefalorraquidiano 

• 0 CLSI determinou que os farmacos do grupo U (apenas para tratamento de infeegoes urinarias) so devem ser relatados quando as cepas 
forem exdusivamente isoladas de urina 

• As normas e os procedimentos da notificagao sequencial dos antibioticos de cada classe farmacologica devem ser seguidos e baseados nos 
seguintesfatores: 

0 Local/fonte da infeegao 
0 Perfil de resistencia da cepa isolada 

0 Formulario de antibioticos disponiveis e diretrizes de uso recomendadas 



• Com os farmacos dos grupos B e C do CLSI, os testes das cepas com paineis de antibioticos ampliados devem ser realizados rotineiramente nas 
seguintes situates: 

0 0 paciente e alergico a urn ou mais farmacos do grupo A 

0 Os farmacos do grupo A nao estao em seu formulario ou 

0 0 microrganismo isolado e multidrogarresistente a urn ou mais farmacos do grupo A e/ou cepa multidrogarresistente (> 3 classes de 

antibioticos) 

0 A pedido do medico 

• Normas e procedimentos para o teste desenvolvido internamente ou encaminhamento imediato a urn laboratory de referenda devem ser 
implementados para confirmara identificaqio da cepa isolada e o mecanismo da resistencia das cepas multidrogarresistentes. 


O laudo tambem deve relatar claramente os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana com 
identificagao do patogeno, de forma que nao haja confusao clfnica quanto a quais resultados estao referidos a quais 
cepa isolada. O laudo deve ser formato de forma que os antibioticos e os resultados interpretativos estejam 
alinhados para os diversos patogenos isolados de uma amostra polimicrobiana. Alem disso, os laboratories devem 
assegurar que o formato do laudo seja mantido sem alteragoes, quando ele e enviado por uma interface eletronica 
entre o SIL e o sistema de informagoes de um hospital ou consultorio medico. Erros no formato de notificagao dos 
resultados ou confusao do medico na leitura de um laudo complexo com resultados dos testes de sensibilidade 
podem ser uma causa importante de prescrigao inadequada dos antibioticos. 

Notificagao dos antibioticos clinicamente relevantes 

Os testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser realizados e testados apenas com os microrganismos 
considerados patogenicos. Na maioria dos casos, a notificagao de uma cepa com o resultado dos seus testes de 
sensibilidade indica ao medico que o laboratorio considera este microrganismo clinicamente significativo e que 
possa ser necessario tratamento. Por isso, a notificagao dos antibioticos testados com bacterias comensais resulta na 
prescrigao inadequada dos antibioticos. 

Os metodos automatizados de microdiluigao em caldo permitem que o laboratorio teste muito mais antibioticos 
que os necessarios aos laudos rotineiros. As diretrizes do CLSI devem ser seguidas para orientar a notificagao dos 
farmacos apropriados com base no microrganismo e no local/fonte da infeegao (Tabelas 17.7 e 17.8). 114 ’ 121,122 
Antibioticos nao recomendados para notificagao com microrganismos especificos nao devem ser relatados 
automaticamente, mesmo que um sistema ou painel automatizado tenha gerado os resultados dos testes in vitro 
(Tabela 17.7). As Tabelas 17.7 e 17.21 tambem as situagoes nas quais um antibiotico substitute pode ser usado para 
prever a sensibilidade aos outros farmacos de uma classe farmacologica (z. e., betalactamicos). A seguir, 
descrevemos alguns exemplos desse tipo de notificagao inadequada dos antibioticos. Embora a SXT esteja incluida 
em alguns paineis de testes para bacterias gram-negativas nao fermentadoras, este farmaco nao deve ser relatado 
com referencia a P. aeruginosa. As Enterobacteriaceae que reconhecidamente tern uma betalactamase do tipo AmpC 
devem ter os resultados da ampicilina suprimidos, independentemente do resultado dos testes de sensibilidade in 
vitro. A SXT e a clindamicina tambem nao devem ser relatadas com referencia aos enterococos. Os laudos dos 
testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser parcial ou completamente auditados por microbiologistas clinicos 
e/ou medicos e farmaceuticos, de forma a assegurar que as normas de notificagao dos antibioticos de cada 
laboratorio sejam seguidas. 

Apenas os antibioticos apropriados para cada local/fonte de infeegao devem ser incluidos no laudo dos testes de 
sensibilidade. Isso significa que um painel de antibioticos significativamente diferente deve ser testado e 
potencialmente relatado quando se tratam de cepas invasivas isoladas de lfquidos e tecidos estereis e de 
hemoculturas, quando comparado com as cepas isoladas de infeegoes localizadas. Os antibioticos que podem ser 
usados por via parenteral sao relatados para cepas isoladas de infeegoes invasivas, porque o uso de um farmaco oral 
nao seria clinicamente aceitavel no inicio do tratamento. Os farmacos orais incluidos no grupo U do CLSI para 
tratar infeegao urinaria localizada devem ser notificados apenas quando se trata de cepas isoladas por urocultura. Os 
farmacos ativos apenas nas vias urinarias nao devem ser relatados com referencia aos microrganismos isolados de 
outros locais. Os antimicrobianos que nao penetram no foco infeccioso nao devem ser relatados com referencia aos 
microrganismos isolados daquele local. Por exemplo, a tigeciclina nao penetra bem nas vias urinarias e nao deve ser 
relatada com referencia as cepas isoladas de urocultura. A daptomicina nao funciona bem nos pulmoes porque e 



inativada pelo surfactante e este antibiotico nao deve ser relatado com referenda a uma cepa de MRSA isolada dos 
especimes das vias respiratorias inferiores. Do mesmo modo, as cefalosporinas de primeira e segunda geragoes nao 
atravessam a barreira hematencefalica e nao devem ser relatadas com referenda ao Streptococcus pneumoniae 
isolado de LCR; neste contexto clinico, o CLSI recomenda o teste e a notificagao de resultados obtidos com 
penicilina, cefotaxima, ceftriaxona, meropendn e vancomicina. 121,122 

Tambem existem alguns prindpios gerais, que devem ser seguidos clinicamente para a notificagao seletiva dos 
antibioticos usados em populagoes espedficas de pacientes (Boxe 17.7). Os laudos com os antibioticos testados 
devem ser adaptados aos farmacos apropriados ao paciente. Quando o laboratorio sabe que ha historia clinica de 
alergia a um ou mais antibioticos especificos, a notificagao destes farmacos deve ser suprimida para este paciente. 
Por exemplo, a penicilina nao deve ser incluida no laudo dos testes para estreptococos beta-hemoliticos isolados de 
um paciente com alergia alegada a penicilina. Alguns antibioticos como as fluoroquinolonas tambem nao devem ser 
prescritos aos bebes e as criangas pequenas e, por isto, a notificagao rotineira destes farmacos deve ser suprimida. 
Por fim, alguns antibioticos podem ser teratogenicos ou toxicos para as gestantes, especialmente no primeiro 
trimestre. 415 Os laboratories podem decidir suprimir a notificagao desses antibioticos quando ha indicagao de que a 
paciente e gestante. 

Notificagao seletiva dos antibioticos 

Os laboratories devem testar e relatar apenas os antibioticos disponiveis no formulario local defmido em 
colaboragao com os membros da equipe medica e da farmacia. Desse modo, os laboratories devem consultar os 
profissionais especializados da area, inclusive medicos especialistas em doengas infecciosas e farmaceuticos, de 
forma a decidir quais resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser notificados rotineiramente 
com referenda a determinada cepa e/ou local/fonte de infeegao e quais devem ser suprimidos. A fmalidade da 
notificagao seletiva dos antibioticos e preservar a utilidade clinica dos antibioticos mais novos ou de espectro amplo, 
quando a cepa isolada e sensivel a um grupo menos amplo de antibioticos. Alguns laboratories tambem podem optar 
por relatar o custo por dose, seja no laudo dos testes de sensibilidade, ou como parte de uma orientagao geral quanto 
ao tratamento antibiotico. Em geral, os antibioticos que estao disponiveis ha mais tempo tem custos menores e a 
notificagao seletiva tambem e medida que assegura uma relagao custo-beneficio favoravel. Alem das regras quanto 
aos testes de sensibilidade fomecidas e assinaladas pelos sistemas automatizados de microdiluigao em caldo, os 
laboratories tambem podem incorporar regras ao software de inteligencia artificial do equipamento ou do SIL, de 
forma a facilitar que a notificagao dos antibioticos seja ajustada as normas locais. 

A Tabela 17.36 demonstra uma norma de notificagao seletiva dos antibioticos para S. aureus isolado de 
hemocultura ou de uma amostra do sistema nervoso central (SNC). No caso de uma cepa totalmente sensivel, o 
laudo poderia incluir apenas os farmacos primarios citados. Entretanto, quando se trata de uma cepa de MRSA, 
tambem pode ser liberada uma notificagao ampliada com os farmacos mais novos, inclusive linezolida e 
daptomicina. A Tabela 17.37 demonstra um padrao de notificagao seletiva dos antibioticos para Enterobacteriaceae 
isoladas de um foco/fonte nao urinaria. No caso de uma cepa totalmente sensivel, o laudo poderia incluir apenas os 
farmacos primarios citados. Contudo, quando se trata de cepas mais resistentes, os antibioticos secundarios tambem 
poderiam ser notificados e, no caso de uma bacteria multidrogarresistente ou panresistente, o laudo tambem poderia 
incluir os farmacos mais seletivos, dependendo do local/fonte da infeegao. As normas de testagem e notificagao 
seletivas devem ser revisadas continuamente e atualizadas clinicamente a medida que as tendencias de resistencia 
antimicrobiana-se modifiquem, ou que o formulario do laboratorio seja alterado. 

Publicacao do antibiograma cumulativo 

A maioria das decisoes clinicas quanto a prescrigao inicial dos antibioticos e tomada empiricamente, porque a 
decisao nao pode esperar o isolamento e a conclusao dos testes de identificagao da bacteria. Com a fmalidade de 
melhorar a adequagao da prescrigao empirica enquanto se aguarda um lado detalhado dos testes de sensibilidade, o 
conhecimento dos padroes de sensibilidade local e fundamental. Os relatorios de sensibilidade antimicrobiana 
cumulativos de varias localizagoes devem ser compilados e publicados anualmente, mas as atualizagoes mais 
frequentes tambem podem ser fomecidas as unidades de tratamento intensivo. Embora os bancos de dados de 
vigilancia epidemiologica nacionais monitorem as tendencias importantes de resistencia das principais especies 


bacterianas patogenicas, 101 seus resultados podem nao refletir exatamente o que acontece no mvel local, 
principalmente na pratica ambulatorial. 230 

O CLSI publicou recomendagoes quanto a metodologia e ao formato da compilagao dos sumarios cumulativos 
de sensibilidade antimicrobiana (/. e., antibiograma). 112,252 A Tabela 17.38 resume as recomendagoes para a 
preparagao e a utilizagao do antibiograma cumulativo. O Boxe 17.8 descreve resumidamente varios fatores que 
devem ser levados em consideragao. Quando se dispde de uma rede local ou acesso compartilhado a um arquivo 
eletronico, a postagem da planilha e uma forma conveniente de assegurar acesso em geral. Em alguns casos, pode-se 
fazer um download das informagoes para um computador pessoal. A seguir, demonstramos dois exemplos de 
antibiogramas no formato CLSI M39-A2 de um grande hospital terciario de doengas agudas (Figura 17.41) e de 
todos os ambulatorios locais (Figura 17.42) de um servigo de saude publica canadense de abrangencia ampla 
(www.calgarylabservices.com). Tambem pode ser util fomecer copias impressas e eletronicas aos medicos; um 
formato util seria um cartao de bolso, que pode ser levado pelo medico e/ou baixado para um dispositivo eletronico 
para acesso imediato. 


Tabela 17.36 Notificagao seletiva de agentes antimicrobianos para S. aureus isolado de hemocultura ou 
do sistema nervoso central. 


Antibioticos 

Primarios 

Secundarios 

Seletivos 

Comentarios 

Penidlina 

X 


X 

Se for sensivel, o resultado nao deve ser liberado sem um 

teste para betalactamase. Pode ser liberado apenas 

por solicitagao do medico. 

Oxadlina 

X 



0 resultado do teste com OXA pode ser baseado no 

resultado com cefoxitina. Se for R, entao a cefazolina e 

R. Relatar outros antibioticos secundarios e seletivos. 

Cefazolina 

X 



Testar e relatar todas as cepas isoladas. Relatar como S se a 

cepa for sensivel a OXA. 

Vancomidna 

X 


X 

Testar todos as cepas isoladas. Pode relatar os resultados 

em MSSA apenas para pacientes alergicos aos 

betalactamicos e quando as cepas sao MRSA. 

SXT 


X 


Nao relatar nos laudos das cepas isoladas do SNC. 

Tetraddina 


X 

X 

Nao relatar nos laudos das cepas isoladas do SNC. Relatar 

apenas com as cepas de MRSA isoladas de 

hemoculturas. Nao relatar quando os pacientes sao 

crlangas e qestantes. 

Linezolida 



X 

Testar e relatar as cepas de MRSA. 

Daptomidna 



X 

Testar as cepas de MRSA. Relatar apenas a pedido dos 

medicos infectoloqistas. 

Ceftarolina 



X 

Testar e notificar as cepas de MRSA. Relatar apenas a 

pedido dos medicos infectoloqistas. 

Tabela 17.37 Notificagao seletiva de antimicrobianos para Enterobacteriaceae isoladas de diferentes 
amostras, exceto urina. 

Antibioticos 

Primarios 

Secundarios 

Seletivos 

Comentarios 




Ampicilina 

X 



Se for l/R, realizar teste com AMX/CLA. 

Amoxicilina- 

davulanato 


X 


Se for l/R a AMP, realizar o teste. Relatar seletivamente, de 

acordo com o local da Infecgao. Nao relatar para cepas 

isoladasdoSNC. 

Piperadlina- 

tazobactam 


X 


Se for l/R a AMP, realizar o teste. Relatar seletivamente, de 

acordo com o local da infecgao. Nao relatar para cepas 

isoladasdoSNC. 

Cefazolina 

X 



Se for l/R, relatar l/R a AMP. Nao relatar para cepas isoladas 

doSNC. 

Gentamicina 

X 



Se for l/R, realizar teste com tobramicina. 

Tobramicina 


X 


Se for l/R, realizar teste com amicacina. 

Cefoxitina 

X 



Realizar teste de triagem para betalactamase tipo AmpC. 

Nao relatar. 

Ceftriaxona 

X 



Se for l/R com £ coli, Klebsiella ou P. mirabilis, a bacteria 

pode ser produtora de ESBL. 

Ceftazidima 

X 



Se for l/R com £ coli, Klebsiella ou P. mirabilis, a bacteria 

pode ser produtora de ESBL. 

SXT 

X 



Nao relatar para cepas isoladas do SNC. 

Meropenem 

X 



Se for l/R, a cepa pode ser produtora de carbapenemase. 

Ciprofloxacino 

X 



Relatar apenas cepas isoladas por hemocultura. Nao relatar 

se os pacientes forem criangas. 

Colistina 



X 

Testar e relatar cepas multidrogarresistentes. 

Tigeciclina 



X 

Testar e relatar cepas multidrogarresistentes. Nao relatar 

para cepas isoladas por hemocultura. 


Tabela 17.38 Recomendagoes do CLSI M39-A3 para elaboragao e uso do antibiograma cumulativo. 


Recomendagoes 

Comentarios 

Utilizar o CLSI M39-A2 para compilar o antibiograma. 

Devem ser usadas as diretrizes publicadas, porgue os dados serao utilizados para 

orientar o tratamento emplrico inicial. 

Analisar e publicar os dados, ao menos uma vez por ano. 

Volume de amostras peguenas pode nao ser apropriado para urn perfil de 

antibiograma adeguado. 

Incluir cepas isoladas da pratica cllnica, nao amostras de vigilancia 

epidemiologica. 

As cepas isoladas das amostras de vigilancia epidemiologica podem distorcer os 

dados (/'. e., elas tendem a ser mais resistentes). 

Incluir os resultados apenas dos farmacos testados rotineiramente. 

Quando alguns farmacos incluidos no antibiograma cumulativo sao testados 

apenas com determinadas cepas, os dados sao distorcidos. 

Incluir a primeira cepa isolada do paciente no periodo analisado, 

independentemente da area do corpo do gual a amostra foi 

Quando as cepas isoladas repetidamente nao sao eliminadas da analise, a 

porcentagem de cepas sensiveis na maioria dos casos e menor gue guando as 




obtida ou o padrao do TSA. 

Calcular a porcentagem de cepas sensi'veis. Nao induir a 
porcentagem de cepas com sensibilidade intermediaria. 


No caso do Streptococcus pneumoniae, calcular e relatar a 

porcentagem de cepas sensi'veis e de cepas com sensibilidade 
intermediaria a penicilina; calcular e relatar a porcentagem de 
cepas sensi'veis a cefotaxima ou a ceftriaxona com base nos 
limites de sensibilidade para meningite e outras infec^oes. 

No caso dos estreptococos do grupo viridans, calcular e relatar as 
porcentagens de cepas sensi'veis e com sensibilidade 
intermediaria a penicilina. 

No caso do Staphylococcus aureus, calcular e relatar a porcentagem 
de cepas sensi'veis de todos os estafilococos isolados, assim 
como do subgrupo de MRSA. 

Adaptada do CLSI M39-A3 e da referenda 252. 


Boxe17.8 


Diretrizes para a compilagao de um relatorio cumulative de sensibilidade antimicrobiana 

• Os resultados duplicados devem certamente ser exclui'dos; apenas a primeira cepa isolada de determinada bacteria de cada paciente em 
determinado periodo (p. ex., 1 ano) deve ser indui'da na analise, independentemente das outras caracterfsticas das cepas 

• Se for possi'vel, as cepas de clones relacionados associadas aos surtos devem ser exduidas de forma a nao distorcer o perfil do antibiograma de 
determinado patogeno 

• Os farmacos dos grupos A e B para cada microrganismo devem ser inclui'dos; devem ser exduidos os antibioticos testados seletivamente 

• Diferenciar o perfil do antibiograma cumulativo para as cepas importantes com base nas infecgoes invasivas versus localizadas e/ou das fontes 
dos especimes para todos os locais e grupos de pacientes 

• Compilar os perfis de antibiograma relativos aos diversos setores da instituii;ao (/. e., UTI versus enfermarias do hospital) e dos diferentes locais 
da mesma regiao (/. e., hospitais diferentes versus ambulatorios) se houver um numero suficiente de cepas isoladas para isso 

• Analisar separadamente os dados relativos as cepas isoladas de idosos (/. e., institutes de cuidados cronicos) e pacientes adultos e pediatricos 
hospitalizados, de forma a detectar diferen^as nas tendencias de resistencia desses grupos de pacientes 

• E importante usar um formato conciso, gue permita acesso o e a leitura faceis aos medicos e as outras partes interessadas (/. e., 
preferencialmente relatorios eletronicos) 

• Os dados devem ser atualizados a intervalos regulares; anualmente, deve ser publicado um antibiograma cumulativo, ou a intervalos mais 
freguentes no caso das UTI. 


cepas repetidas sao eliminadas. 

A porcentagem de cepas sensi'veis com determinada combina^ao especifica de 
farmaco-patogeno e afetada pelas praticas de cultura, popula^ao de 
pacientes, praticas de coleta dos especimes e normas dos testes de 
sensibilidade antimicrobiana. Como os dados sao usados para orientar o 
tratamento empirico inicial, devem ser inclui'dos apenas os farmacos aos 
guais as bacterias sao sensi'veis. 

Isso facilita a escolha do tratamento antibiotico empirico com base no local/fonte 
da infecgao; os limites do CLSI M100-S23 diferem guanto a penicilina, 
cefotaxima ou ceftriaxona, dependendo do diagnostico; 


Alem da porcentagem de cepas sensi'veis a penicilina (p. ex., 80%), induir a 
porcentagem de cepas com sensibilidade I em nota de rodape (p. ex., "Dentre 
os 20% de cepas nao sensi'veis, 15% tinham sensibilidade intermediaria [CIM 
de 0,25 a 2 pg/rnd] e 5% eram resistentes [CIM de 4 gg/m£] a penicilina"). 

Algumas cepas de MRSA tern porcentagem mais baixa de S aos antibioticos 
antiestafilococicos nao betalactamicos gue as cepas de MSSA. 
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Dados derivados dos testes de sensibilidade rotineiros realizados por Calgary Laboratory Services. 



n 

Penicilina 

Amoxicilina/ 

ampeilina 

Cloxacilina 

Pipe/tazo 

Ticar/clavu 

Cefalexina 

(urina) 

Cefazolina 

Ceftriaxona 

Cefuroxima 

Ceftazidima 

Clindamcina 

Eritromicina 

O) 

Nortloxacino 

(urina) 

Ciprofloxacino 

LevoJcKacino 

Nitrofurantofna 

(urina) 

Vanoomicina 

Gentamicina 

Tobramicina 

Tetraciclina 

Enterococcus faecalis 

428 


100 















100 

99 




Enterococcus taecium 

139 


16 















18 

50 




Staphylococcus aureus 

561 



81 




81 




81 

72 

98 





100 

99 


97 

Staphylococcus coag. neg. 

165 



34 




34 




63 

33 

59 





100 

74 



Streptococcus artginosus, grupo 

85 

100 










87 

84 










Streptococcus, exceto anginosus 

30 

77 










97 

57 










Streptococcus do grupo A« 

104 

100 










88 

88 










Streptococcus 

pneumoniae 

Meningite 

54 

92 







96 










100 




Exceto meningite 

54 

100 







100 



93 

83 

100 



100 





Citrobacter spp. 


46 













87 

100 

100 


91 


98 



Enterobacter aerogenes' 

36 













100 

100 

100 


6 


100 



Enterobacter cloacae * 

149 













91 

99 

99 


18 


97 



Escherichia coS 

1.127 


43 


95 


85 


87 





78 

78 

78 


93 


90 



Haemophilus influenzae 
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• 'Em geral. esses microrganismos produzem betalactamases induzlveis, que s&o responsSveis pela ineficficia do tratamento com cefalosporinas de 3» geragao, apesar da sensibilidade in wfro. 
« Os testes de sensibilidade nao sao realizados rotineiramente. Os resultados sao baseados em todas as cepas de GSA isoladas das culturas de secreg6es tarlngeas em Calgary 
Laboratory Services (CLS), quando os testes de sensibilidade foram solicitados com finalidades terapSuticas. 
o Os resultados relativos a Stenotrophomonas maltophilia representam a populapSo geral de pacientes internados e testados no CLS. 

Observagao: A porcentagem de cepas senslveis de cada combinagao de antibidtico-bacteria toi gerada incluindo-se a primeira cepa de cada microrganismo isolada de determinado 
paciente. No antibiograma, foram inclutdas apenas as especies com 30 cepas isoladas no mtnimo. 

Observagao: Quanto a alguma cepa nao indulda aqui, por favor, consulte o antibiograma da Comunidade. 


■ FIGURA 17.41 Antibiograma cumulativo de urn hospital terciario de grande porte. (Cortesia de Calgary Laboratory 
Services.) 
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t Sinergia com antibioticos que atuam na parede celular, prevista com base na sensibilidade a 500 mg/f de gentamicina. 

* Em geral, esses microrganismos produzem betalactamases induzlveis, que sao responsaveis pela ineficacia das cefalosporinas de 3** geracao, apesar 
da sensibilidade in vitro. 

# Os testes de sensibilidade nao sao realizados rotineiramente. 

¥ Isolados da urina. Especies indeterminadas. 

♦ As sensibilidades dos pneumococos a penicilina e a ceftriaxona estao baseadas nos limites para meningite. 

= Veja antibiogramas para pacientes hospitalizados. 

Observacao: A porcentagem de cepas senslveis de cada combinagao de antibidtico-bacteria foi gerada incluindo-se a primeira cepa de 
cada microrganismo isolada de determinado paciente. No antibiograma, foram incluldas apenas as especies com 30 cepas isoladas no mlnimo. 





































































































































































■ FIGURA 17.42 Antibiograma cumulativo dos servigos de atendimento comunitarios de urn departamento regional de 
saude amplo. (Cortesia de Calgary Laboratory Services.) 

Uso racional dos antibioticos 

Uso racional dos antibioticos significa a utilizapao prudente e eficaz destes farmacos por profissionais de saude, 
inclusive o uso do farmaco mais apropriado administrado na dose certa e pela via certa, administrado por um 
periodo suficiente para tratar a infeegao de determinado paciente. O uso inadequado dos antibioticos, inclusive 
utilizapao excessiva ou indevida (p. ex., dose abaixo da ideal), e um fator contribuinte significative para os 
aumentos rapidos da resistencia antimicrobiana e dos custos da assistencia a saude, bem como de evolupoes 
insatisfatorias dos pacientes. 101,131,372 Os antibioticos tambem nao estao isentos de riscos e os pacientes podem ter 
complicapoes adversas relacionadas com o farmaco usado e/ou desenvolvimento de diarreia causada por C. difficile. 
As comissoes do programa para o uso racional dos antibioticos (ASP; do ingles, antibiotic stewardship program ) 
funcionam como uma subcomissao multidisciplinar especializada dos programas de Farmaria & Terapeutica (F&T) 
dos hospitais, cujos objetivos sao os seguintes: determinar o formulario e antibioticos, melhorar a evolupao clinica 
dos pacientes; e reduzir os custos evitando o uso inadequado dos antibioticos. Recentemente, a Infectious Disease 
Society of America (IDSA) publicou diretrizes para a elaborapao de um ASP hospitalar. 153 A equipe principal da 
comissao multidisciplinar ASP deve incluir, no minimo, um medico especialista em doenpas infecciosas e um 
farmaceutico clinico com treinamento em doenpas infecciosas, que deve dirigir o programa. Em condipoes ideais, 
tambem devem ser incluidos um microbiologista clinico, um especialista em sistemas de informapao e um 
profissional do departamento de controle de infeepoes. A colaborapao dos membros da comissao ASP com o 
departamento de controle de infeepoes e com a F&T e essencial. A administrapao do hospital tambem deve apoiar e 
colaborar com o ASP, de forma que sejam alocados os recursos necessarios a implementapao dos diversos 
componentes do programa. Semelhante aos programas de controle de infeepoes, o ASP fimeiona dentro do hospital 
sob os auspicios de um programa de controle de qualidade nas areas de seguranpa dos pacientes e gerenciamento de 
riscos. Devem ser defmidas expectativas especificas para o ASP (inclusive resultados clinicos e fmanceiros) e a 
infraestrutura necessaria deve ser provida para que seja monitorada prospectivamente o uso dos antibioticos e 
monitorados os parametros de qualidade. A criapao de bancos de dados do laboratorio e dos servipos de saude 
interligados permite avaliar as intervenpoes nos processos e os parametros de evolupao como um indicador de 
qualidade rotineiro. Sem acesso a um prontuario medico eletronico, a compilapao e a avaliapao dos resultados do 
programa sao mais dificeis. 

A Tabela 17.39 descreve os diversos componentes de um ASP eficaz, que deve ser implementado em parte ou 
completamente, dependendo das normas, das necessidades e dos recursos locais. 1 " Entretanto, as estrategias ideais 
de prevenpao e controle da resistencia antimicrobiana hospitalar ainda nao foram totalmente defmidas, porque 
existem poucos estudos randomizados controlados sobre as diversas intervenpoes. No minimo, um ASP deve 
monitorar ativamente o indice de resistencia dos principais microrganismos (/. e., MRSA, VRE, bacterias gram- 
negativas multidrogarresistentes), adotar estrategias para reduzir o uso inadequado dos antibioticos e trabalhar em 
colaborapao direta com o programa de controle de infeepoes com o objetivo de evitar a disseminapao secundaria da 
resistencia. A maioria dos medicos nao recebe treinamento adequado para diagnosticar doenpas infecciosas e 
prescrever antibioticos. Por essa razao, educapao e um dos componentes mais essenciais de um ASP. 

O laboratorio de microbiologia clinica desempenha um papel de apoio fundamental aos programas de controle 
de infeepoes e uso racional dos antibioticos no hospital. Como foi descrito antes neste capitulo, a identificapao 
precisa e oportuna dos principais patogenos bacterianos e dos perfis de resistencia antimicrobiana clinicamente 
importantes sao essenciais a eficacia desses dois programas de garantia de qualidade. A elaborapao do(s) 
antibiograma(s) local(is) com dados referidos a sensibilidade de cada patogeno tambem e crucial ao 
desenvolvimento de recomendapoes terapeuticas apropriadas ao tratamento empirico de varios tipos de infeegao. A 
genotipagem das cepas resistentes aos antibioticos importantes com o objetivo de monitorar a disseminapao clonal 
tambem e uma funpao essencial do laboratorio. Embora nao seja necessaria ao cuidado rotineiro dos pacientes, a 
caracterizapao molecular dos mecanismos especificos de resistencia dos patogenos importantes e um requisite 
fundamental do sucesso da vigilancia epidemiologica e da investigapao de surtos. Por exemplo, a tipagem molecular 
de todas as cepas de MRSA em determinada jurisdipao de saude pode determinar se as cepas sao adquiridas nos 
hospitais ou nas comunidades, ou se sao adquiridas nas comunidades, mas endemicas em determinado servipo de 
saude em razao da disseminapao secundaria. 140 Do mesmo modo, a investigapao epidemiologica da disseminapao da 


E. coli produtora de ESBL em um departamento de saude regional amplo identificou as viagens a Asia como uma 
das causas principals da introdugao e da disseminagao desta bacteria como causa de infecgocs urinarias. 470 

Tabela 17.39 Componentes essenciais de um programa de uso racional dos antibioticos (ASP). 


Componentes 

Estrategias 

Comentarios 

Monitoramento da resistenda 

Auditoria prospectiva do uso dos antibioticos e 

Reduz o uso inadequado dos antibioticos. 

antimicrobiana 

feedback aos medicos que os prescrevem. 

0 monitoramento deve ser realizado rotineiramente nas 

institutes que utilizam restri^oes ao formulario para 

determinar se a altera^ao da prescri^ao de antibioticos 

alternativos esta aumentando a resistenda. 

Intervenes farmaceuticas 

Restrigao ao formulario e exigences de pre- 

Causam reduces significativas do uso dos antibioticos e 


autoriza^ao para farmacos especificos 

dos custos. 

Podem ser beneficas a uma resposta multifacetaria a um 

surto nosocomial. 

0 beneficio a longo prazo no controle da resistenda 

antimicrobiana nao esta confirmado. 


Formularios de prescri^ao dos antibioticos 

Diminui o consumo de antibioticos por meio de bloqueios 

automaticos das prescribes e da exigencia de 

a Iterates da parte dos medicos. 

Tambem podem facilitar a implementabo das diretrizes 

praticas. 


Otimiza^ao das doses 

Os ajustes das doses com base nas caracteristicas dos 

pacientes, nos agentes etiologicos e no local da 

infecgao, assim como nas caracteristicas de PK/PD do 

farmaco, sao essenciais. 


Conversao do tratamento parenteral ao oral 

Plano sistematico de conversao ao tratamento oral, 

quando a condi^ao do paciente permite; isto pode 

reduzir a duragio da interna^ao e os custos da 

assistencia a saude. 

Promo^ao do uso adequado dos 

Educa^ao e essencial para influenciar as praticas de 

A educa^ao sem intervene ativa tern eficacia apenas 

antibioticos 

prescrigao e aumenta a aceita^ao das outras 

estrategias. 

minima na mudan^a de comportamentos. 


Desenvolvimento e implementapo de diretrizes de 

As diretrizes e os processos dinicos que incorporam a 


pratica multidisciplinar e processos dinicos 

microbiologia e os padroes de resistenda locais podem 

melhorara utilizagao dos antibioticos. 

A adogio das diretrizes e facilitada pela educagio e pelo 

feedback quanto ao uso dos antibioticos. 

Laboratorio de microbiologia 

• Fornece resultados da cultura e dos testes de 

Melhora o tratamento do paciente e facilita o controle das 


sensibilidade especificos do paciente 

infecbes pelo programa eficaz de vigilancia 

epidemiologica da resistenda. 



• Fornece dados cumulativos acerca da Ajuda os medicos a escolher o tratamento antimicrobiano 

sensibilidade aos antimicrobianos (/'. e., empirico inicial e facilita o controle de infec^oes no 

antibiograma) programa de vigilanda epidemiologica eficaz da 

resistencia. 

Programa de controle de infecgoes Trabalho em colaboragao com urn programa eficaz Evita disseminagio secundaria da resistencia 

de controle de infecgoes 

Adaptada com base na referenda 112. 

Os microbiologistas clinicos devem fazer parte de um ASP efetivo e assegurar que os procedimentos 
laboratoriais sejam adotados para fomecer os diversos tipos de apoio citados. Em especial, os testes de sensibilidade 
antimicrobiana e os procedimentos de notificagao dos resultados devem ser revisados anualmente e as diretrizes 
atualizadas do CLSI devem ser adotadas imediatamente, de forma a detectar com precisao os tipos de resistencia 
emergentes. 

Perspectivas futuras 

A tecnologia modema pode ser usada progressivamente para detectar rapidamente os tipos especificos de resistencia 
entre os patogenos bacterianos principais. Recentemente, estudos demonstraram que a atividade de carbapenemase 
de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii poderia ser detectada rapidamente (quatro horas) por meio da 
espectrometria MALDI-TOF. 81,266 ' 111 Essa tecnica tem diversas vantagens sobre os outros metodos convencionais 
para detectar resistencia aos carbapenemicos (inclusive os metodos fenotipicos e a PCR), porque consegue detectar 
niveis baixos desta atividade enzimatica a um custo reduzido, mesmo quando o tipo de enzima em determinada cepa 
era desconhecido. MALDI-TOF poderia ser usada para detectar resistencia causada por outros tipos de enzimas 
desses patogenos bacterianos importantes. 

A detecgao molecular dos varios determinantes de resistencia utilizando um ensaio de microarray Luminex 
xMAP® (Luminex, Texas) tambem e exequivel, embora a etapa limitante seja a identificagao de todos os genes 
possivelmente envolvidos nos varios tipos de resistencia. Um ensaio Luminex tem sido usado para detectar 
resistencia de Campylobacter jejuni e de isolados de Salmonella as fl uoroqui nolonas. 26,564 Recentemente, tambem 
foram langados no mercado outros sistemas de PCR multiplex moleculares para a identificagao simultanea e rapida 
das principais bacterias gram-positivas e gram-negativas, bem como dos genes de resistencia antimicrobiana mais 
importantes. O Verigene® Gram-positive Blood Culture Test (Nanosphere Inc., Northbrook, Ill) foi aprovado 
recentemente pela FDA para a identificagao rapida (z. e., cerca de 90 minutos) de patogenos isolados em 
hemocultura e inclui a detecgao dos genes mecA e vanA/B (www.nanosphere.us/product/gram-positive-blood- 
cultures). 582,662 O tempo necessario para preparagao das amostras, inoculagao do cartucho de teste e a colocagao do 
cartucho dentro do leitor Verigene® e do equipamento de processamento SP e minimo. As avaliagoes recentes desse 
ensaio demonstraram grau elevado de precisao global, em comparagao com os metodos rotineiros de hemocultura 
para a identificagao rapida dos patogenos; o uso deste ensaio pode permitir que o tratamento antibiotico apropriado 
seja iniciado mais rapidamente para tratar bacterias resistentes. O teste Biofire FilmArray® e um ensaio de PCR 
multiplex aprovado pela FDA, que incorpora a preparagao de amostras, a amplificagao, a detecgao e a analise em 
um unico sistema (www.filmarray.com/the-panels). Hoje em dia, o painel de identificagao de hemocultura 
FilmeArray® testa um total de 27 alvos, inclusive 24 patogenos e tres genes de resistencia antimicrobiana 
associados a bacteriemia. Esse teste de identificagao rapida pode reconhecer os patogenos bacterianos detectados 
mais comumente e duas especies de Candida em uma hemocultura positiva dentro de aproximadamente uma hora, 
com tempo reduzido de manuseio. Atualmente, existem na literatura poucos estudos publicados comparando o 
FilmArray® BCID com as hemoculturas rotineiras ou outros metodos moleculares. 8,46 

A tecnologia mais modema permite redugoes expressivas do intervalo entre a coleta da amostra clinica e a 
liberagao dos resultados da identificagao das cepas clinicamente relevantes e sua sensibilidade antimicrobiana, em 
comparagao com a cultura rotineira e a identificagao fenotipica seguida dos testes de sensibilidade antimicrobiana. 
A redugao do tempo necessario a realizagao dos exames microbiologicos, principalmente dos pacientes com 
infecgoes invasivas graves (z. e., bacteriemia), podera finalmente melhorar sua evolugao clinica, porque o tratamento 



antibiotico apropriado podera ser iniciado no menor tempo possivel e os custos medicos subsequentes poderao ser 
reduzidos em razao das internagoes hospitalares mais breves. 
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Introducao 

Os micoplasmas e os ureaplasmas sao os microrganismos que diferem de outras bacterias pela ausencia de uma 
parede celular rigida. As celulas individuals sao apenas delimitadas por uma unica membrana trilaminar. Alem 
disso, a quantidade de material genetico que constitui o genoma desses microrganismos e muito pequena 
(aproximadamente 500 kb). Esses microrganismos possuem capacidade limitada de biossintese, e, em consequencia, 
a cultura dos micoplasmas e dos ureaplasmas exige um meio enriquecido que contenha precursores para a 
biossintese de acidos nucleicos, proteinas (inclusao de peptona basal e extrato de levedura) e lipidios (o soro e 
frequentemente incluido). Com efeito, um dos principais criterios empregados na classificagao taxonomica desses 
microrganismos e a necessidade do complexo de lipidio colesterol no meio de crescimento para determinados 
micoplasmas e microrganismos semelbantes a micoplasmas. 472 ' 505 Todas as especies de Mycoplasma produzem 
trifosfato de adenosina (ATP) por meio de fosforilagao em nivel de substrata, realizada pela acido fosfoglicerico 
quinase e piruvato quinase, duas enzimas da via glicolitica que se estende da glicose ate o piruvato. 302 Essas duas 
enzimas parecem constituir a principal fonte da maior parte do ATP sintetizado pelos microrganismos da classe 
Mollicutes. 

Esses microrganismos sao muito menores do que a maioria das bacterias e tern a capacidade de atravessar os 
filtros biologicos. M. hominis (MH) e Ureaplasma spp. sao celulas cocoides com cerca de 0,5 pm de diametro, 
enquanto M. pneumoniae aparece como celulas fiisiformes, medindo cerca de 1 a 2 pm de comprimento e 0,1 a 0,2 
pm de diametro. 524 O tempo de geragao desses microrganismos varia de 1 a 1,5 hora para Ureaplasma spp. e MH 
ate cerca de 6 horas para M. pneumoniae. Existem tambem especies mais fastidiosas que recentemente foram 
isoladas de doengas clinicas em seres humanos, como M. genitalium, que possui um tempo de geragao de 
aproximadamente 16 horas. 524 A ausencia de uma parede celular bacteriana tipica contendo peptidoglicano toma 
esses microrganismos insensiveis aos agentes antimicrobianos ativos contra a parede celular, como as penicilinas e 
as cefalosporinas. Em consequencia, o isolamento desses microrganismos a partir de amostras clinicas pode ter 
implicagoes terapeuticas significativas. 

Os micoplasmas e os ureaplasmas tem sido isolados de seres humanos, animais, aves, insetos e plantas, e novas 
especies estao sendo continuamente identificadas e descritas na literatura taxonomica. " Algumas especies tambem 
possuem uma existencia de vida livre no solo e na agua. Os micoplasmas que colonizam os seres humanos 
pertencem ao genero Mycoplasma e ao genero Ureaplasma', este ultimo contem micoplasmas capazes de hidrolisar a 
ureia. Varias especies do genero Mycoplasma e duas especies do genero Ureaplasma, U. urealyticum (UU) e U. 
parvum, sao encontradas em amostras clinicas humanas. Para simplificar, o termo Ureaplasma spp. sera empregado 
neste capitulo para referir-se a esses micoplasmas genitais, em lugar dos nomes especificos das especies. Entretanto, 
MH, M. genitalium e M. fermentans serao discutidos como especies separadas. 

Com a excegao de M. pneumoniae, o papel dos outros micoplasmas - especificamente MH, UU e U. parvum - 
na doenga humana tem sido controverso. M. pneumoniae constitui uma causa bem-reconhecida de pneumonia 
atipica, enquanto MH, UU e U. parvum estao associados principalmente a colonizagao e infecgao do trato genital 
em adultos e a colonizagao e doenga do trato respiratorio em recem-nascidos. 314 ’ Essas especies estao associadas a 
uma ampla variedade de condigoes patologicas e sao implicadas como agentes etiologicos dessas condigoes. 
Entretanto, essas mesmas especies tambem podem ser isoladas de individuos assintomaticos, sugerindo que eles 
podem se comportar principalmente como patagenos oportunistas. ’ ’ M. genitalium foi isolado do trato genital 
e do trato respiratorio, e o seu papel como agente sexualmente transmitido, provocando uretrite nao gonococica, nao 
causada por clamidias (NGNCU; do ingles, nongonococcal, nonchlamydial urethritis ) e outras infecgoes do trato 
genital esta sendo atualmente elucidado. 23,312,500 Entretanto, a sua presenga e comportamento no trato respiratorio 
nao estao bem-esclarecidos. Outras especies de Mycoplasma sao encontradas como parte da microbiota da boca, 
particularmente nas areas gengivais ao redor dos dentes. No final da decada de 1980, outro “novo” micoplasma, 
denominado na epoca “M incognitas”, foi identificado em amostras de necropsia de pacientes com AIDS, 
sugerindo que esse microrganismo poderia causar infecgao oportunista ou representar um cofator sexualmente 
transmissivel que influenciaria a progressao da doenga. 20 ""' 4 " Posteriormente, esse microrganismo foi identificado 
como cepa do micoplasma fastidioso, M. fermentans. Varios outros micoplasmas descritas recentemente foram 
isolados de pacientes infectados pelo HIV, e essas descobertas estimularam um renovado interesse pelos fatores de 
virulencia dos micoplasmas, bem como pelos metodos empregados para a sua detecgao e identificagao. 546 Neste 


capitulo, serao considerados os micoplasmas humanos, com enfase na importancia clinica de M. pneumoniae e dos 
micoplasmas genitais (MH, UU e M. genitalium), bem como nos metodos empregados para o isolamento, a 
identificagao e os testes de sensibilidade dessas bacterias no laboratorio clinico. 

Taxonomia de micoplasmas e ureaplasmas 

O primeiro relato publicado sobre o genero Mycoplasma apareceu em 1898, pelos cientistas franceses Nocard e 
Roux que descreveram um microrganismo incomum associado a pleuropneumonia bovina contagiosa. 418 Os 
micoplasmas envolvidos na infecgao humana so foram descritos em 1942, quando Eaton et al. isolaram um agente 
filtravel de amostras de escarro de pacientes com “pneumonia atipica”. O termo agente de Eaton foi posteriormente 
empregado para referir-se a esses pequenos microrganismos que, a principio, foram considerados particulas virais. 
Em 1962, o agente de Eaton foi isolado em culturas acelulares, demonstrando que se tratava, de fato, de uma 
bacteria que nao possuia uma parede celular e tinha exigencias especificas para o seu crescimento em cultura. 418 

Os micoplasmas e os ureaplasmas sao classificados na classe Mollicutes (Boxe 18.1). O termo Mollicutes 
significa “pele suave”, para referir-se a ausencia de uma parede celular bacteriana rigida. A analise de sequencias do 
RNA ribossomico (rRNA) revelou que os microrganismos da classe Mollicutes estao mais estreitamente 
relacionados com as bacterias gram-positivas e seus parentes mais proximos sao os estreptococos. 407,418 A classe 
Mollicutes contem 4 ordens (Mycoplasmatales, Entomoplasmatales, Acholeplasmatales e Anaeroplasmatales; Boxe 
18.1), 5 familias, 8 generos e > 150 especies, das quais cerca de 16 foram isoladas de especimes humanos. 524 A 
ordem Entomoplasmatales foi criada para acomodar as familias Entomoplasmataceae e Spiroplasmataceae. Os 
generos Entomoplasma e Mesoplasma da familia Entomoplasmataceae sao encontrados em insetos e plantas. 8 " 0 O 
genero Entomoplasma e constituido por especies que necessitam de esterol e cujo crescimento otimo ocorre a 30°C, 
enquanto o genero Mesoplasma contem especies que nao necessitam de colesterol, mas que crescem melhor a 30°C, 
em meios isentos de colesterol e de soro suplementados com Tween 80 (0,04%). A familia Spiroplasmataceae inclui 
um unico genero, Spiroplasma, constituido por formas espiraladas de Mollicutes, que exigem a presenga de 
colesterol para o seu crescimento e que sao encontradas em plantas e em insetos. Os membros da ordem 
Acholeplasmatales nao necessitam de esterois para o seu crescimento e sao encontrados predominantemente em 
plantas, em animais e em insetos. 10 ' 811 A presenga desses microrganismos em tecidos animais e documentada pela 
ocorrencia de acoleplasmas como contaminantes em meios de cultura de tecido suplementados com soro animal. 10 
Foram isoladas duas especies , Acholeplasma laidlawii e Acholeplasma oculi, de seres humanos. 314,400,536 A laidlawii 
esta imunologicamente relacionado com M. pneumoniae e M. genitalium , 72 Como nao ha necessidade de compostos 
de esterol para o seu crescimento, os acoleplasmas podem ser cultivados em meios isentos de soro exogeno. A 
ordem Anaeroplasmatales compreende uma unica familia (Anaeroplasmataceae), contendo dois generos, 
Anaeroplasma e Asteroleplasma."" Esses dois generos sao estritamente anaerobios no seu metabolismo. As especies 
de Anaeroplasma necessitam de colesterol para o seu crescimento, o que nao ocorre com os membros do genero 
Asteroleplasma. Ambos os generos sao encontrados no rumen de bovinos e ovinos. Na atualidade, a familia 
Mycoplasmataceae inclui os micoplasmas hemotroficos que eram anteriormente classificados no genero 
Eperythrozoon e no genero Haemobartonella (Boxe 18.1). Esses microrganismos parasitam a superficie dos 
eritrocitos de varios animais. 


Boxe 18.1 


Taxonomia dofilo Firmicutes, classe Mollicutes 


Esteroides 
necessarios para 


Ordem 

Familia 

Genero 

o crescimento 

Habitat 

Comentarios 

Mycoplasmatales 

Mycoplasmataceae 

Mycoplasma 

Sim 

Seres humanos, 

Crescimento otimo a 35° a 


animais 37°C;metabolizama 

glicose ou a arginina ou 
ambas 





Ureaplasma 

Sim 

Seres humanos, 

animais 

Crescimento otimoa 35° a 

37°C; metabolizam a ureia 



"Eperythrozoon" 

(atualmente membros do 

genero Mycoplasma) 


Animais, induindo 

primatas 

Bacterias parasitas sem 

parede celular, nao 
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dos eritrocitos 



“Haemobartonella" 

(atualmente membros do 

genero Mycoplasma) 


Animais; foi 
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possibilidadede 

infecgoes em seres 

humanos 

Bacterias parasitas sem 

parede celular, nao 

cultivaveis, encontradas na 

superficie da membrana 

dos eritrocitos 

Entomoplasmatales 

Entomoplasmataceae 

Entomoplasma 

Sim 

Insetos, plantas 

Crescimento otimoa 30°C 



Mesoplasma 

Nao 

Insetos, plantas 

Crescimento otimoa 30°C; 

crescimento em meio 

isentodesoro, com 0,04% 

de Tween 80 


Spiroplasmataceae 

Spiroplasma 

Sim 

Insetos, plantas 

Crescimento otimoa 30°a 

37°C 

Acholeplasmatales 

Acholeplasmataceae 

Acholeplasma 

Nao 

Animais, insetos, 

plantas 

Crescimento otimoa 30°a 

37°C 

Anaeroplasmatales 

Anaeroplasmataceae 

Anaeroplasma 

Sim 

Rumen debovinose 

ovinos 

Anaerobio 



Asteroleplasma 

Nao 

Rumen debovinose 

ovinos 

Anaerobio 


Os membros da ordem Mycoplasmatales necessitam de esterois, como o colesterol, para a sua cultura in vitro. A 
unica fami'lia dessa ordem - Mycoplasmataceae - contem dois generos: Mycoplasma e Ureaplasma. O genero 
Mycoplasma e constituldo por mais de 100 especies, cujo habitat e amplamente variavel, com grande variedade de 
plantas e animais, incluindo mamiferos, insetos, aves e repteis, que podem existir como comensais, parasitas e/ou 
patogenos. 320,505,51 As especies de Mycoplasma que foram isoladas de seres humanos estao relacionadas no Boxe 
18.2. Mycoplasma hominis, M. genitalium, M. fermentans, M. primatum, M. spermatophilum e M. penetrans sao 
isolados principalmente do trato genital humano, enquanto M. pneumoniae, M. salivarium, M. orale, M. buccale, M. 
faucium e M. lipophilum podem ser isolados do trato respiratorio humano. M. salivarium e encontrado em fissuras 
gengivais e pode desempenhar um papel em determinados tipos de doenga periodontal. M. orale, M. faucium, M. 
buccale e M. lipophilum sao considerados parte da microbiota das vias respiratorias superiores e nao sao 
patogenicos. M. genitalium despertou muito interesse cientifico nesses ultimos anos como agente etiologico da 
uretrite nao gonococica (NGU; do ingles, nongonococcal urethritis ) aguda e cronica e de varias outras infecgoes do 
trato genital. 312,517 M. fermentans foi isolado pela primeira vez do trato urogenital humano, e postula-se que possa 
desempenhar um papel na uretrite, na artrite reumatoide e na progressao da infecgao pelo HIV. Essa especie e 
identica a “M incognitus ”, que foi isolado de pacientes com AIDS (ver discussao adiante). 413 M. penetrans, uma 
especie adicionada recentemente ao genero, foi isolada da urina de paeientes com AIDS e, a semelhanga de M. 
fermentans, pode atuar primariamente como agente infeccioso oportunista em hospedeiros imunocomprometidos. O 
nicho ecologico de M. pirum nos seres humanos e incerto. 



A semelhanqa de outras bacterias, os micoplasmas isolados de materiais clinicos humanos diferem em certas 
caracteristicas fenotipicas, que sao utilizadas para o seu isolamento e a sua identificagao (Tabela 18.1). M. 
pneumoniae fermenta a glicose, com formagao de produtos finals acidos, enquanto MH utiliza a arginina, com 
formagao de produtos frnais basicos. A cultura desses microrganismos depende da utilizagao de meios com agar e 
caldo especiais, que sao enriquecidos com fatores necessarios ao crescimento dos micoplasmas, alem de substrates 
especificos para o crescimento, como glicose e arginina. As cepas de M. pneumoniae sao antigenicamente 
homogeneas, com apenas uma sorovariante reconhecida, e todas as cepas apresentam uma composigao semelhante 
de rRNA. O numero de sorovariantes diferentes de MH nao e conhecido, porem foram demonstrados padroes 
heterogeneos de rRNA. 71,56 ’ Alem de certas semelhangas ultraestruturais, foram descritas reatividades sorologicas 
cruzadas e homologias geneticas entre M. pneumoniae e M. genitalium . 72 ' 280,564 


Boxe18.2 


Micoplasma e Ureaplasma isolados de seres humanos 


Especie 

Mycoplasma pneumoniae 

Mycoplasma orale 

Mycoplasma salivarium 

Mycoplasma buccale 
Mycoplasma faucium 
Mycoplasma lipophilum 
Mycoplasma spermatophilum 
Mycoplasma primatum 
Mycoplasma hominis 


Mycoplasma genitalium 


Local(is) comum(ns) de isolamento 

Trato respiratorio, trato genital (muito raro), 
aspirado de liquido articular (muito raro) 


Orofaringe e nasofaringe 

Orofaringe e nasofaringe 

Orofaringe e nasofaringe 
Orofaringe e nasofaringe 
Orofaringe e nasofaringe 
Colo uterino, espermatozoides 
Orofaringe e nasofaringe, uretra feminina 
Trato geniturinario feminino, orofaringe 


Trato geniturinario, orofaringe 


Mycoplasma fermentans 


Trato geniturinario, trato respiratorio 


Comentarios (ou seja, outros locals de isolamento, 
doengas associadas) 

Pneumonia, bronquite, bronquiolite, faringite, crupe; 
meningoencefalite; raros isolados do trato genital e de 
aspirados de liquido articular 

Nenhuma associagao a doengas; tern sido isolado de 
medula ossea e linfonodos de casos de leucemia 

Nenhuma associagao a doengas; importancia 
questionavel na doenga periodontal; raros isolados de 
colo uterino/vagina e de articulagoes artriticas 

Nenhuma associagao a doengas 

Nenhuma associagao a doengas 

Nenhuma associagao a doengas 

Nenhuma associagao a doengas 

Nenhuma associagao a doengas; isolado do umbigo 

Hemoculturas (septicemia pos-parto), vaginose 
bacteriana e outras infecgoes do trato genital, amostras 
de derrame pulmonar e pleural, infecgoes de transplante 
de orgaos e tecidos, infecgoes de feridas cirurgicas, 
infecgoes associadas a proteses, infecgoes neonatais, 
amnionite 

Alguns casos de uretrite nao gonococica e nao causada 
por damidias; o seu papel na infecgao do trato 
respiratorio nao e conhecido; a sua presenga no liquido 
articular (rara) provavelmente resulta de bacteriemia e 
semeadura dos espagos articulares 

Linfocitos do sangue periferico e urina de pacientes com 
AIDS; articulagoes artriticas; medula ossea; possivel papel 





na patogenese da infecgao pelo HIV 

Mycoplasma penetrans 

Trato geniturinario, urina 

Urina de pacientes com AIDS, posslvel papel na 

patogenese do HIV; agente infeccioso oportunista 

Mycoplasma pirum 

Sangue (raro) 

Linfocitos do sangue periferico; contaminante de celulas 

em cultura tecidual de origem humana; papel 

anteriormente proposto na patogenese do HIV 

Ureaplasma urealyticum 

Trato geniturinario; orofaringe, vias respiratorias 

inferiores, tecido placentario 

Vias respiratorias inferiores, sangue (sepse neonatal), 

liquido cefalorraguidiano, locais cirurgicos; possivel papel 

na uretrite nao gonococica; infecgoes do trato genital, 

infecgoes neonatais 

Ureaplasma parvum 

Trato geniturinario 

Infecgoes do trato genital 


O genero Ureaplasma inclui micoplasmas que sao especificamente capazes de hidrolisar a ureia. Atualmente, o 
genero contem sete especies: UU, U. parvum, U. diversion, U. gallorale, U. felinum, U. cati e U. 
canigenitalium . 19 ' 161 ' 16 *’ 194 ’ 249 ’ 438 Ureaplasma era anteriormente conhecido como “cepa T” de micoplasma, em 
virtude do pequeno tamanho (“T” para referir-se a “tiny” minusculo) de suas colonias em meios solidos. 438 Antes de 
1999, foram descritos 14 sorotipos de UU em seres humanos, primatas nao humanos e outros animais. Esses 14 
sorotipos foram defmidos pela sua reatividade em um painel de antissoros policlonais. 144 " Esses sorotipos foram 
agrupados em duas biovariantes: a biovariante 1, constituida pelos sorotipos 1, 3, 6 e 14, e a biovariante 2, incluindo 
os sorotipos 2, 4, 5 e 7 a 13. 166 Os membros dessas duas biovariantes tambem apresentam diferengas em outras 
propriedades, incluindo polimorfismos no comprimento dos fragmentos de restrigao, perfis de proteinas celulares na 
eletroforese em gel de poliacrilamida e sensibilidade a sais de manganes. 19,166 ’ 399 ’ 405,463 Dentro das biovariantes, a 
analise do rRNA com sondas de acidos nucleicos demonstrou uma homologia significativa da sequencia de 
nucleotidios entre sorotipos constituintes. A porcentagem de hibridizagao DNA-DNA entre os sorotipos 1, 3 e 6 da 
biovariante 1 foi de 91 a 92%, enquanto a dos sorotipos 2, 4, 5, 7 e 8 da biovariante 2 variou de 69 a 97%. 
Entretanto, anticorpos monoclonais desenvolvidos contra os sorotipos da biovariante 1 tambem reagiram em 
Western immunoblots com isolados clinicos da biovariante 2, indicando uma consideravel reatividade cruzada 
antigenica entre os sorotipos policlonalmente defmidos. 64 Tecnicas de reagao da cadeia de polimerase (PCR; do 
ingles, polymerase chain reaction) para a detecgao do rRNA 16S especifico da biovariante foram desenvolvidas e 
empregadas para examinar as cepas de referenda e os isolados clinicos, de modo a estabelecer a existencia de 
relagoes entre biovariantes e doengas especificas associadas a UU. 406,491 Em 1998, as biovariantes 1 e 2 de UU 
foram formalmente classificadas como Ureaplasma parvum e Ureaplasma urealvticum, respectivamente. 248 


Tabela 18.1 Caracteristicas para a identificagao de especies de Mycoplasma e Ureaplasma isoladas de 
especimes humanos. 


Local de isolamento 

Utilizagao de 


Tempo para 


Crescimento em 


Especie 

Glicose Arginina Ureia 

pHotimo 

0 

isolamento 

Ar 

C0 2 

Anaerobiose 

Sorovariantes 

Trato respiratorio 








Mycoplasma pneumoniae 

+ - - 

6,5 a 7,5 

4 a 21 dias 

4+ 

4+ 

1 + 

1 

Mycoplasma salivarium 

+ 

6,0 a 7,0 

2 a 5 dias 

2+ 

Dl 

4+ 

1 

Mycoplasma orate 

+ 

7,0 

4 a 10 dias 

2+ 

Dl 

4+ 

1 

Trato genital 













Mycoplasma hominis 

+ 

- 

5,5 a 8,0 

1 a 5 dias 

4+ 

4+ 

4+ 

Desconhecidas 

Ureaplasma 

urealyticum/U. 

parvum 


+ 

5,5 a 6,5 

1 a 4 dias 

4+ 

4+ 

4+ 

14 

Mycoplasma fermentans 

+ + 

- 

7,0 

4 a 21 dias 

2+ 

Dl 

4+ 

1 

Tratos respiratorio/genital 









Mycoplasma genitalium 

+ 

- 

7,0 

LENTO 

2+ 

3 a 4+ 

1 + 

Desconhecidas 

Acholeplasma laidlawii 

+ 

- 

6,0 a 8,0 

1 a 5 dias 

4+ 

4+ 

4+ 

1 

+ = positivo; - = negativo; Dl = dados indisponiveis. 


As outras especies de Ureaplasma sao encontradas exclusivamente em animais. U. diversion (tres sorovariantes) 
e encontrado nos tratos respiratorio e genital de bovinos e ovinos; trata-se do agente etiologico de infecgoes 
matemas e fetais nesses animais, incluindo ammonite, aborto, baixo peso ao nascimento, pneumonia e morte 
neonatais. 194 U. gallorale (uma sorovariante) e uma especie nao patogenica encontrada no trato respiratorio de 
galinaceos e outras aves domesticas. 19,225,249 Duas especies - U. felinum e U. cati - foram isoladas do trato 
respiratorio de gatos domesticos sadios. 167 U. canigenitalium, a especie mais recentemente descrita, foi isolada de 
culturas de amostras da cavidade oral, nasal e do prepucio de caes, e inclui quatro sorovariantes. 168 Alem dessas sete 
especies formalmente descritas, foram tambem relatados isolados genetica e antigenicamente distintos de 
ureaplasmas de aves, suinos, simios, bovinos e caprinos/ovinos, porem esses microrganismos ainda nao receberam 
classificagao de especie ou denominagoes defmitivas. 19,169 

Fatores de virulencia dos micoplasmas isolados de seres humanos 

Mycoplasma e Ureaplasma sao bacterias principalmente associadas a mucosa, que residem nos tratos respiratorio e 
urogenital do hospedeiro, em estreita associagao com celulas epiteliais, apesar de sua localizagao extracelular. 195 
Foram descobertos potenciais fatores de virulencia nos micoplasmas patogenicos de seres humanos, e foram 
sugeridos alguns mecanismos propostos passiveis de explicar a sua patogenicidade. Esses mecanismos incluem 
competigao por precursores bioquimicos, adesao as celulas, fusao com as membranas celulares, invasao celular e 
citoxicidade. 418 M. pneumoniae possui uma organela de fixagao, que consiste em uma extensao afdada em dos polos 
da celula que apresenta um core eletron-denso e um “botao” terminal. 256 ' 432 Essas estruturas fazem parte do 
citoesqueleto do micoplasma, que e constituido por uma rede de varias proteinas. Na ponta da organela de fixagao, 
existe uma proteina de 169 kDa associada a membrana, denominada P1, que e a principal citoadesina que medeia a 
aderencia de M. pneumoniae as celulas do hospedeiro. 206,524 Apos a aderencia, a fixagao de PI induz ciliostase, 
inflamagao local e destruigao tecidual, que e mediada adicionalmente pela liberagao de peroxido. 524 Alem da PI, 
outras proteinas de membrana que estao associadas a citoaderencia incluem P30, PI 16 e HMW1-3. A ocorrencia de 
alteragoes ou a ausencia dessas proteinas toma M. pneumoniae avirulento. 41 ’ Como a citoaderencia representa a 
primeira etapa necessaria para a infecgao de superficie de mucosas suscetiveis, essas proteinas atuam como 
verdadeiros fatores de virulencia nesse microrganismo. Os individuos infectados por M. pneumoniae produzem uma 
vigorosa resposta humoral contra a adesina P1, sugerindo que as proteinas adesinas purificadas podem ser uteis em 
testes sorologicos para o diagnostico de infecgoes por M. pneumoniae} 09 ’ 205 ' 206 As alteragoes citopaticas podem estar 
relacionadas com o dano local apos a citoaderencia das proteinas de M. pneumoniae. Alem disso, M. pneumoniae 
pode penetrar nas membranas celulares e invadir as celulas do hospedeiro. Ocorre liberagao de enzimas hidroliticas 
e metabolites citoliticos diretamente dentro da celula apos a fixagao e a invasao do microrganismo. 411 '’ 2 ’ 111 Existe 
tambem uma literatura substancial sobre a indugao de multiplas citocinas (interleucinas, interferona, fator de 
necrose tumoral [TNF] e fatores de estimulagao de colonias) em consequencia da infecgao por M. pneumoniae, bem 
como sobre o papel dessas citocinas na patogenese e nos mecanismos da doenga causada por micoplasmas. 354 418 ’ 560 

Foi identificado outro fator de virulencia possivel, designado como MPN372, que pode ser responsavel pela 
lesao das celulas das vias respiratorias e por outras sequelas associadas a infecgoes por M. pneumoniae em seres 
humanos. MPN372 provoca extensa vacuolizagao e, finalmente, morte celular das celulas de mamiferos, incluindo 



padroes distintos e progressives de citopatologia em cortes histologicos de aneis traqueais que foram infectados por 
M. pneumoniae virulento e mantidos em cultura de orgaos. 228 M. pneumoniae escapa da resposta imune do 
hospedeiro em virtude de sua sobrevida no interior das celulas hospedeiras, plasticidade fenotipica e mimetismo 
molecular. Alem disso, M. pneumoniae pode induzir uma depressao transitaria da fungao dos linfocitos T e deplegao 
das celulas T CD4+ do hospedeiro. 4Is 

Foram tambem demonstradas proteinas de citoaderencia em MH, responsaveis pelo inicio da colonizagao e 
infeegao. P50 e P100, dois polipeptidios de MH localizados na superficie, atuam na aderencia dessa especie a 
celulas eucariotas. 178 MH liga-se tambem a glicolipidios sulfatados, sendo dependente do tempo, da temperatura e 
da dose, podendo o processo ser inibido por meio de incubagao previa do microrganismo com sulfato de dextrana de 
alto peso molecular. 369 A ligagao da proteina recombinante P50 a celulas HeLa tambem e inibida por dextranas de 
alto peso molecular, indicando que a proteina de citoaderencia P50 liga-se a sulfatidios na membrana da celula 
hospedeira. 244 Verifica-se a presenga de glicopeptidios sulfatados e outros glicoconjugados em altas concentragoes 
no trato urogenital humano de ambos os sexos, e a interagao especifica de MH com essas moleculas pode ajudar a 
explicar o tropismo de MH pelo tecido urogenital. A lipoproteina de citoaderencia P100 de MH tambem possui um 
dominio de ligagao ao substrata para o transporte de peptidios atraves da membrana celular.' 79 As cepas de MH 
tambem possuem outra proteina associada a aderencia e exposta a superficie, denominada antigeno Vaa (associado a 
aderencia variavel), que e codificado por seis tipos distintos de genes vaa. 43 ’ 44 A expressao desses genes pode ser 
ativada ou desativada, e foi postulado que essa capacidade promove a disseminagao dos microrganismos de uma 
celula para outra. 569 

UU tambem produz uma variedade de fatores associados a virulencia. Os isolados de UU produzem tres enzimas 
fosfolipases (Al, A2 e C), que estao localizadas na membrana plasmatica. 103 Essas enzimas hidrolisam fosfolipidios, 
com liberagao de acido araquidonico. Como UU esta associado a ocorrencia de amnionite e a morbidade e 
mortalidade perinatais (/. e., abortos espontaneos, prematuridade, natimortos), foi postulado que a infeegao do trato 
genital feminino pode desencadear uma sequencia de eventos patologicos relacionados com a produgao de 
fosfolipases. 121 A liberagao de acido araquidonico das membranas amnioticas pode levar a produgao de 
prostaglandinas, o que pode desencadear trabalho de parto premature. 29 Foi tambem constatado que UU induz a 
produgao de citocinas inflamatarias (/. e., TNF-a, interleucina-6 [IL-6]) em linhagens celulares de macrofagos tanto 
humanos quanto murinos e estimula a liberagao de oxido nitrico por macrofagos alveolares cultivados. 274 2 11 A 
liberagao extensa dessas citocinas pode contribuir para a resposta inflamatoria e para a patologia da doenga 
pulmonar cronica observada em prematuros com muito baixo peso ao nascimento. Foi tambem demonstrado que 
UU induz apoptose nas celulas epiteliais e macrofagos do pulmao humano; a morte celular foi impedida pelo uso de 
anticorpos anticlonais anti-TNF-a. 2 75 Esses dados sugerem que a infeegao pulmonar por UU nesses recem-nascidos 
pode estar envolvida no comprometimento cronico dos tecidos pulmonares tanto direta quanto indiretamente pela 
produgao de citocinas inflamatarias, as quais desempenham um papel reconhecido na doenga pulmonar cronica de 
lactentes prematures. 21,5( 14 As tres fosfolipases descritas anteriormente tambem podem contribuir para a doenga 
pulmonar fetal relacionada com a infeegao do trato respiratario por UU. 417 Tanto MH quanto UU tambem produzem 
proteases de imunoglobulina A (IgA), que podem facilitar a invasao da mucosa por meio de hidrolise da IgA da 
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mucosa. 

M. fermentans, M. penetrans e M. pirum foram associados a ocorrencia de doenga em individuos sadios e em 
pacientes com AIDS. Esses microrganismos foram implicados como agentes oportunistas ou como cofatores, 
contribuindo para a patologia e a patogenese da doenga relacionada com o HIV. 34 '' Os mecanismos envolvidos 
nessas fungoes postuladas incluem ativagao especifica do sistema imune celular, produgao de superantigenos que 
estimulam a liberagao de varias linfocinas e citocinas imunomoduladoras e geragao de radicais livres, os quais 
contribuem para o estresse oxidativo observado na infeegao pelo HIV. Todos esses micoplasmas “associados a 
AIDS” utilizam a glicose e hidrolisam a arginina. A arginina desaminase dos micoplasmas pode causar deplegao de 
arginina nos macrofagos infectados. A arginina e um precursor de uma molecula que esta diretamente envolvida na 
citotoxicidade mediada por macrofagos; por conseguinte, a deplegao de arginina em consequencia de infeegao por 
micoplasmas pode resultar em diminuigao da citotoxicidade dos macrofagos. Os micoplasmas tambem liberam 
nucleases no meio de crescimento, que degradam os acidos nucleicos das celulas hospedeiras, gerando precursores 
para a sintese de seus proprios acidos nucleicos. M. fermentans, M. penetrans e M. pirum tambem sao capazes de 
invadir as celulas e de sobreviver como patagenos intracelulares. 84 A associagao desses microrganismos com locais 



intracelulares de linfocitos e macrofagos ajuda a explicar o isolamento desses microrganismos, particularmente M. 
fermentans, do sangue de pacientes com e sem AIDS. 

Importancia clinica dos micoplasmas humanos 
Mycoplasma pneumoniae 

M. pneumoniae e um patogeno respiratorio frequente em criangas, bem como em adultos. Esse microrganismo 
infecta as vias respiratorias superiores e inferiores e constitui uma das numerosas causas do processo pneumonico 
denominado pneumonia atipica; outras causas de pneumonia atipica incluem diversos virus (p. ex., virus influenza, 
virus sincicial respiratorio, adenovirus), fiingos (p. ex., Pneumocystis jirovecii ) e bacterias (p. ex., Chlamydophila 
pneumoniae, Legionella pneumophila ). 42 > 132 ’ 450 M pneumoniae e transmitido de uma pessoa para outra pela 
transferencia de perdigotos no ar contendo os microrganismos, sendo a transmissao facilitada pela tosse ou pelo 
espirro. Cerca de 20% dos casos de pneumonia adquirida na comunidade que exige internagao sao causados por M. 
pneumoniae', todavia, esses casos representam apenas 3 a 10% de todas as infecgoes por M. pneumoniae, devido ao 
desenvolvimento de traqueobronquite ou de infecgoes menores das vias respiratorias superiores, e nao de 
pneumonia, na maioria dos individuos infectados, ou pelo fato de que essas infecgoes permanecem 
assintomaticas. 132,418,453 ’ 455 ’ 524 O periodo de incubagao e de 1 a 3 semanas, porem podem ocorrer sintomas dentro de 
apenas 4 dias apos a infecgao. 418 Em um relato de Seattle, WA, em 1977, as taxas de infecgao por M. pneumoniae 
variaram de 2% nos anos endemicos ate 35% nos anos epidemicos, com ocorrencia de epidemias a cada 4 a 7 anos. 
As criangas de 5 a 9 anos desenvolvem mais pneumonia do que os adolescentes de 15 a 19 anos. 137 Em populagoes 
fechadas (p. ex., acampamentos de verao, bases militares, escolas e dormitorios nas universidades), M. pneumoniae 
pode ser responsavel por surtos de pneumonia. As criangas com menos de 3 anos de idade tendem a apresentar 
infecgoes das vias respiratorias superiores, enquanto a traqueobronquite ou a pneumonia desenvolve-se, com mais 
frequencia, em criangas com mais idade e em adultos. E interessante assinalar que os estudos conduzidos em 
populagoes pediatricas nao demonstraram nenhum papel de M. pneumoniae na meningite aguda ou na otite media 
acompanhada de derrame. 252,459 As infecgoes causadas por M. pneumoniae sao, em sua maioria, relativamente leves 
e consistem em faringite, traqueobronquite, bronquiolite e crupe; ate um quinto das infecgoes e, na realidade, 
assintomatica. 132 

Em geral, a doenga nao e sazonal e pode ocorrer o ano inteiro; entretanto, a incidencia de doenga manifesta e 
habitualmente maior no final do outono e no invemo, quando os jovens retornam as escolas. Entretanto, em um 
estudo realizado na China, foi constatado que a incidencia e maior durante o verao, em comparagao com C. 
pneumoniae, que nao exibe uma ocorrencia sazonal/” 

Os sintomas iniciais da doenga leve por M. pneumoniae consistem em faringite, tosse e sibilos, de modo que a 
infecgao pode ser confundida com asma. As infecgoes respiratorias fulminantes sao raras, porem pode haver 
desenvolvimento de infecgao grave exigindo internagao em individuos idosos e pacientes imunocomprometidos, 
podendo resultar em morte. 316,383 ' 418 Para uma revisao historica mais recente de M. pneumoniae e a sua importancia 
na doenga clmica, ver Cunha. 82 

Apos exposigao em hospedeiros suscetiveis, o microrganismo fixa-se as celulas epiteliais do trato respiratorio e 
multiplica-se. Os microrganismos podem ser isolados em culturas durante o periodo de incubagao e por varias 
semanas durante e apos a doenga clmica, mesmo na presenga de anticorpos especificos. Depois de um periodo de 
incubagao de 2 a 3 semanas, a manifestagao clinica da pneumonia por micoplasma e habitualmente insidiosa, mais 
do que abrupta, com aparecimento gradual de sintomas constitucionais e pulmonares, que simulam a influenza. 
Observa-se a ocorrencia de febre de 38 a 39°C em poucos dias na maioria dos pacientes, com aparecimento de 
calafrios, mal-estar, cefaleia, faringite, congestao nasal e tosse seca nao produtiva no inicio da evolugao clinica. 
Com frequencia, a contagem de leucocitos esta normal ou apenas discretamente elevada. Em 5 a 10% dos pacientes, 
observa-se o desenvolvimento de sintomas progressives das vias respiratorias inferiores; o escarro toma-se mais 
mucoide ou mucopurulento, e pode-se detectar a presenga de sangue no escarro. Nesse estagio, os esfregagos de 
amostra de escarro corados pelo metodo de Gram habitualmente revelam quantidades pequenas a moderadas de 
leucocitos polimorfonucleares, sem microrganismos. Com o inicio dos sintomas pulmonares, o paciente pode 
queixar-se de estar com resfriado forte ou “gripe”; contudo, continua tendo uma vida relativamente normal, dai o 
uso da expressao “pneumonia deambulatoria” para referir-se a essa doenga. No exame de torax, sao habitualmente 
detectados roncos localizados e estertores dispersos, e os achados nas radiografias de torax sao compativeis com 


broncopneumonia difusa, acometendo, em geral, multiplos lobos do pulmao, sem nenhuma consolidagao. Na 
pneumonia por M. pneumoniae, os padroes radiograficos do torax variam amplamente e podem revelar infiltrados 
pneumonicos peribronquicos, atelectasia, nodulos e linfadenopatia hilar. Em geral, os achados radiologicos 
mostram-se mais extensos do que o sugerido pelo exame fisico do paciente. Os derrames pleurais sao relativamente 
raros na pneumonia por micoplasma, sendo observados em ate 20% dos pacientes. 3 Outras complicagoes 
pleuropulmonares, como pneumotorax e abscesso pulmonar, tambem sao incomuns. Todavia, houve um relato de 
uma crianga de 10 anos de idade com historia de febre e tosse de 15 dias de duragao, que nao respondeu a 
amoxicilina e ceftriaxona para suposta doenga pneumococica, que apresentou uma rapida resposta quando tratada 
com claritromicina; as evidencias sorologicas sugeriram uma infecgao por M. pneumoniae com abscesso 
pulmonar. 268 Foram descritos alguns outros pacientes com abscessos pulmonares, e, a semelhanga desse paciente no 
qual a terapia com macrolidios foi retardada, houve progressao da doenga causada por M. pneumoniae. 

Em geral, a pneumonia por M. pneumoniae e autolimitada e ocorre resolugao da maioria dos sintomas 
constitucionais dentro de 3 a 10 dias sem terapia antimicrobiana. As anormalidades nas radiografias de torax em 
geral regridem mais lentamente, e a resolugao completa pode levar 10 dias ate 6 semanas. Apesar da terapia 
antimicrobiana adequada, pode haver tambem recorrencias e recidivas da pneumonia. Utilizando metodos 
sorologicos e tecnicas de detecgao molecular, varios estudos atuais demonstraram que M. pneumoniae pode 
desempenhar um papel significative na asma aguda e cronica em criangas e adultos, exacerbagoes da doenga 
pulmonar obstrutiva cronica, particularmente em individuos idosos, e sindrome de desconforto respiratorio do 
adulto. 34,131,255,332,524,552 Dados disponiveis tambem sugerem que M. pneumoniae pode estar implicado na sindrome 
toracica aguda, uma doenga semelhante a pneumonia, que se manifesta em pacientes com doenga falciforme. 360 

As infeegoes respiratorias causadas por M. pneumoniae estao associadas a uma ampla variedade de 
manifestagoes extrapulmonares, incluindo sintomas neurologicos, cardiacos, dermatologicos, musculoesqueleticos, 
hematologicos e gastrintestinais. 156,502,5 ’ 2 Ate 25% dos pacientes com infecgao por M. pneumoniae podem apresentar 
complicagoes dermatologicas. Observa-se mais comumente a ocorrencia de eritema multiforme maior (sindrome de 
Stevens-Johnson), que se manifesta como lesoes vesiculares em areas mucocutaneas do corpo, 2 2 412 ' 418 varios tipos 
de erupgoes maculares, morbiliformes e vesiculares; eritema bolhoso multiforme e eritema nodoso. ’ ’ " Em um 
caso, um paciente com vasculite urticariforme por M. pneumoniae foi confundido com doenga de Still do adulto no 
Reino Unido; entretanto, felizmente para 0 paciente, uma vez iniciado 0 tratamento adequado, ele se recuperou. 1 O 
mecanismo da doenga cutanea e mucosa nao e conhecido, porem postula-se que seja devido a uma lesao vascular 
por imunocomplexos ou a mecanismos autoimunes. 418 Em adultos e pacientes pediatricos com mucosite, a infecgao 
porM pneumoniae deve ser incluida no diagnostico diferencial. 130 

Podem ocorrer manifestagoes cardiovasculares em ate 10% dos pacientes, incluindo defeitos de condugao, 
arritmia cardiaca, pericardite, tamponamento e insuficiencia cardiaca congestiva. 236,335,419 Foi descrita a ocorrencia 
de miopericardite em uma crianga que apresentou febre, letargia, oliguria e dispneia. 376 

As manifestagoes do sistema nervoso central (SNC) constituem as complicagoes extrapulmonares mais comuns 
das infeegoes por M. pneumoniae. Em uma taxa de ate 10%, pacientes com infeegoes sorologicamente confirmadas, 
que exigem intemagao, podem desenvolver complicagoes neurologicas, mais comumente encefalite e 
meningoencefalite, seguidas de polirradiculite e meningite asseptica. 166 ' 418 M. pneumoniae constitui uma importante 
causa de encefalite em criangas, particularmente nas menores de 10 anos de idade, sendo frequente a necessidade de 
intemagao em unidade de terapia intensiva. Um estudo envolvendo criangas com encefalite aguda documentou a 
ocorrencia de infecgao por M. pneumoniae em 31% dos pacientes, sendo M. pneumoniae a causa provavel da 
encefalite em pelo menos 7% dos casos, com base nos resultados de PCR para liquido cefalorraquidiano (LCR) e 
testes sorologicos positivos. 36 ’ 53 A mielite transversa aguda tambem ocorre em consequencia de infecgao por M. 
pneumoniae, incluindo casos associados a sindrome de Guillain-Barre; essa situagao e mais comum em individuos 
< 35 anos de idade. 156,418 ’ 447 ’ 5 "" A patogenese das complicagoes do SNC nao esta totalmente elucidada. Pode resultar 
da invasao direta das bacterias, particularmente em pacientes com inicio precoce de encefalite, como sugeriu a 
presenga de M. pneumoniae encontrados pela PCR do LCR. 269,354,503 Entretanto, e provavel que ocorram sindromes 
neurologicas pos-infecciosas por meio de um mecanismo autoimune induzido pela infecgao micoplasmial e/ou por 
meio de eventos tromboembolicos que levam a microangiopatia, vasculite cerebral e desmielinizagao em areas 
perivasculares no SNC. 31,35,156,354,386,503 As complicagoes graves do SNC desse ultimo tipo foram associadas a 
acidentes vasculares encefalicos apos infecgao aguda por M. pneumoniae. 312 ' 454 



As complicagoes urologicas e hepatobiliares manifestam-se na forma de nefrite aguda e hepatite colestatica, 
respectivamente. 155,448 Foi descrita a ocorrencia de sindrome hemolitico-uremica (SHU) em um menino de 1 ano de 
idade como complicagao da doenga respiratoria causada por M. pneumoniae , 144 Um artigo publicado na China 
descreveu aumento da soroprevalencia na infecgao por M. pneumoniae em pacientes com hepatite C submetidos a 
hemodialise. 260 

As complicagoes oculares descritas em associagao a infecgao por M. pneumoniae incluem edema do disco do 
nervo optico, atrofia do nervo optio, papilite optica, exsudagao da retina, hemorragia e uveite bilateral. 140,415,547 
Foram tambem relatados varios tipos de complicagoes hematologicas (/. e., anemia hemolitica secundaria a 
formagao de crioaglutininas, coagulopatia intravascular, neutropenia, trombocitopenia, hemoglobinuria paroxistica a 
frio), que podem resultar da produgao de anticorpos e autoanticorpos especificos dirigidos contra pulmao, tecidos, 
cardiolipina e tecidos musculares. 62,65,92 

Os estados de imunodeficiencia humoral e celular tambem predispoe os individuos a uma doenga mais grave por 
M. pneumoniae e por outros micoplasmas. " 2 Os individuos com hipogamaglobulinemia podem sofrer 
episodios repetidos de pneumonia por M. pneumoniae e tern dificuldade em eliminar o microrganismo do trato 
respiratorio, apesar do tratamento adequado. M. pneumoniae persiste na maioria dos individuos com infecgao do 
trato respiratorio durante alguns meses apos a infecgao, enquanto esses microrganismos podem permanecer por 
varios anos em um paciente com hipogamoglobulinemia. 524 Com frequencia, esses pacientes apresentam sintomas 
graves das vias respiratorias superiores e inferiores, com observagao de pouco ou nenhum infdtrado na radiografia 
de torax; alem disso, apresentam complicagoes significativas, incluindo exantemas, dor articular, artrite septica e 
osteomielite. 224,263,485,489 M. pneumoniae tambem pode causar doenga grave em pacientes cujas condigoes anulam a 
imunidade celular, incluindo infecgao pelo HIV e doenga falciforme. ’ ’ ’ Um ensaio de PCR em amostras 
broncoalveolares foi positivo para M. pneumoniae em um paciente de 10 anos de idade submetido a transplante 
renal, que apresentava sintomas respiratorios cronicos e uma nova lesao expansiva no lobo superior do pulmao. A 
crianga respondeu de modo satisfatorio ao tratamento com macrolidios. 4 ’ 11 

Embora as artralgias constituam manifestagao comum da infecgao por micoplasmas, a artrite defmitiva, com 
culturas positivas de amostras de liquido articular, foi relatada, porem e considerada muito rara. 61,88 Entretanto, as 
infecgoes articulares tern sido associadas a muitas especies de Mycoplasma, incluindo M. pneumoniae. M. 
pneumoniae e M. salivarium foram encontrados no liquido sinovial de pacientes com artrite em um estudo 
conduzido no Reino Unido, mas nao no liquido que se formou apos lesao traumatica. M. fermentans tambem tern 
sido encontrado em infiltrados celulares de articulagoes inflamadas. 223 Alem disso, mais recentemente, a PCR e o 
sequenciamento levaram a detecgao de M. pneumoniae em infecgoes de proteses articulares. 161 Com ensaios 
laboratoriais mais aprimorados para a detecgao de Mycoplasma sp., a identificagao de M. pneumoniae pode 
aumentar nessas situagoes clinicas. 

A infecgao disseminada e fulminante por M. pneumoniae com comprometimento multissistemico e rara, porem 
foi relatada. Kountouras et al. descreveram um homem de 50 anos de idade previamente saudavel, que apresentou 
desconforto respiratorio progressive, meningite asseptica, hepatite colestatica, insuficiencia renal e coagulagao 
intravascular disseminada. 21 " A infecgao por M. pneumoniae foi diagnosticada por metodos sorologicos; o paciente 
foi tratado com eritromicina e teve uma recuperagao sem complicagoes. Takiguchi et al. descreveram um caso 
clinico de uma mulher de 64 anos de idade, previamente saudavel, que desenvolveu desconforto respiratorio 
progressive, com infiltrados alveolares bilaterais disseminados na radiografia de torax. 467 Em seguida, houve 
desenvolvimento de sindrome de desconforto respiratorio aguda e coagulagao intravascular disseminada. Foi 
estabelecido um diagnostico sorologico de infecgao por M. pneumoniae. Apesar da terapia intensiva com agentes 
antimicrobianos e corticosteroides, da ventilagao mecanica, da hemodialise e da plasmaferese, a paciente morreu de 
falencia multipla de orgaos. De modo semelhante, Koletsky e Weinstein descreveram um caso de infecgao 
disseminada por M. pneumoniae rapidamente fatal em uma mulher de 30 anos de idade, durante o qual a paciente 
desenvolveu doenga respiratoria grave, pneumonia, colapso cardiovascular e insuficiencia renal depois de uma 
evolugao clinica de 9 dias. 246 Infelizmente, a paciente faleceu 24 horas apos a sua intemagao. Na necropsia, o 
microrganismo foi isolado dos pulmoes, dos rins e do cerebro. O exame histopatologico revelou pneumonia 
consolidada bilateral e coagulagao intravascular disseminada. 

Em certas ocasioes, M. pneumoniae pode ser isolado de locais extrapulmonares incomuns alem daqueles citados 
anteriormente. Goulet et al. isolaram M. pneumoniae de amostras do trato urogenital de 22 mulheres no decorrer de 



um periodo de 2 anos. 14 Alem disso, o microrganismo foi isolado da uretra de um dos tres parceiros sexuais de uma 
mulher que abrigava o microrganismo no trato genital. M. pneumoniae tambem foi isolado de um abscesso tubo- 
ovariano. 495 Foi relatada uma associagao com a doenga de Kawasaki em quatro criangas italianas, nas quais a 
sorologia confirmou a presenga de infecgao por M. pneumoniae', entretanto, nao houve nenhuma outra evidencia de 
relagao causal.'’ 20 

Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum 

Tanto MH quanto UU podem ser isolados do trato genital de homens e mulheres assintomaticos. 321,323,324 As 
publicagoes de McCormack el al., em 1972 e 1986, demonstraram que as taxas de colonizagao por MH e UU em 
homens variaram de 0 a 13% e de 3 a 56%, respectivamente. 521 ’’ 22 Os mesmos autores relataram que, em mulheres, 
as taxas de colonizagao vaginal por MH e UU variaram de 0 a 31% e de 8,5 a 77,5%, respectivamente, dependendo 
da idade, da raga, da experiencia sexual e do nivel socioeconomico. 321 > 322 ’ 324 As taxas de colonizagao do trato genital 
de homens e mulheres estao relacionadas com a atividade sexual, e os individuos com multiplos parceiros sexuais 
tern mais tendencia a ser colonizados. Por conseguinte, a epidemiologia da aquisigao do microrganismo sugere que 
esses micoplasmas sao provavelmente transmitidos sexualmente. Evidencias adicionais de transmissao sexual sao 
sugeridas por taxas de isolamento muito mais baixas entre mulheres que utilizam metodos contraceptives de 
barreira. ’ 24 Com base nesses dados, e evidente que esses microrganismos sao excessivamente prevalentes, em 
particular no trato genital inferior de mulheres sexualmente ativas. 

No decorrer dos ultimos anos, tanto UU quanto MH foram implicados em uma variedade de condigoes clinicas, 
principalmente relacionadas com colonizagao e infecgao do trato genital inferior, infecgoes do trato genital superior 
em mulheres e, raramente, infecgao do trato genital superior e prostatite em homens. 121,170,209,381 Foi postulado que 
ambos desempenham um papel na endometrite precoce e tardia, na corioamnionite e na ruptura prematura das 
membranas. 106,121,151 A presenga de UU no trato genital, em particular, foi associada estatisticamente a 
prematuridade, lactentes com baixo peso ao nascimento e infertilidade. 124,151,170,230 Estudos controlados sobre a 
patogenese dos micoplasmas genitais sao complicados, visto que ambos os microrganismos exibem alta prevalencia 
em adultos assintomaticos sexualmente ativos. Para complicar ainda mais as questoes de etiologia, os micoplasmas 
genitais frequentemente sao isolados em cultura, juntamente com outros patogenos reconhecidos do trato genital, 
como Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae. '" Essas associagoes dificultam estabelecer se uma 
determinada condigao patologica e atribuivel exclusivamente a presenga de micoplasmas genitais. Um excelente 
exemplo desse dilema e a afecgao clinica denominada vaginose bacteriana. MH e frequentemente isolado de 
mulheres com essa infecgao. 182,234,259 Entretanto, sabe-se hoje que a vaginose bacteriana resulta de uma complexa 
interagao de bacterias aerobias e anaerobias. O papel dos micoplasmas genitais nessa doenga ainda nao foi elucidado 
nem definido, e nao foi comprovada a existencia de uma relagao causal entre MH e a vaginose bacteriana. Os 
estudos realizados sobre a patogenicidade dos micoplasmas genitais sao ainda mais complicados pelo isolamento 
dos microrganismos durante ou apos a administragao de agentes antimicrobianos no tratamento de outros patogenos 
do trato genital. 79 A terapia antimicrobiana contra esses outros microrganismos pode atuar na selegao de 
micoplasmas resistentes aos agentes utilizados (p. ex., penicilinas e cefalosporinas). Apos o isolamento de 
micoplasmas de cultura de amostra genital ou de um local de infecgao, toma-se dificil atribuir um papel etiologico 
aos microrganismos no contexto da administragao previa ou atual de antibioticos. 

MH e UU foram isolados de hemoculturas de mulheres com febre puerperal. 94-1214 23 ' 2f ’ 1,325,353 Aproximadamente 
10% das mulheres com febre pos-parto ou pos-aborto, MH ou UU sao isolados em hemoculturas. 524 Em alguns 
casos, essas bacterias podem ser isoladas com outros microrganismos do trato genital, o que tambem complica a 
definigao do papel etiologico dos micoplasmas genitais. A bacteriemia pos-parto resulta da ascensao dos 
microrganismos da vagina para o endometrio, onde esses microrganismos provocam endometrite. A infecgao das 
membranas placentarias e do liquido amniotico por micoplasmas ocorre mais frequentemente em mulheres 
colonizadas que soffem ruptura prematura das membranas fetais e trabalho de parto prematuro ou prolongado. 15(1 A 
partir desses locais, os microrganismos penetram na corrente sanguinea durante e apos o trabalho de parto vaginal 
ou cesariana. Foi tambem documentada a ocorrencia de bacteriemia por UU como complicagao em mulheres 
submetidas a histerectomia. 90 

O isolamento de micoplasmas, particularmente UU, do trato genital inferior de mulheres gravidas esta associado 
a varios desfechos adversos da gravidez, incluindo parto de lactentes com baixo peso ao nascimento. Em um estudo 
conduzido por Kass et al., as mulheres cujos tratos genitais estavam colonizados por UU e que apresentaram uma 


resposta de anticorpos de quatro vezes ou mais contra o microrganismo apresentaram uma taxa de 30% de lactentes 
com baixo peso ao nascimento, enquanto apenas 7,3% das mulheres colonizadas que nao apresentaram essa resposta 
humoral tiveram lactentes com baixo peso ao nascimento. 2 ’" Alem disso, essa resposta humoral foi sorotipo- 
especlfica, sugerindo que a taxa adicional de baixo peso ao nascimento estava relacionada com infecgao recente por 
um novo sorotipo de UU, diferente do sorotipo ou dos sorotipos ja presentes na vagina. Um estudo que examinou a 
relagao entre duas biovariantes de UU e os desfechos da gravidez constatou que a biovariante urealyticum estava 
associada a desfechos mais adversos em termos de peso ao nascimento, idade gestacional e parto prematuro, em 
comparagao com a biovariante U. parvum. 1 Ensaios clinicos terapeuticos com tetraciclina ou com eritromicina 
resultaram em diminuigao das taxas de lactentes com baixo peso ao nascimento, implicando que a erradicagao dos 
micoplasmas (ou de outros microrganismos sensfveis) do trato genital pode ter um efeito benefico e direto sobre 
determinados desfechos adversos da gravidez. 2 ’"’ 486 Artigos de revisao sobre a associagao dos micoplasmas com 

A 0*7 

desfechos adversos durante a gravidez sao recomendados para aqueles interessados em uma leitura adicional. ’ 

Pode-se demonstrar a ocorrencia de infecgoes amnioticas por UU em mulheres assintomaticas com membranas 
fetais intactas, e, com frequencia, essas infecgoes estao associadas a desfechos adversos da gravidez. 57 ’ 152 ’ 193,565 UU 
tern a capacidade de desencadear uma intensa resposta inflamatoria tecidual, sem sintomas associados; as evidencias 
sorologicas de uma resposta humoral a esses microrganismos e o isolamento simultaneo de ureaplasmas do sangue 
dessas pacientes parecem confirmar a possibilidade de infecgoes amnioticas silenciosas. 57,138 Gray et al. estudaram 
dois grupos de mulheres gravidas assintomaticas com a mesma idade matema, idade gestacional e indicagoes para 
amniocentese. 152 Foram efetuadas culturas de amostras de amniocentese transabdominal para micoplasmas. Entre as 
86 mulheres no grupo Ureaplasma- negativo, houve uma incidencia de 1,2% de abortos espontaneos durante o 
segundo trimestre de gravidez e uma taxa de prematuridade de 9,3%, para uma taxa global de desfechos adversos de 
10,5%. Entretanto, a taxa de desfechos adversos (seis abortos espontaneos e dois partos prematuros) entre as oito 
mulheres no grupo Ureaplasma -positivo alcangou 100%, representando um risco 8,6 vezes maior de desfechos 
adversos. Um lactente prematuro sobreviveu, porem com complicagao da doenga da membrana hialina. O exame 
histologico do tecido placentario das oito mulheres infectadas revelou corioamnionite em todas elas, e todas as sete 
amostras de tecido pulmonar dos lactentes revelaram pneumonia. Foi constatado o crescimento de UU em culturas 
de quatro de cinco amostras de placenta e tres de cinco amostras de tecido pulmonar fetal. 152 Horowitz et al. 
tambem mostraram que 50% de seis mulheres com culturas positivas de liquido amniotico para UU no segundo 
trimestre tiveram desfechos adversos da gravidez, em comparagao com 12% de 123 mulheres com culturas 
negativas do liquido amniotico. 193 Em outro estudo que examinou a colonizagao endocervical por UU e as respostas 
sorologicas ao microrganismo, Horowitz et al. constataram que a colonizagao cervical, quando associada a titulos 
elevados contra UU, identificou uma populagao de mulheres com risco de complicagoes durante a gravidez. 191,192 
Eschenbach fez uma revisao das evidencias sobre a contribuigao do UU nos desfechos adversos da gravidez e 
concluiu que, embora a presenga de UU no trato genital inferior nao estivesse associada a parto prematuro, a 
presenga do microrganismo no corion e no amnion esteve fortemente associada a evidencias histologicas de 
corioamnionite e fracamente associada a parto prematuro como desfecho. 124 Embora se tenha bem estabelecido que 
as mulheres sadias colonizadas por MH no trato genital habitualmente dao a luz lactentes colonizados sadios, MH 
tambem tern sido associado, em certas ocasioes, a ocorrencia de corioamnionite, aborto, natimortos e morte fetal 
intrauterina. 331 

Em alguns casos, foi constatado que a infecgao placentaria por ureaplasmas contribui a priori para a ocorrencia 
subsequente de endometrite, ruptura prematura das membranas e trabalho de parto prematuro. A colonizagao da 
placenta possibilita a infecgao do endometrio, a partir do qual os microrganismos podem ter acesso a corrente 
sanguinea. O isolamento de UU e de MH do tecido endometrial apos o parto estabeleceu que micoplasmas e 
ureaplasmas podem constituir causas provaveis de endometrite de inicio precoce e tardio em alguns casos. A 
endometrite pos-parto constitui uma importante complicagao da gravidez e ocorre mais frequentemente apos 
cesariana do que pos-parto vaginal. Em um estudo, ocorreu endometrite em 28% das mulheres com presenga de UU 
no corion e no amnion por ocasiao do parto por cesariana, em comparagao com apenas 8,4% quando as culturas 
foram negativas e 8,8% quando foram identificadas bacterias diferentes de UU. 15 Esses pesquisadores concluiram 
que a colonizagao corioamniotica por UU em mulheres com membranas intactas e parto por cesariana constituia um 
preditor independente de endometrite subsequente. Em um ensaio clinico randomizado subsequente de profilaxia 
antimicrobiana de espectro ampliado com agentes ativos contra UU em mulheres com parto por cesariana, foi 
constatada uma redugao da frequencia de endometrite pos-parto. 14 Embora tenha sido sugerida por alguns estudos, 



nao foi demonstrada nenhuma relaqao causal de modo inequivoco entre micoplasmas genitais e ocorrencia de 
doenqa inflamatoria pelvica (DIP; salpingite). 121,279,435,462 

Devido as taxas elevadas de colonizaqao dos micoplasmas genitais tanto em homens quanto em mulheres, esses 
microrganismos tambem foram avaliados quanto a sua relaqao com infertilidade involuntaria. Embora alguns 
estudos tenham sugerido um possivel papel desses microrganismos na infertilidade, nao existe nenhuma prova 
defmitiva indicando que eles provoquem infertilidade masculina ou feminina. 471 MH foi encontrado em 1,3%, UU 
em 20%, N. gonorrhoeae em 0,4%, e C. trachomatis em 2,2% de 230 mulheres submetidas a avaliaqao para 
infertilidade nos EUA. 202 Em um estudo realizado em 2002 de 50 mulheres inferteis e 46 mulheres ferteis, MH foi 
isolado do trato genital de 8% das mulheres inferteis, porem nao foi isolado das mulheres do grupo-controle. 128 UU 
foi isolado de 56% das mulheres inferteis e de 39% das mulheres-controle; essa diferenqa nao foi estatisticamente 
significativa, porem os autores sugeriram a possivel existencia de uma associaqao entre infertilidade e UU. Em um 
estudo de 92 parceiros assintomaticos de casais inferteis, 12 (13%) homens apresentaram UU no ejaculado. Nesse 
caso tambem, os pesquisadores sugeriram que UU possa desempenhar algum papel na infertilidade, na ausencia de 
outras condiqoes. 273 Foi constatado que UU in vitro adere aos espermatozoides, resultando em reduqao significativa 
de sua motilidade e causando alteraqoes das membranas celulares, o que pode sugerir um papel do UU in vivo na 
infertilidade. 364 Entretanto, outro estudo realizado nao constatou nenhuma diferenqa na qualidade dos 
espermatozoides de homens com e sem culturas positivas para MH ou UU, conforme avaliado pela densidade, 
vitalidade, motilidade e morfologia dos espermatozoides. 13 Mais recentemente, um estudo conduzido na Italia com 
homens nao selecionados que procuraram uma clinica de infertilidade mostrou uma prevalencia elevada de infecpao 
por UU e MH e demonstrou que a presenqa desses microrganismos estava associada a uma porcentagem maior de 
pacientes com parametros anormais dos espermatozoides. Dos 250 homens inferteis, 16% tiveram culturas positivas 
para UU e 4% apresentaram culturas contendo MH. 414 

UU pode desempenhar um papel no aborto espontaneo, em virtude de sua capacidade de causar corioamnionite; 
entretanto, a semelhanqa das outras condi goes descritas anteriormente, ainda nao foi obtida nenhuma prova 
defmitiva. Joste et al. obtiveram culturas e examinaram a histopatologia de amostras de 42 abortos espontaneos 
durante o primeiro trimestre, 21 abortos eletivos no primeiro trimestre e 32 partos prematuros no terceiro trimestre, 
11 dos quais apresentam culturas positivas para UU. 226 Entre as amostras obtidas dos abortos espontaneos durante o 
primeiro trimestre, 26% apresentaram culturas positivas para ureaplasmas, ao passo que nenhuma das amostras de 
21 abortos eletivos foi positiva para UU. As evidencias histologicas de corioamnionite nao exibiram nenhuma 
correlapao com as culturas positivas das amostras de abortos espontaneos, porem demonstraram uma correlapao 
com as culturas positivas para UU nos 11 partos prematuros durante o terceiro trimestre. Esses pesquisadores 
postularam que as alteraqoes iniciais causadas pela infecqao por UU, alem da corioamnionite histologicamente 
evidente, podem ser responsaveis pela patogenese dos abortos espontaneos relacionados com a infecqao por 
ureaplasmas. 226 Um estudo conduzido na Belgica, de 1989 a 1994, constatou a existencia de uma forte associaqao 
entre a vaginose bacteriana e o aborto. 1 " Apos uma analise multivariada, MH e UU, mas nao outros 
microrganismos, mantiveram uma associaqao significativa com o risco aumentado de aborto. Por outro lado, outro 
estudo publicado em 2004 nao verificou nenhuma associaqao entre abortos no primeiro trimestre e a presenqa de 
micoplasmas ou ureaplasmas nas amostras de placenta expelida. 319 

Foi tambem relatada a ocorrencia de infecpoes do trato urinario causadas por micoplasmas em mulheres 
gravidas. E dificil determinar o significado dos micoplasmas em amostras de urina coletadas com assepsia em 
mulheres, devido a provavel contaminaqao da amostra por microrganismos que colonizam a vagina e a parte distal 
da uretra. Savige et al. procederam a coleta de aspirados vesicais suprapubicos para cultura de 72 mulheres gravidas 
sadias e 51 mulheres com pre-eclampsia. 425 UU foi isolado da urina de 7% das mulheres sadias e de 20% daquelas 
com pre-eclampsia. Em um estudo subsequente de bacteriuria em 340 mulheres gravidas, a presenqa de UU na urina 
durante o primeiro trimestre demonstrou ter uma correlaqao com o desenvolvimento de pre-eclampsia durante o 
primeiro trimestre de gravidez. 141 Entre as 21 mulheres que desenvolveram pre-eclampsia, 29% tinham ureaplasmas 
na urina durante o primeiro trimestre, em comparaqao com apenas 10% das pacientes que nao desenvolveram pre¬ 
eclampsia. Por conseguinte, a probabilidade de desenvolver pre-eclampsia foi tres vezes maior nas mulheres que 
apresentaram ureaplasmas na urina no inicio da gravidez, em comparaqao com as mulheres que tiveram culturas 
negativas. Embora os mecanismos envolvidos na patogenese da pre-eclampsia ainda nao tenham sido esclarecidos, 
foi sugerido que os ureaplasmas, a semelhanpa de outras bacterias envolvidas na bacteriuria, tambem podem 
contribuir para os desfechos adversos da gravidez. Em outro estudo de micoplasmas realizado em 48 mulheres com 



sintomas de infecgao cronica do trato urinario, 23 (48%) apresentaram culturas positivas (22 UU e 1 MH). 393 Apos a 
instituigao da terapia especifica, as culturas de todas as mulheres tomaram-se negativas, e 91% das mulheres 
infectadas tiveram allvio dos sintomas cronicos. Esses pesquisadores conclulram que, apos descartar a probabilidade 
de agentes comuns responsaveis por infecgoes urologicas, de anormalidades anatomicas e disfungoes neurologicas, 
convem obter culturas para micoplasmas, com quimioterapia antimicoplasmatica especifica subsequente, antes de 
considerar outros procedimentos diagnosticos. 393 Um estudo conduzido na Grecia examinou 153 mulheres nao 
gravidas com sintomas miccionais cronicos e constatou que 52% dessas mulheres tiveram UU isolado de amostras 
de uretra, vagina ou urina, enquanto 3,3% apresentaram isolamento tanto de MH quanto de UU. Apos tratamento 
das supostas infecgoes causadas por MH/UU, 92% das mulheres apresentaram culturas negativas para MH/UU, e 
todas tiveram melhora significativa dos sintomas apos o tratamento. 13 

Os micoplasmas genitais tern sido associados a NGNCU. C. trachomatis e o agente etiologico bem estabelecido 
responsavel por 30 a 50% dos casos de uretrite aguda nao atribuivel a N. gonorrhoeae. Foi tambem estabelecida 
uma associagao significativa entre a NGNCU e Mycoplasma genitalium, que pode responder por 15 a 25% dos 
casos de NGNCU aguda. 96,97 ’ 186 Apesar da realizagao de varios estudos, o papel de UU na uretrite masculina nao 
esta totalmente esclarecido. Embora dados anteriores tenham sugerido que UU constitua o agente etiologico em 
alguns casos de NGNCU, nao se sabe qual a proporgao de infecgoes causadas por esse microrganismo; ate mesmo 
quando o microrganismo esta presente na uretra de homens sintomaticos, seu papel como agente etiologico nao foi 
estabelecido. Estudos de homens sintomaticos tratados com antibioticos com atividade diferencial entre C. 
trachomatis e UU e culturas realizadas em homens com sintomas persistentes de uretrite apos terapia 
antigonococica e contra clamidias sugerem que alguns casos de NGU sao causados por UU. 79,476 O uso de 
abordagens moleculares altamente sensfveis, juntamente com as respostas sorologicas, ja fomeceu informagoes mais 
completas acerca do papel de UU na NGU. Um estudo conduzido por Homer et al. constatou que UU nao esta 
associado a NGNCU aguda em uma analise multivariada, porem foi associado a NGNCU cronica, que foi definida 
para o estudo como a ocorrencia de uretrite dentro de 30 a 92 dias apos o inicio do tratamento. 187,188 Esses 
pesquisadores conclulram que os ureaplasmas representam uma provavel causa de NGNCU cronica que ocorre apos 
o tratamento. Um estudo conduzido no Japao, em 2004, relatou a existencia de uma associagao significativa entre 
UU e NGNCU e sugeriu que a presenga de U. parvum na uretra pode refletir uma colonizagao, e nao uma 
infecgao. 99 Outros estudos recentes utilizando tecnicas moleculares sensfveis estabeleceram que UU esta associado a 
alguns casos de NGNCU e que U. parvum e observado mais frequentemente em infecgoes assintomaticas, embora 
alguns pacientes com U. parvum possam ser sintomaticos. 395,567 A relagao entre MH e NGNCU esta muito menos 
definida nos homens, e nao foi constatado que esteja envolvida em mulheres com sindrome uretral. 524 

O papel do MH e do UU na etiologia da prostatite cronica foi investigado por muitos pesquisadores. Utilizando 
tecnicas classicas para localizar infecgoes na prostata, diversos pesquisadores documentaram a presenga de UU 
como agente responsavel por uma pequena proporgao de casos de prostatite cronica. 365 ’ 366 ’ 381 ' 449 Em um estudo 
realizado na Croacia, em 2002, UU foi o unico agente isolado do llquido prostatico de 2,54% de 276 pacientes com 
infecgao cronica de prostata. 449 Em um estudo conduzido no Japao, UU foi isolado de secregoes do llquido 
prostatico de 18 de 143 pacientes com prostatite. 366 O tratamento anti -Ureaplasma especifico erradicou os 
microrganismos e levou a resolugao dos sintomas, sugerindo que UU foi o agente etiologico nesses pacientes. UU 
constitui uma causa rara de epididimite; foi relatado um unico caso de infecgao, em que os microrganismos foram 
isolados do aspirado do epidldimo em associagao a uma elevagao significativa dos titulos de anticorpos 
esperificos. 2 " 9 Em um estudo realizado na Russia, em 2011, baseado na PCR, foi constatado que homens com 
prostatite cronica abrigam o MH com uma incidencia tres vezes maior que a dos homens com hiperplasia prostatica 
benigna, nao havendo nenhuma evidencia da presenga do microrganismo nos homens sem doenga prostatica. Alem 
disso, o estudo detectou titulos mais elevados de anticorpo anti-MH e niveis aumentados do antigeno prostatico 
especifico (PSA; do ingles, prostate-specific antigen) em pacientes positivos para MH. Os autores acreditam que o 
MH possa ser potencialmente empregado como marcador de doenga prostatica inicial e como alvo para prevengao e 
tratamento melhores. 21 

Os lactentes nascidos de maes colonizadas por micoplasmas genitais tambem sao frequentemente colonizados. 
Em estudos de pesquisa, 18a 45% dos recem-nascidos de maes colonizadas tambem estavam colonizados por MH, 
com obtengao de culturas positivas a partir de amostras de material de garganta, trato genital ou urina. 106,121 A taxa 
de transmissao vertical de UU varia de 18 a 55% entre lactentes a termo e de 29 a 55% entre prematuros. 416 A 
colonizagao normalmente diminuiu depois de cerca de 3 meses de idade. Alem disso, foi constatada a ocorrencia de 



colonizagao em menos de 10% das criangas de mais idade e adultos sem atividade sexual." 24 Syrogiannopoulos et al. 
efetuaram culturas de material de garganta, olhos e vagina de 193 lactentes a termo nascidos de mulheres com 
colonizagao vaginal por UU. 465 Desses lactentes, 107 (55%) apresentaram UU em pelo menos um dos locais de 
cultura. Nesses lactentes, a colonizagao pode persistir por periodos prolongados, sem qualquer efeito prejudicial 
para a crianga. Neste ultimo estudo mencionado, 68%, 33% e 37% dos lactentes com colonizagao na garganta, nos 
olhos e na vagina, respectivamente, por ocasiao do nascimento ainda permaneciam colonizados no 
acompanhamento realizado com 3 meses de idade. Entre as criangas com colonizagao do trato respiratorio, nao foi 
constatado nenhum aumento na incidencia de doengas relacionadas em comparagao com as criangas que nao 
apresentaram colonizagao nesse local. Em um estudo conduzido em Israel, 24% de 99 lactentes prematuros estavam 
colonizados por micoplasmas; UU foi isolado de 21 lactentes enquanto MH foi isolado de tres. 204 Neste estudo, a 
taxa de colonizagao exibiu uma correlagao inversa com a idade gestacional; 80% dos lactentes com menos de 28 
semanas de gestagao apresentaram colonizagao, em contraste com 17,9% dos lactentes com 28 a 36 semanas de 
gestagao. 204 Dos 27 lactentes que exigiram suporte ventilatorio nesse estudo, UU foi isolado das secregoes das vias 
respiratorias inferiores em 22%. Os ureaplasmas podem invadir o saco amniotico e induzir uma resposta 
inflamatoria, resultando em corioamnionite, trabalho de parto prematuro e lesao pulmonar neonatal. A capacidade 
de UU e de MH de causar pneumonia, bacteriemia e meningite em recem-nascidos nao pode ser mais 
questionada. ' As pesquisas futuras para prevengao de prematuridade devem ser direcionadas para a identificagao e 
a localizagao de microrganismos especificos, juntamente com ensaios clinicos de antibioticos especificos para 
estabelecer quais dessas intervengoes podem melhorar os resultados desses lactentes a longo prazo. 

Diversos estudos sugeriram que UU esta associado a doenga pulmonar cronica, displasia broncopulmonar, 
hipertensao pulmonar persistente e infecgao sistemica em lactentes prematuros. 32-56,58 Na atualidade, estudos 
prospectivos e estudos de modelos animais demonstraram a existencia de uma relagao significativa entre a infecgao 
das vias respiratorias por UU e o desenvolvimento de doenga pulmonar cronica do recem-nascido. 80-410 Cassell et al. 
constataram que o isolamento de UU da traqueia de lactentes com peso abaixo de 1.000 g, que tambem 
necessitavam de suporte ventilatorio, foi associado ao desenvolvimento de displasia broncopulmonar e condigdes 
associadas (p. ex., doenga da membrana hialina, persistencia do canal arterial e pneumonia). 56 Em um estudo 
subsequente realizado por Crouse et al., foi constatado que os lactentes com baixo peso ao nascimento, com 
desconforto respiratorio e isolamento de UU em culturas de material de traqueia, tinham mais tendencia a apresentar 
displasia e evidencias de pneumonia na radiografia de torax do que os lactentes sem UU. 80 A colonizagao da 
nasofaringe ou da traqueia de lactentes prematuros por UU tambem esta associada a uma contagem elevada de 
leucocitos no sangue periferico. 367 Sanchez e Regan constataram que, entre lactentes colonizados com ureaplasmas 
no trato respiratorio, 30% desenvolveram doenga pulmonar cronica exigindo suporte ventilatorio mecanico, 
enquanto apenas 8% dos recem-nascidos nao colonizados apresentaram doenga do trato respiratorio. 417 Foi 
documentada a ocorrencia de infecgao da corrente sanguinea por UU em recem-nascidos, e essas infecgoes 
frequentemente estao associadas a infecgoes coexistentes do trato respiratorio. 32,49,528 Essas infecgoes sistemicas 
estao associadas a infecgao do trato urinario, ruptura prematura ou prolongada das membranas, trabalho de parto 
prematuro, corioamnionite, baixo peso ao nascimento e presenga de anomalias congenitas e asfixia perinatal no 
recem-nascido. 528 A patogenese dessa sindrome no recem-nascido foi corroborada por modelos animais e reflete 
tanto a natureza dessas bacterias como agentes oportunistas quanto o estado de imunocomprometimento do lactente 
prematuro. 531 Estudos realizados com culturas de fibroblastos pulmonares de recem-nascidos demonstraram que a 
infecgao por UU in vitro induz a liberagao de citocinas por essas celulas, sugerindo a atuagao das citocinas na 
patogenese da displasia broncopulmonar na prematuridade. 45. Os estudos sorologicos realizados indicam que o 
recem-nascido ou o feto com infecgao sistemica por UU gera respostas de IgM e IgG anti-Ureaplasma especificas 
contra sorovariantes, fornecendo evidencias adicionais para o potencial patogenico desses microrganismos. 398 

Varios relatos e estudos tambem demonstraram que tanto UU quanto MH podem ser isolados esporadicamente 
do SNC como causa de meningite silenciosa ou clinicamente sintomatica no periodo neonatal. 518 Foram descritos 
varios casos de infecgoes do SNC por MH no recem-nascido, e a maioria delas ocorreu em prematuros para os quais 
foi documentada uma ruptura prolongada das membranas, embora tenham sido descritos casos em lactentes a 
termo. 11-326-531-550 Em um estudo prospective de 100 lactentes prematuros, Waites et al. isolaram UU do LCR de oito 
lactentes e MH do LCR de cinco lactentes. 529 Entre os lactentes com infecgao causada por UU, seis sofreram 
hemorragia intraventricular, tres apresentaram hidrocefalia e tres morreram. Nenhum dos lactentes com infecgao por 
MH veio a falecer, e apenas um deles apresentou sinais neurologicos de meningite. Entretanto, Gilbert e Drew 



comunicaram um caso de meningite causada por MH em um lactente prematuro que apresentou uma evolugao 
cronica, com desenvolvimento de hemorragia intraventricular. 140 Em todos esses lactentes, foi dificil erradicar os 
microrganismos com terapia antimicrobiana. Em um estudo de 318 lactentes predominantemente a termo com sinais 
de suspeita de sepse ou de meningite, nascidos principalmente de mulheres de baixo risco, MH foi isolado do LCR 
de nove lactentes, enquanto UU foi isolado do LCR de cinco lactentes. 528 Desses 14 lactentes infectados, 12 
recuperaram-se sem nenhum tratamento, e 2 faleceram. Desses dois lactentes, um com MH morreu de sepse por 
Haemophilus influenzae, enquanto o outro, infectado por UU, sofreu hemorragia intraventricular. Esse estudo 
sugeriu que os micoplasmas sao mais comuns nas infecgoes neonatais do SNC do que se acreditava anteriormente. 
Foi descrito um caso de meningite por MH apos neurocirurgia em um adulto; a detecgao foi realizada pela PCR do 
LCR, visto que a cultura e outras tecnicas nao moleculares nao foram suficientes para estabelecer o diagnostico. 264 
Embora as infecgoes do SNC por MH habitualmente sofram resolugao espontanea, os ureaplasmas aparentemente 
podem desencadear uma resposta inflamatoria associada a hemorragia intraventricular. 176 

Alem das infecgoes do SNC, os micoplasmas, em particular MH, tambem tern sido isolados de outras infecgoes 
extragenitais tanto em criangas quanto em adultos. MH adquirido no periodo perinatal foi isolado de abscessos 
subcutaneos do couro cabeludo, no local de lesoes causadas por forceps ou monitor, infecgoes da conjuntiva e 
linfonodos submandibulares no recem-nascido. 47,143,396 MH tambem foi isolado em multiplas hemoculturas de uma 
crianga de 10 meses de idade que havia sofrido queimaduras graves. 87 Nos adultos, MH tern sido cultivado de 
pacientes com uma ampla variedade de infecgoes, incluindo bacteriemia, infecgoes de feridas pos-operatorias e pos- 
histerectomia, hematomas, artrite septica, empiema associado a aspiragao, tromboflebite septica, peritonite, 
abscessos periorbitarios, abscessos intra-abdominais e retroperitoneais e abscessos 
cerebrais. 48,75,137,177,242,271,309,317,327,340,341,380,402 Foi constatada a ocorrencia de bacteriemia e de infecgao pos- 
operatoria da incisao estemal por MH em pacientes apos cirurgia cardiotoracica. 347,352,451 Em outro relato de 
infecgao de ferida estemal por MH, UU tambem foi isolado. 390 Foi relatada a ocorrencia de endocardite de protese 
valvar por MH, e tanto MH quanto UU foram isolados de tecidos pericardicos e liquidos de pacientes com derrames 
pericardicos. 40,135,236 

Os pacientes com essas infecgoes tinham historia de cirurgia cardiaca recente (p. ex., cirurgia de 
revascularizagao do miocardio, substituigao de valva da aorta, transplante cardiaco devido a miocardiopatia dilatada 
idiopatica) ou estavam imunocomprometidos (p. ex., lupus eritematoso sistemico [LES], doenga pulmonar 
obstrutiva cronica). 236 MH tambem foi isolado de infecgao de ferida cinirgica apos insergao de protese mamaria de 
silicone. 420 

MH e UU podem comportar-se como agentes infecciosos oportunistas em pacientes com doengas de base ou 
condigoes debilitantes como hipogamaglobulinemia, doenga de Hodgkin, LES, transplante renal, doenga cardiaca, 
linfoma, artrite reumatoide e traumatismo grave. 75,227,306,339,342,370,378,480,497 Em um paciente, foi relatada a ocorrencia 
de peri-hepatite associada a um abscesso perinefrico por MH, que se desenvolveu 4 meses apos transplante renal. 53 
Em um paciente australiano imunocompetente nos demais aspectos, foi identificada a presenga de um abscesso 
parafaringeo apos infecgao aguda pelo vims Epstein-Barr. 235 Foi relatada a ocorrencia de artrite septica por MH e 
UU em pacientes com hipogamaglobulinemia, neoplasias malignas hematologicas, traumatismo macigo, bacteriemia 
pos-parto, LES e imunodeficiencia variavel comum; e provavel que essa entidade clinica ocorra apos disseminagao 
hematologica dos espagos articulares. 51,75,225,497 Em 1994, Kane el al. descreveram o primeiro caso de infecgao do 
trato respiratorio com hemorragia alveolar difusa causada por MH; o paciente era um receptor de transplante de 
medula ossea. 22 MH foi isolado de hematomas peri-hepaticos pos-operatorios, que se formaram no abdome de um 
receptor de transplante de figado 1 mes apos a cimrgia de transplante. 208 Tanto MH quanto UU foram isolados de 
um hematoma retroperitoneal 12 dias apos transplante de figado em uma mulher de 45 anos de idade com 
insuficiencia hepatica fulminante. 160 Ocorreram tambem infecgoes de proteses articulares por MH, e foram tambem 
relatadas infecgoes de feridas por MH apos cirurgia de redugao de mandibula fraturada e apos cesariana. 451 Em um 
paciente imunocomprometido na Alemanha, uma infecgao dupla por MH resistentes a antibioticos e por U. parvum 
evoluiu de uma artrite septica para uma infecgao disseminada fatal. 307 A ocorrencia de infecgoes nas areas da 
cabega, do pescogo e do torax, bem como em tecidos contiguos ao trato genital, pode refletir a presenga desses 
microrganismos nos tratos respiratorio e urogenital adjacentes, respectivamente. 341,402 Por exemplo, Kayser e Bhend 
comunicaram um caso de uma mulher de 45 anos de idade com infecgao de tecido mole paraespinal e intervertebral, 
que surgiu 16 dias apos ter sido submetida a histerectomia abdominal. 233 



MH tambem tem sido isolado da urina de pacientes com infecgao pelo HIV. Em um estudo conduzido por 
Chirgwin el al., na State University of New York, em Brooklyn, MH foi isolado de 18% das amostras de urina 
obtidas de 180 individuos HIV-positivos e de 21% das amostras de urina de 38 individuos HiV-negativos.' Nesse 
estudo, foram isolados 30 outros micoplasmas que utilizam glicose apenas a partir dos individuos HIV-positivos. 68 
A inibigao do crescimento com antissoros especificos de especie possibilitou a identificagao de 18 desses isolados: 
14 foram identificados como M. fermentans e 4, como M. pirum. Os 12 isolados restantes nao foram viaveis em 
subcultura. 

Mycoplasma genitalium 

Em 1981, Tully et al. isolaram um micoplasma anteriormente nao descrito e inusitadamente fastidioso de amostras 
de uretra de 2 de 13 homens homossexuais com NGNCU. 509 Embora varias tentativas subsequentes de isolar esse 
novo microrganismo tenham falhado, foram obtidos varios isolados do mesmo microrganismo de amostras 
urogenitais na China. ’ 04 Em 1983, essa nova especie foi denominada M. genitalium. 510 A analise ultraestrutural 
desses isolados indicou que o novo microrganismo compartilhava diversas caracteristicas com M. pneumoniae. 
Essas caracteristicas incluem a morfologia das celulas individuais semelhante a um frasco afilado e a presenga de 
uma estrutura apical especializada, que facilita a aderencia dos microrganismos as celulas teciduais, aos eritrocitos e 
a materials inertes, como plastico e vidro. 10 M. genitalium possui uma proteina de 140 kDa especifica de especie, 
denominada P140, que e um correspondente estrutural e funcional da proteina citoadesina PI de 170 kDa de M. 
pneumoniae As variantes nao aderentes de M. genitalium apresentam uma alteragao da adesina P140 ou 
perderam a molecula de adesina associada a mcmbrana. ” 4 M. genitalium e M. pneumoniae contem uma proteina de 
reatividade cruzada de 43 kDa, que tambem pode ser detectada em isolados de Acholeplasma laidlawii. ,2 Esses 
epitopos antigenicos compartilhados provavelmente sao responsaveis pelas reagoes sorologicas cruzadas observadas 
com M. genitalium na maioria dos testes para anticorpos contra M. pneumoniae, incluindo fixagao do complemento 
(FC), ensaios de imunofluorescencia indireta e testes de inibigao metabolica e de inibigao do crescimento utilizando 
antissoros heterologos. 85 ’ 86,280 Os estudos de hibridizagao do DNA mostraram que os dois microrganismos possuem 
homologia de sequencia de nucleotidios de 6,5 a 8,1%, e este ultimo valor reflete, provavelmente, os genes que 
codificam as proteinas antigenicas de reagao cruzada. 280,564 Outras sequencias de genes sao, na verdade, exclusivas 
das duas especies, fornecendo evidencias de que M. pneumoniae e M. genitalium sao especies distintas. 510 A partir 
da decada de 1990, foram conduzidos muitos estudos implicando M. genitalium em sindromes do trato reprodutor 
masculino e feminino. Como e muito dificil obter uma cultura desses microrganismos em laboratories de rotina, e a 
sorologia nao e frequentemente util para o diagnostico, e necessario recorrer a PCR e a outros metodos moleculares 
para melhorar a detecgao na pesquisa e no diagnostico. ’ 12 Em um estudo conduzido por Taylor-Robinson et al., 
foram detectadas elevagoes dos titulos de anticorpos contra M. genitalium em 4 de 14 pacientes com NGU e em 2 de 
17 pacientes sem uretrite, porem apenas 1 dos 4 pacientes que apresentaram soroconversao teve uma cultura 
positiva. 478 A incapacidade de isolar o microrganismo em estudos de uretrite provavelmente refletiu a falta de 
disponibilidade de tecnicas adequadas para uma cultura confiavel dessa especie fastidiosa. Para superar os 
problemas inerentes de cultura, outros pesquisadores usaram sondas de acido nucleico especificas de especie, 
preparadas a partir do DNA genomico de M. genitalium, com ou sem PCR simultaneamente. 185 Esses pesquisadores 
detectaram o microrganismo em 14% dos homens com uretrite gonococica, em 10% dos homens com uretrite por 
clamidias, em 14 a 28% dos homens com NGU e em 13 a 23% dos homens com NGNCU. Alem disso, em um 
estudo, foi detectado o DNA de M. genitalium em 27% de 37 homens com uretrite recorrente ou persistente. 
Todavia, o microrganismo tambem foi detectado em 6 a 12% dos homens sem sintomas do trato geniturinario nesses 
estudos. A presenga desse microrganismo no trato urogenital masculino foi independente da detecgao de Chlamydia 
trachomatis em muitos desses estudos, embora outros tenham sugerido uma incidencia aumentada com a infecgao 
por C. trachomatis. 206 ’ 201 ’ 216 ’ 21 ^’ 219 Utilizando tecnicas de PCR, um dos grupos de pesquisa anteriores nao conseguiu 
detectar M. fermentans, M. penetrans ou M. pirum em amostras uretrais de pacientes com NGNCU. 00 Esses 
pesquisadores concluiram que M. genitalium foi o agente etiologico em muitos casos de NGNCU, o que tambem foi 
confirmado pela resposta clinica dos homens infectados ao tratamento com doxiciclina. 106 

Diversos estudos utilizando tecnicas moleculares estabeleceram agora a incidencia de M. genitalium como 
agente etiologico da NGU aguda e NGNCU. Estima-se que entre 18,4 e 45,5% de todos os casos de NGNCU em 
homens sejam causados por esse microrganismo, e que a sua persistencia na uretra apos terapia antimicrobiana 
esteja associada a NGU persistente ou recorrente. 97,212 ’ 310 ’ 333,484 ’ 501 As abordagens moleculares para a detecgao de M. 


genitalium incluem ensaios de PCR convencionais e em tempo real, que amplificam o gene de adesina especlfico de 
M. genitalium (MgPa) ou regioes especlficas de especie do gene rRNA 16S. 100 ’ 119,215 ’ 566 O uso de ensaios de PCR em 
tempo real para a detecgao de M. genitalium em amostras de urina da primeira micgao proporcionou resultados 
quantitativos, mostrando que a carga de microrganismos M. genitalium nessas amostras de homens sintomaticos sao 
muito maiores do que aquelas observadas em homens assintomaticos. As cargas de microrganismos em homens com 
NGU positiva para M. genitalium foram suprimidas durante a terapia com levofloxacino, e os pacientes tomaram-se 
assintomaticos. Apos o tratamento, a resol ugao dos sintomas foi frequente, porem os microrganismos permaneceram 
detectaveis na uretra. O reaparecimento de sintomas foi associado a um aumento da carga de microrganismos em 
pacientes cujo tratamento fracassou. Esses estudos sugeriram que a terapia antimicrobiana que leva a eliminagao dos 
microrganismos do trato genital e necessaria para o tratamento da uretrite associada a M. genitalium, de modo a 
evitar a recidiva subsequente da NGNCU. 1(lu 

Recentemente, Blanchard et al. publicaram a evolugao de M. genitalium e relataram que M. genitalium, MH e 
Ureaplasma parvum compartilham um genoma central de cerca de 250 genes codificadores de proteinas, que 
correspondem a seu metabolismo celular basal; alem disso, constataram tambem uma notavel diferenga nas vias de 
geragao de energia. Concluiram que M. genitalium e um microrganismo sexualmente transmitido associado a NGU 
em homens e a varias sindromes inflamatorias do trato reprodutor nas mulheres, com cervicite, DIP e infertilidade. 37 
Em uma revisao de 34 estudos conduzida por Manhart et al., em uma publicagao dos Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC) em 2011, “Sexually Transmitted Guidelines”, que incluiu > 7.100 homens entre 1993 e 2011, 
utilizando a PCR como metodo de detecgao, foi concluido que M. genitalium pode, de fato, causar uretrite aguda. 
Vinte e oito dos 34 estudos foram conduzidos em paises com recursos, incluindo os EUA, e quatro deles foram da 
China e da Africa. Em todos os estudos, 13% dos homens com NGU foram positivos para M. genitalium (faixa de 
incidencia de 5 a 42%), e, em 11 estudos que incluiram dados de NGNCU, 25% foram positivos, com uma faixa de 
10 a 38%. 312 Taylor-Robinson et al., descreveram a patogenese proposta de M. genitalium em um artigo de 
revisao. 486 Foi utilizado um sistema modelo de celulas epiteliais endocervicais humanas para demonstrar que a 
infecgao por M. genitalium pode ativar as vias de defesa celular do hospedeiro e as vias de inflamagao. 329 

Alguns estudos tiveram como objetivo detectar e avaliar a importancia de M. genitalium no trato genital 
feminino. 22 ' 431 Em um estudo conduzido em uma clinica especializada em doengas sexualmente transmissiveis 
(DST) em Londres, M. genitalium foi detectado por PCR em amostras do trato genital de 18% de 57 mulheres. 374 
Outro estudo, realizado em Copenhague, relatou a detecgao de M. genitalium em amostras endocervicais de 5 de 74 
mulheres. 21 1 Nenhum desses estudos abordou a associagao desses isolados com a presenga de doenga. Embora nao 
se disponha de evidencias defmitivas sobre a patogenicidade de M. genitalium no trato genital feminino, as 
evidencias indiretas sugerem que ele tambem pode estar envolvido em infecgoes do trato genital tanto inferior 
quanto superior. Em um estudo conduzido no Japao, foi identificada a presenga de M. genitalium em 7,8% de 64 
mulheres com cervicite purulenta, e estudos conduzidos nos EUA constataram que, uma vez excluidas as infecgoes 
causadas por gonococos e clamidias, as pacientes com cervicite purulenta tiveram uma tendencia de mais tres vezes 
a apresentar M. genitalium no colo do utero, em comparagao com aquelas sem cervicite purulenta. ’ 1 ’ ' 4 Em um 
estudo que comparou a prevalencia de M. genitalium, C. trachomatis, N. gonorrhoeae e T. vaginalis em 
adolescentes do sexo feminino, utilizando a amplificagao por mediagao da transcrigao, M. genitalium foi detectado 
em 22% das adolescentes, em comparagao com a detecgao de C. trachomatis em 24% e apresentou menor 
prevalencia em comparagao com os outros dois microrganismos. M. genitalium nao teve nenhuma associagao a 
sintomas vaginais ou cervicais; entretanto, foi constatada maior incidencia de M. genitalium na presenga de C. 
trachomatis e com historia de contato sexual recente. 1 '’ De modo semelhante, Casin et al. examinaram 170 
mulheres com sintomas do trato genital atendidas em uma clinica de DST em Paris e nao encontraram nenhuma 
correlagao entre a cervicite mucopurulenta e a presenga de M. genitalium, embora 38% das mulheres tivessem 
resultados positivos de PCR para M. genitalium em um ou mais locais do trato genital (habitualmente na vagina)." 3 
Um estudo mais recente de 261 mulheres na Nova Zelandia tambem mostrou nao haver nenhuma correlagao entre 
os sintomas clinicos de cervicite e a detecgao de M. genitalium em swabs endocervicais (prevalencia de 8,4%), de 
modo que os pesquisadores concluiram que a apresentagao de cervicite nao deve levar necessariamente a um 
rastreamento para Mgenitalium. 368 Embora haja controversia continua sobre a associagao de M. genitalium com a 
ocorrencia de doenga genital clinica em mulheres, um estudo recente procedeu a uma revisao das evidencias 
epidemiologicas em mais de 27.000 mulheres com faixa de prevalencia de M. genitalium de 2 a 7% e demonstrou 
uma forte correlagao entre a presenga de M. genitalium e infecgoes do trato genital inferior (uretrite, cervicite e 



secregao vaginal), bem como evidencais convincentes de inflamagao do trato genital superior (/. e., DIP e 
infertilidade)/ Na publicagao dos CDC citada anteriormente, foram tambem analisados os dados disponiveis sobre 
cervicite e uretrite. Nos 14 estudos de cervicite, 57% constataram a existencia de uma associagao, o que nao ocorreu 
com 43%. Entretanto, verificaram que os estudos que haviam usado apenas criterios clinicos para decisoes relativas 
ao diagnostico tiveram menos probabilidade de identificar uma associagao com M. genitalium, em comparagao com 
os estudos que defmiram a cervicite pela presenga de > 30 leucocitos por campo de grande aumento. No grupo dos 
CDC, a conclusao foi a de que existem evidencias para sustentar a hipotese de M. genitalium pode causar cervicite, 
embora os dados sejam divergentes nesse aspecto. Apenas alguns estudos abordaram a uretrite na mulher. Nesses 
estudos, foi detectada a presenga de M. genitalium em 4 a 9% das mulheres com uretrite. A conclusao foi de que M. 
genitalium pode causar uretrites femininas, porem os dados atuais sao muito limitados para tirar qualquer conclusao 
defmitiva. 312 

Existem tambem evidencias de que M. genitalium esteja envolvido na endometrite e na DIP aguda. Os estudos 
neurologicos documentaram titulos elevados de anticorpos contra M. genitalium em algumas mulheres com DIP, 
que nao era atribuivel a Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis ou MH; estudos experimentais em 
chimpanzes demonstraram a capacidade do M. genitalium de causar doenga do trato genital superior e inferior nesse 
modelo animal. 344 - 479 Os estudos sorologicos tambem sugerem que a infecgao por M. genitalium pode constituir um 
fator de risco independente na patogenese de um processo inflamatario que pode levar a cicatrizagao dos tecidos 
uterinos, resultando em infertilidade. 73 Em um estudo conduzido em Nairobi, no Quenia, em 115 mulheres que 
apresentavam dor pelvica persistente, foi constatado que 16% de 58 mulheres com confirmagao histologica de 
endometrite foram PCR-positivas para M. genitalium no colo do utero, no endometrio ou em ambos os locais. 76 Em 
outro estudo conduzido em Londres, 13% de 45 mulheres com DIP apresentaram evidencias de M. genitalium na 
endocervice com base na PCR, em comparagao com nenhum caso do grupo-controle. 446 Um estudo conduzido nos 
EUA mostrou que 682 mulheres com suspeita de endometrite e DIP foram tratadas com cefoxitina e doxiciclina; as 
pacientes positivas na PCR para M. genitalium tiveram risco maior de falha a curto prazo e mais tendencia a 
desenvolver dor pelvica recorrente e DIP, bem como infertilidade e diminuigao das gestagoes e nascimentos vivos. 
Os autores sugerem que o esquema antimicrobiano recomendado nao e adequado para pacientes com endometrite 
causada por M. genitalium , 159 A associagao de M. genitalium com DIP e sequelas reprodutivas subsequentes, 
independentemente da infecgao por C. trachomatis e N. gonorrhoeae, foi confirmada em um artigo de revisao que 
examinou os estudos nos quais foram usados metodos de detecgao com PCR. 158 A publicagao de Manhart dos CDC 
apresentou uma revisao de nove estudos, examinando a associagao com DIP por meio de sorologia ou PCR; todavia, 
em muitos dos estudos, a ausencia de um grupo de controle negativo foi um fator limitante. A sua conclusao foi a de 
que os dados fornecem algum suporte para a existencia de uma relagao; entretanto, no momenta atual, os dados 
permanecem divergentes. 312 Taylor-Robinson (2011) apontou M. genitalium como causa potencial de desfechos 
adversos na gravidez e e da opiniao de que, se ele fosse detectado, a paciente deveria ser tratada em virtude de seu 
potencial patogenico. 486 Entretanto, na revisao de Manhart, com base em cinco estudos publicados, foi sugerido que 
M. genitalium nao e comum em mulheres que apresentam nascimentos prematuros, pelo menos nos paises com 
recursos, e os dados dos paises mais pobres em recursos sao controversos. Nessa mesma revisao, nao houve 
evidencias suficientes dos poucos estudos que implicaram M. genitalium em casos de gravidez ectapica. 312 

Em 1988, Baseman el al. isolaram M. genitalium, juntamente com M. pneumoniae de 4 de 16 amostras 
congeladas obtidas das vias respiratarias superiores de recrutas militares durante um ensaio clinico de vacina para 
M. pneumoniae, em 1974 e 1975. 2 ’ O papel de M. genitalium na doenga do trato respiratorio nao esta bem- 
esclarecido, porem foi sugerido que a associagao com M. pneumoniae pode resultar em uma infecgao sinergica, 
causando pneumonia mais grave ou podendo contribuir para a patogenese das complicagoes extrapulmonares da 
infecgao por M. pneumoniae . 2I2 A presenga de M. genitalium no trato respiratorio, com ou sem M. pneumoniae, e a 
reatividade cruzada imunologica entre os dois microrganismos podem nao apenas complicar o processo infeccioso 
nos individuos coinfectados, mas tambem afetar a resposta imunologica a infecgao. Por conseguinte, essas 
interagoes podem interferir na interpretagao dos testes sorologicos que sao frequentemente utilizados para 
estabelecer o diagnostico das infecgoes por M. pneumoniae. O uso de ensaios de PCR especificos de especie para M. 
pneumoniae e M. genitalium pode fornecer uma solugao aos problemas clinicos e de diagnostico, evitando a 
necessidade de cultura desses microrganismos e esclarecendo as respostas imunes de reatividade cruzada que 
ocorrem com esses microrganismos. 2 "" 



Alem dos tratos respiratorio e genital, M. genitalium tambem foi isolado de aspirados de liquido articular de 
pacientes com artrite. M. genitalium foi detectado por meio de analise por PCR na articulagao do joelho de um 
homem de 25 anos de idade com sindrome de Reiter, bem como na articulagao do joelbo de um homem de 58 anos 
de idade com artrite reumatoide soronegativa. 482 Tanto M. pneumoniae quanto M. genitalium foram detectados em 
uma amostra de liquido da articulagao do joelho de um paciente com hipogamaglobulinemia e poliartrite apos um 
surto de pneumonia por micoplasma." 

M. genitalium tambem foi associado a infecgao pelo HIV, porem nao na extensao observada com outras 
especies, como M. fermentans e M. penetrans. Montagnier e Blanchard detectaram M. genitalium por PCR no 
sangue de um paciente com AIDS, em 1993. 345 Entretanto, uma pesquisa realizada em 1996 sobre a presenga de seis 
especies de Mycoplasma em celulas mononucleares do sangue periferico (CMSP) de 154 pacientes soropositivos 
para HIV, 40 pacientes soronegativos para HIV tratados em clinicas de DST e 40 doadores de sangue soronegativos 
para HIV nao conseguiu detectar M. genitalium por PCR em nenhum desses individuos. 254 Outra pesquisa de 
micoplasmas na urina de 15 criangas soropositivas para HIV, conduzida em 1999, identificou apenas uma unica 
amostra positiva para M. genitalium em 1 de 9 criangas infectadas pelo HIV apresentando doenga grave pelo HIV 199 
M. genitalium tambem foi detectado por meio de PCR em amostras uretrais e retais de homens homossexuais com e 
sem NGNCU. 483 Em um estudo australiano sobre a prevalencia dos micoplasmas genitais em mulheres tratadas em 
clinicas de DST, utilizando um metodo de PCR para detecgao, foi detectada a presenga de M. genitalium em apenas 
4% de 527 mulheres, em comparagao com uma prevalencia de 17%, 14% e 52% respectivamente, para MH, UU e 
U. parvum. Nesse estudo, M. genitalium foi associado significativamente a mulheres que eram HIV-positivas e a 
mulheres que apresentaram sintomas de cervicite, em comparagao com os outros micoplasmas. Esses autores 
recomendaram o rastreamento de rotina para M. genitalium em mulheres HIV-positivas e/ou que apresentam 
sintomas de cervicite. 305 

Mycoplasma fermentans 

M. fermentans e uma especie de Mycoplasma humano fastidioso, que tern sido identificado como contaminante de 
cultura de tecido ha muitos anos. 515 O aumento no uso de linfocitos e macrofagos humanos em pesquisas 
imunologicas e virais foi provavelmente responsavel pelo reconhecimento desse microrganismo como contaminante 
de cultura tecidual. M. fermentans foi detectado por meio de PCR em amostras de saliva de individuos saudaveis e 
tambem foi detectado nos tratos geniturinario e respiratorio de seres humanos. 67,439 Em estudo conduzido em 
Londres, que utilizou PCR, M. fermentans foi pesquisado em swabs de material de garganta e amostras de urina de 
estudantes universitarios saudaveis e de pacientes com imunodeficiencias congenitas. 7 Vinte e sete por cento dos 
estudantes que fomeceram amostras de material de garganta e de urina tinham M. fermentans em pelo menos uma 
das amostras. M. fermentans foi detectado em um swab de garganta e em tres amostras de urina de 19 pacientes com 
imunodeficiencias congenitas. Um modelo de hamster demonstrou a capacidade de duas cepas diferentes de M. 
fermentans e de uma cepa de M. pneumoniae de causar pneumonite intersticial, sugerindo o potencial patogenico de 
M. fermentans na doenga respiratoria e, talvez, em outras infecgoes cronicas em seres humanos. 559 

Em 1986, o interesse por M. fermentans como patogeno humano foi estimulado quando Lo et al., no Armed 
Forces Institute of Pathology (AFIP) e nos National Institutes of Health (NIH) comunicaram o isolamento de um 
novo micoplasma, provisoriamente denominado M. incognitas, do tecido de sarcoma de Kaposi (SK) de pacientes 
com AIDS. 281,290,291 Utilizando tecnicas imuno-histoquimicas com anticorpos monoclonais dirigidos contra esse 
novo agente, Lo et al. detectaram antigenos de M. incognitas no timo, no figado, no bago, nos linfonodos e no 
tecido cerebral de pacientes com AIDS, bem como no tecido placentario de mulheres gravidas com AIDS. 254 A 
histopatologia dos tecidos infectados revelou uma variedade de respostas; em alguns tecidos, nao foi observada 
nenhuma alteragao histologica, ao passo que, em outros, foi constatada a ocorrencia de necrose fulminante com 
inflamagao. A inoculagao intraperitoneal desse agente em quatro macacos Trachypithecus cristatus provocou uma 
sindrome de debilitagao e morte dentro de 7 a 9 meses. 294,296 Esses mesmos pesquisadores tambem descreveram seis 
pacientes, de seis regioes geograficas diferentes, que apresentaram doenga aguda semelhante a gripe e uma 
sindrome de febre persistente, linfadenopatia, diarreia e falencia de multiplos orgaos, levando a morte dentro de 1 a 
7 semanas. As necropsias revelaram necrose fulminante dos linfonodos, dos pulmoes, do figado, das glandulas 
suprarrenais, do coragao e dos tecidos cerebrais. As tecnicas imuno-histoquimicas e a microscopia eletronica 
revelaram a presenga de antigenos de micoplasma nas areas de necrose, e uma sonda de DNA especifica marcada 
detectou o material genetico desse agente nos tecidos infectados. 283 Nenhum desses pacientes estava infectado pelo 


HIV-1 ou HIV-2. Os perfis de hibridizagao de acidos nucleicos, o mapeamento de endonuclease de restrigao e as 
analises antigenicas indicaram que M. incognitus nao era um micoplasma novo, porem uma cepa de M. fermentans, 
um micoplasma “nao patogenico” fastidioso encontrado no trato genital. 54,413 

Subsequentemente, foi constatado que a cepa “ incognitus ” M. fermentans estava associada a outra histopatologia 
em pacientes com AIDS. Bauer et al. examinaram os tecidos renais de 15 pacientes com AIDS e obtiveram 
evidencias, pela microscopia optica, de nefropatia associada a AIDS. 24 Os tecidos desses pacientes exibiram reagoes 
de imunofluorescencia com anticorpos monoclonais especificos contra a cepa incognitus de M. fermentans nas 
celulas epiteliais e endoteliais glomerulares, nas membranas basais glomerulares, nas celulas epiteliais e cilindros 
tubulares e em celulas intersticiais mononucleares. Foram tambem observadas estruturas de micoplasma a 
microscopia imunoeletronica em tecidos renais desses pacientes. Os tecidos renais de pacientes com AIDS sem 
comprometimento renal e de pacientes nao infectados pelo HIV, com e sem nefropatia, nao revelaram nenhum 
microrganismo ao exame histopatologico. 24 Ainsworth et al. tambem descreveram um paciente com nefropatia 
associada ao HIV, no qual foi detectada a presenga de M. fermentans nos tecidos renais por PCR quando a 
nefropatia tomou-se clinicamente evidente; 18 meses depois, com a evolugao da doenga e a deterioragao da fungao 
renal, a PCR detectou M. fermentans na urina, na garganta e no sangue periferico do paciente. 8 Foi tambem 
detectado o DNA do M. fermentans em amostras de linfonodos de 4 de 7 pacientes com AIDS. 423 Lo et al. 
descreveram a ocorrencia de sindrome de desconforto respiratorio fulminante associada a M. fermentans em tres 
pacientes sem AIDS; os estudos de imuno-histoquimica e de microscopia eletronica revelaram evidencias dos 
microrganismos nos pulmoes e no figado desses pacientes. 248 Foi tambem documentada a ocorrencia de infecgao 
disseminada por M. fermentans em pacientes HIV-positivos com linfoma nao Hodgkin. 5 

Outros pesquisadores tambem relataram a associagao da cepa incognitus de M. fermentans com doenga de 
evolugao fatal em pacientes sem AIDS. Macon et al. descreveram o caso de um homem homossexual de 35 anos de 
idade com SK e linfoma de celulas T, que apresentou uma contagem de celulas CD4 perifericas de 43 por milimetro 
cubico. 308 Subsequentemente, esse paciente desenvolveu pneumonia por Pneumocystis e infecgao criptococica 
disseminada, que foram fatais. Os multiplos imunoensaios enzimaticos (IEE) e Western immunoblots para 
anticorpos dirigidos contra HIV-1, HIV-2, virus linfotropico de celulas T humanas (HTLV)-I e HTLV-II foram 
negativos, assim como as culturas para retrovirus e estudos de PCR por transcrigao reversa. Foi documentada a 
presenga de infecgao sistemica por M. fermentans por meio de metodos imuno-histoquimicos e de PCR em amostras 
de tecido pre-morte e pos-morte. Beecham et al. comunicaram um caso semelhante em um homem de 28 anos de 
idade nao imunocomprometido e previamente saudavel, que apresentou uma historia de febre, dor abdominal, 
diarreia, exantema e dispneia de 7 dias de duragao. Foi detectada a presenga de M. fermentans em amostras de 
biopsia de medula ossea por PCR e microscopia eletronica. 27 Em outro relato de um homem soronegativo para HIV 
e previamente saudavel, com sintomas semelhantes aos da AIDS de febre, mal-estar, perda de peso, diarreia e 
necrose hepatica e esplenica extensa, o tratamento com doxiciclina (300 mg/dia VO, durante 6 semanas) resultou 
em regressao dos sintomas e recuperagao total. 282 Esses estudos sugerem que M. fermentans ou uma cepa especifica 
dessa especie pode constituir um patogeno sistemico em pacientes nao infectados pelo HIV. 

Com o uso da tecnologia da PCR, Dawson et al. detectaram M. fermentans em 23% de 43 amostras de 
sedimento urinario de pacientes com nefropatia associada a AIDS. 89 Algumas dessas amostras de urina tiveram uma 
cultura positiva para MH e/ou UU. Nenhuma das 50 amostras de sedimento urinario de 50 pacientes saudaveis e 
HIV-negativos foi positiva para M. fermentans em cultura ou por meio de PCR, embora se tenha observado o 
crescimento de UU em 23 amostras, bem como o desenvolvimento de MH em uma amostra. 89 Katseni et al. 
examinaram amostras de sangue, de material de garganta e de urina de 117 pacientes HIV-positivos e de 73 
pacientes soronegativos para HIV atendidos em uma clinica de DST em Londres. 231 M. fermentans foi detectado por 
PCR em 10% das amostras de celulas mononucleares do sangue periferico, em 23% das amostras de material de 
garganta e em 8% das amostras de urina de pacientes HIV-positivos. Entre os 73 pacientes HIV-soronegativos, M. 
fermentans foi detectado em 9%, 20% e 6% das amostras de CMSP, garganta e urina, respectivamente. Hawkins et 
al., dos NIH, detectaram sequencias de DNA de M. fermentans em 11% das amostras de sangue de 55 pacientes 
HIV-soropositivos, porem em nenhuma amostra de 26 individuos HIV-soronegativos de baixo risco. 172 Na Franga, 
Bebear et al. efetuaram culturas e PCR de amostras de material de garganta, endocervice, uretra, urina e CMSP de 
105 individuos HIV-positivos. 28 Embora as culturas e os ensaios de PCR para M. pneumoniae e M. genitalium 
tenham sido negativos, M. fermentans foi detectado por PCR em pelo menos uma amostra de um dos locais em 



26,7% dos 105 pacientes. A presenga de M. fermentans nesses pacientes nao foi associada ao estagio da doenga pelo 
HIV, a carga viral ou a contagem de celulas CD4. 

M. fermentans tem a capacidade de invadir ativamente celulas em cultura, uma propriedade anteriormente nao 
associada a especies de Mycoplasma. Embora uma cepa de referencia e a cepa incognitas de M. fermentans tenham 
demonstrado a capacidade de invadir celulas HeLa, as cepas incognitus de M. fermentans foram mais invasivas 
quando testadas em culturas celulares de amostras de traqueia. Foi possivel observar a presenga intracelular da cepa 
incognitus, enquanto a cepa de referencia so foi encontrada aderindo apenas entre celulas. 456,488 A infecgao 
intranasal de ratos e a cultura subsequente de tecido traqueal desses animais tambem revelaram a localizagao 
intracelular desses microrganismos nas celulas em cultura. 456 A cepa incognitus de M. fermentans e as outras cepas 
de M. fermentans causam ciliostasia e citopatologia em culturas de amostras de traqueia, porem a extensao e a 
gravidade da citopatologia variaram de modo consideravel de uma cepa para outra. Os estudos realizados em 
animais tambem indicaram que a imunossupressao pode permitir o crescimento e a proliferagao de M. fermentans. 
A administragao intravenosa da cepa incognitus de M. fermentans matou camundongos desnudos BALB/c, mas nao 
camundongos BALB/c imunocompetentes. 477 

Embora alguns pesquisadores tenham observado diferengas entre a cepa incognitus de M. fermentans e outras 
cepas de M. fermentans, outros pesquisadores nao verificaram nenhuma diferenga. Sasaki el al. compararam a cepa 
incognitus original com tres outros isolados de referencia e clinicos de M. fermentans. A analise do polimorfismo de 
tamanho de fragmento de restrigao do DNA dessas cepas mostrou padroes semelhantes em gel e perfis immunoblot 
de proteinas celulares, indicando um alto grau de homogeneidade antigenica entre as quatro cepas examinadas. A 
exposigao de CMSP a esses micoplasmas resultou em aumento significativo na produgao de IL-ip, IL-6 e TNF-a; 
esse aumento foi observado apos exposigao a todas as quatro cepas de M. fermentans e nao se limitou apenas a cepa 
incognitus. Por fim, a exposigao de CMSP infectadas pelo HIV a qualquer uma das cepas de M. fermentans resultou 
em aumento de 1,8 a 4,3 vezes na atividade da transcriptase reversa e em uma elevagao de 3,3 a 7,0 vezes na 
produgao do antigeno p24 em culturas. Esses pesquisadores concluiram que a cepa incognitus de M. fermentans nao 
foi a unica, em comparagao com outras cepas de M. fermentans. 422 

Na atualidade, diversos pesquisadores estao examinando o papel de M. fermentans e de outros micoplasmas 
como cofatores que afetam a progressao da doenga associada ao HIV. 6,190 Estudos in vitro de celulas CEM (uma 
linhagem de celulas de tumor linfoblastoide T enriquecida com CD4) infectadas pelo HIV revelaram que o 
tratamento das celulas com analogos das tetraciclinas ou com fluoroquinolonas foi capaz de inibir a produgao de 
efeitos citopaticos induzidos pelo virus, sem inibir a replicagao e a produgao da progenie viral. 266,363 Estudos 
subsequentes demonstraram, de fato, que M. fermentans atua de modo sinergico com o HIV-1 em celulas 
linfoblastoides e promonociticas para provocar morte celular; essa capacidade tambem foi demonstrada em outras 
especies de Mycoplasma, incluindo M. penetrans, M. pirum e M. arginini. 267,297 Phillips et al. mostraram que a 
fixagao dos micoplasmas a linfocitos infectados pelo HIV estava associada a locais de brotamento do virus, levando 
esses pesquisadores a supor que a fixagao dos micoplasmas pode desencadear ou intensificar a produgao da 
progenie viral pelas celulas infectadas. 387 Foram propostos varios mecanismos pelos quais os micoplasmas, como 
M. fermentans, podem atuar como cofatores ou como imunomoduladores na produgao de doenga associada ao 
HIV. 345 A ativagao dos linfocitos estimula a replicagao do HIV, e certas especies de Mycoplasma, incluindo M. 
fermentans e M. penetrans, possuem a capacidade de comportar-se como ativadores policlonais de linfocitos tanto B 
quanto T. 127,203,460 M. fermentans tem a capacidade de induzir in vitro a produgao de linfocinas (/. e., TNF-a, IL-1 e 
IL-6) em varios tipos celulares (/. e., monocitos, macrofagos, astrocitos e celulas gliais). 133,350,351 Muhlradt e Frisch 
isolaram e purificaram parcialmente uma substancia, que denominaram material de alto peso molecular derivado de 
micoplasma (MDHM; do ingles, high-molecular-weight material), associada a membrana, que continha lipidios e 
existia em uma forma agregada quando purificada. 349 A presenga de MDHM em quantidades da ordem de 
nanogramas por mililitro ativa os macrofagos, que liberam oxido nitrico, IL-6 e TNF. Outro grupo de pesquisadores 
identificou um antigeno de M. fermentans hidrofobico, de 48 kDa, associado a membrana, porem distinto do 
MDHM, que tambem estimula a secregao de TNF e de IL-1 por monocitos em cultura. 250 M. fermentans tambem 
pode produzir superantigenos que se ligam diretamente as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC; do ingles, major histocompatibility complex ), estimulando, assim, a ativagao dos linfocitos T. Foi tambem 
constatado que outra lipoproteina derivada de M. fermentans, denominada lipopeptidio ativador de macrofagos 2 
(MALP-2), induz a liberagao de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e oxido nitrico por macrofagos peritoneais 
de camundongos. 232 



M. fermentans tambem aumenta a apoptose das celulas T induzida pela concanavalina A. 441 Alguns 
pesquisadores propuseram que a produgao de peroxido e de radicais livres pelos micoplasmas ou a produgao de 
enzimas que inativam a catalase intracelular normal podem induzir a expressao de genes do HIV e ativar a 
replicagao viral. Os peroxidos e outras especies reativas de oxigenio induzem a expressao dos genes do HIV in vitro 
por meio de transativagao de regioes promotoras virais e contribuem para a morte celular programada. 265 A cepa 
incognitus de M. fermentans e capaz de fundir-se com celulas T com linfocitos do sangue periferico. 1 " A liberagao 
de componentes do micoplasma nessas celulas pode afetar diretamente as fungoes normals dos linfocitos. Alem 
disso, a fusao das membranas do micoplasma e dos linfocitos pode modificar significativamente a estrutura ou a 
orientagao de diversos receptores na superficie do linfocito, alterando consequentemente a liberagao, a indugao ou a 
produgao de diversas linfocinas. Essas alteragoes fundamentals na estrutura e na fiingao dos linfocitos podem 
influenciar fixagao, integragao e expressao dos genes do HIV. Tanto M. fermentans quanto M. penetrans tambem 
possuem fosfolipase C associada a membrana, que pode induzir uma resposta inflamatoria, causar dano a membrana 
das celulas hospedeiras e ativar a cascata do acido araquidonico. 4411 

M. fermentans tambem pode desempenhar um papel na infecgao do trato genital. Em 1989, M. fermentans foi 
detectado nos tecidos placentarios de duas mulheres com AIDS. 284 Blanchard el al. utilizaram culturas e metodos de 
PCR para examinar a presenga de M. genitalium e de M. fermentans no trato genital de adultos sexualmente ativos e 
no liquido amniotico de mulheres com membranas fetais intactas que se submeteram a cesariana. 38 M. genitalium 
foi detectado por PCR, mas nao em culturas de 11% de 94 homens e 87 mulheres com sintomas clinicos de NGU ou 
cervicite, porem nao foi detectado por nenhum desses metodos em 232 amostras de liquido amniotico. Por outro 
lado, M. fermentans nao foi detectado por nenhum dos metodos nas amostras urogenitais, porem foi detectado por 
PCR em 4 das 232 amostras de liquido amniotico, sugerindo que o microrganismo pode ser transmitido por via 
transplacentaria. E interessante assinalar que 2 das 4 pacientes com resultados positivos de PCR para M. fermentans 
tinham evidencias histologicas de corioamnionite, sugerindo que M. fermentans tambem pode ser um patogeno do 
trato genital. 38 

M. fermentans tambem foi implicado na artrite reumatoide e em outras doengas reumaticas. 189 ' 222 Em um estudo 
conduzido em Londres, em 1996, M. fermentans foi detectado em PCR em amostras de liquido sinovial de 21% de 
38 pacientes com artrite reumatoide, de 20% de 10 pacientes com espondiloartropatia, de 20% de 5 pacientes com 
artrite psoriatica e de 13% de 31 pacientes com afecgoes artriticas nao classificadas. 42 A caracterizagao genotipica 
dos isolados de amostras de liquido sinovial de pacientes com artrite nao revelou nenhuma caracteristica singular; 
alguns foram relacionados com a cepa tipo M. fermentans American Type Culture Collection (ATCC), enquanto 
outros foram relacionados com cepas isoladas de culturas de tecidos como contaminantes. 426 M. fermentans, M. 
salivarium ou ambos foram detectados por meio de PCR em amostras de liquido sinovial de aspirados da articulagao 
temporomandibular de pacientes com osteoartrite destrutiva da mandibula. 544 Acredita-se que essa condigao resulte 
da agao de proteases e citocinas sobre a cartilagem articular da mandibula. Watanabe et al. sugeriram que a presenga 
de micoplasmas na articulagao temporomandibular provoca lesao da sinovia e da cartilagem em consequencia de 
suas atividades enzimaticas e da capacidade reconhecida dos micoplasmas de estimular a liberagao de citocinas das 
celulas imunes efetoras. 544 Em estudo realizado em 2000, M. fermentans foi detectado por PCR no liquido sinovial 
de 88% de 26 pacientes com artrite reumatoide. Sete de 8 pacientes com uma variedade de outros tipos de artrite 
inflamatoria tambem foram positivos para M. fermentans. 189 Estudo publicado em 2001 tambem identificou a 
presenga de DNA de M. fermentans no liquido sinovial de 17% de 35 pacientes com artrite reumatoide, de 25% de 
44 pacientes com artrite soronegativa indiferenciada e de 17% de 24 pacientes com artrite psoriatica. 142 Mais 
recentemente, M. fermentans foi identificado por meio de culturas ou PCR em 23% de amostras de sangue obtidas 
de 87 pacientes com artrite reumatoide, e, no mesmo estudo, foi constatada maior incidencia de anticorpos IgG e 
IgM contra um antigeno de M. fermentans nesses pacientes artriticos, em comparagao com controles saudaveis. 139 

A semelhanga de muitos outros microrganismos, a infecgao por M. fermentans foi investigada quanto a sua 
relagao com a sindrome de fadiga cronica (SFC). Utilizando ensaios baseados em PCR para M. fermentans, MH e 
M. penetrans, Choppa et al. examinaram as CMSP de 100 pacientes com SFC. 70 M. fermentans, MH e M. penetrans 
foram detectados em 32%, 9% e 6% nas CMSP de 100 pacientes SFC, respectivamente, enquanto foram detectados 
em 8%, 3% e 2% dos controles saudaveis, respectivamente. Um estudo subsequente conduzido pelo mesmo grupo 
de pesquisadores detectou a presenga de M. fermentans nas CMSP de 36% de 50 pacientes com SFC tipica, 
conforme defmigao dos CDC, de 32% de 50 pacientes com SFC atipica e 8% de 50 individuos de controle 
saudaveis. 521 Nasralla, Haier e Nicolson utilizaram metodos de PCR para detectar M. fermentans, M, pneumoniae, 



M. penetrans e MH em amostras de sangue de 91 pacientes com SFC e/ou sindromes de fibromialgia. Entre 91 
indivlduos, 59%, 48%, 31% e 20% foram positivos para M. pneumoniae, M. fermentans, MH e M. penetrans, 
respectivamente. Dos 91 indivlduos, 53% apresentaram evidencias moleculares de infecgao da corrente sanguinea 
por multiplas especies de Mycoplasma. Em uma investigagao em 261 pacientes com SFC e 36 voluntarios sadios, 
foi detectada a presenga de infecgao da corrente sanguinea por pelo menos uma especie de Mycoplasma utilizando 
um teste de PCR forense em 68,6% dos pacientes com SFC e em 5,6% dos voluntarios saudaveis. 3 ' 1 ' MH foi 
detectado em 36,8%, seguido de M. fermentans e M. pneumoniae em 25,7% e 25,7%, respectivamente. Foi 
detectada a ocorrencia de infecgao de multiplas especies de Mycoplasma em 17% dos pacientes com SFC. Embora 
esses estudos tenham mostrado uma elevada taxa de infecgao por especies de Mycoplasma em pacientes com SFC, 
nao ha evidencias defmitivas de que esses micoplasmas sejam os agentes etiologicos da SFC. O desenvolvimento de 
ensaios sensiveis e o aprimoramento das tecnicas de cultura para esses microrganismos certamente deverao permitir 
a elucidagao da historia natural e a realizagao de estudos de tratamento. 

Foi tambem postulado que M. fermentans desempenhou um papel na doenga observada entre veteranos da 
Operagao Tempestade do Deserto. Foi conduzido um estudo sorologico entre veteranos da Guerra do Golfo Persico 
e em recrutas nao em combate, utilizando amostras de soro antes e depois da guerra. Foi documentada a ocorrencia 
de infecgoes por M. fermentans nessa populagao de militares tanto antes quanto depois da guerra; todavia, essas 
infecgoes foram independentes do combate no Golfo Persico, indicando que os dados epidemiologicos e sorologicos 
nao sustentaram um papel do M. fermentans na doenga observada em veteranos da Guerra do Golfo. 153 Um estudo 
semelhante, conduzido pelo AFIP, tambem concluiu nao haver nenhuma evidencia sorologica de uma associagao 
entre a infecgao causada por M. fermentans e a “Doenga da Guerra do Golfo”. 289 

Mesmo com sua historia epidemiologica relativamente curta, porem fascinante, e a intensidade das investigagoes 
realizadas por varios grupos de pesquisadores, o papel de M. fermentans na patogenese do HIV, em DST, na artrite 
reumatoide, na SFC e em outras condigoes permanece desconhecido. Embora os metodos moleculares facilitem a 
detecgao de sequencias genicas especificas dos microrganismos, a falta de tecnicas de cultura confiaveis complica 
os estudos que podem incluir varios metodos de tratamento. M. fermentans foi isolado de culturas de amostras de 
liquido articular; todavia, com frequencia, nao se sabe se os ensaios moleculares estao detectando microrganismos 
viaveis ou nao viaveis. Os estudos moleculares realizados mostraram que M. fermentans e genotipicamente 
heterogeneo, conforme evidenciado pela presenga de elementos semelhantes a sequencias de insergao em varios 
locais do DNA, resultando em variagoes entre cepas e dentro de uma mesma cepa. 391 Nos estudos em que o 
microrganismo se desenvolveu com sucesso em meio SP-4, os testes bioquimicos delinearam quatro grupos 
fenotipicos, com base na utilizagao de arginina, glicose, frutose e A- ac et i 1 - g 1 i c o s am ina. 3 7 3 A analise fenotipica e 
genotipica sistematica de isolados M. fermentans obtidos de uma variedade de amostras clinicas e condigoes pode 
ajudar a defmir a patogenicidade e a patogenese das infecgoes por M. fermentans, bem como o papel desempenhado 
por esse microrganismo em varias situagoes clinicas. 

Mycoplasma penetrans 

Em 1991, Lo et al. no AFIP, em Washington, DC, comunicaram o isolamento de uma nova especie de Mycoplasma 
a partir do trato urogenital de homens homossexuais que apresentavam infecgao pelo HIV. 2 Esse microrganismo 
exibiu caracteristicas morfologicas singulares, incluindo um corpo celular em forma de frasco, composto de dois 
compartimentos: um contendo granulos grosseiros e frouxamente agrupados, compativeis com estruturas 
ribossomicas, e o outro menor e afdado, contendo granulos fmos densamente acondicionados. 286 Esse 
microrganismo fermentava a glicose e hidrolisava a arginina, mas nao a ureia, exigia colesterol para o seu 
crescimento e podia ser cultivado em meio SP-4. Alem disso, tinha a capacidade de aderir a celulas de mamiferos e 
invadi-las ativamente. 285 Foram observados microrganismos intracelulares no interior de vesiculas delimitadas por 
membrana, com ruptura subsequente e necrose da celula. Essa nova especie foi denominada Mycoplasma 
penetrans. 2 * 6 ' 424 Dois estudos separados, que investigaram a prevalencia de micoplasmas genitais em homens e 
mulheres da Nigeria, demonstraram a presenga de M. penetrans em pequenos numeros, em comparagao com outros 
micoplasmas genitais. Foi realizada a cultura de M. penetrans a partir de tres amostras vaginais. Nesse estudo, 81% 
das especies de Mycoplasma isoladas consitiram em MH e 13% em M. fermentans, em comparagao com 6% de M. 
penetrans. Um isolado de M. penetrans foi obtido de amostras de semen de homens que procuraram ajuda com 
queixa de infertilidade; nesse estudo, 24% das especies de Mycoplasma consistiram em MH, 10% em M. fermentans 
e 5% em M. penetrans:'' 4 


Os estudos soroepidemiologicos documentaram uma alta frequencia de anticorpos dirigidos contra M. penetrans 
em individuos infectados pelo HIV. 93,149 ' 512,540 Wang et al. verificaram que 35,4% das amostras de soro de 444 
pacientes infectados pelo HIV-1 foram positivas para anticorpos contra M. penetrans , 540 Entre 234 homens com 
AIDS, 41,5% foram soropositivos; em comparagao, 20,3% de 118 individuos infectados pelo HIV-1 e 
assintomaticos tambem foram soropositivos. Apenas um de 384 doadores de sangue HIV-negativos apresentou 
anticorpos contra M. penetrans. E interessante assinalar que 40% de 85 amostras de soro armazenadas de pacientes 
com “GRID” (imunodeficiencia relacionada a gays', do ingles, gav-related immunodeficiency), uma expressao 
empregada no inicio da decada de 1980 para descrever a AIDS, tambem foram positivas para anticorpos anti -M. 
penetrans. Entre 336 amostras de soro obtidas em clinicas especializadas em DST no sul da California, no Brooklyn 
e em Milwaukee, apenas tres foram positivas para anticorpos contra M. penetrans. Nenhuma das 178 amostras de 
soro obtidas de individuos soronegativos para HIV-1, porem com outras doengas ou disturbios imunologicos (p. ex., 
pacientes submetidos a dialise ou pacientes com LES, artrite reumatoide, esclerose multipla, leucemia, linfoma e 
outros tipos de cancer), foi positiva para anticorpos contra M. penetrans. 5M> Em outros estudos soroepidemiologicos 
realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores, foram encontradas taxas elevadas de anticorpos contra micoplasmas 
em homens homossexuais HIV-1-positivos tanto sintomaticos quanto assintomaticos, porem em apenas 1% de 308 
amostras de usuarios de substancias intravenosas e em apenas 0,6% de 165 amostras de pacientes com hemofilia, 
com ou sem infecgao pelo HIV-1, sugerindo que M. penetrans pode ser sexualmente transmitido. 541 Grau et al. 
relataram achados muito semelhantes quanto a presenga de anticorpos contra M. penetrans em um estudo conduzido 
na Franga. 149 Esses pesquisadores verificaram que a sorologia positiva para M. penetrans esta associada a infecgao 
pelo HIV-1 e a praticas sexuais de alto risco entre homens homossexuais; nesses pacientes, a soroprevalencia 
aumentou com a progressao da doenga relacionada com a AIDS. No inicio da decada de 1990, alguns pesquisadores 
descreveram uma relagao epidemiologica entre a presenga de anticorpos contra M. penetrans e o desenvolvimento 
de SK. Lo et al. examinaram a soroprevalencia de M. penetrans em uma coorte de 33 homens homossexuais HIV- 
soropositivos e 31 homens homossexuais HIV-soronegativos, que foram recrutados para estudo de historia natural 
da AIDS na Cidade de Nova York, em 1984. 1 O exame de amostras de soro armazenadas em 1984 a 1985 revelou 
que 45,5% dos homens HIV-positivos e 22,5% dos homens HIV-negativos tinham anticorpos contra M. penetrans, 
sugerindo que esse microrganismo estava circulando como provavel agente sexualmente transmissivel no inicio da 
epidemia da AIDS e que nao estava necessariamente associado a infecgao pelo HIV. Durante os 8 anos 
subsequentes, foi constatado o desenvolvimento de SK em nove homens; sete deles eram positivos para anticorpos 
contra M. penetrans. A soropositividade basal para M. penetrans foi estatisticamente associada ao desenvolvimento 
subsequente de SK, e, entre os homens HIV-positivos, o SK teve mais tendencia a acometer homens com sorologia 
basal positiva para M. penetrans. Esses pesquisadores concluiram que a infecgao por M. penetrans pode atuar como 
cofator com o HIV no desenvolvimento subsequente do SK. 81,288,541 Entretanto, outros pesquisadores nao 
encontraram nenhuma associagao entre a infecgao por M. penetrans e o SK, que, hoje em dia, esta 
reconhecidamente associado a infecgao pelo herpes-virus humano tipo 8. 149 

O uso de tecnicas moleculares sensiveis para a detecgao direta de M. penetrans mostrou que esse microrganismo 
pode estar envolvido em infecgoes cronicas de celulas e/ou tecidos, alem das celulas mononucleares do sangue. 
Kovacic et al. utilizaram ensaios de PCR especificos para M. pneumoniae, M. fermentans, M. genitalium, M. pirum, 
M. penetrans e MH, a fim de investigar a presenga desses microrganismos em CMSP de individuos infectados ou 
nao infectados pelo HIV-1. 254 Apenas M. fermentans foi detectado em 5,8% de 154 pacientes HIV-soropositivos e 
em 11,1% dos pacientes HIV-soronegativos. Esses pesquisadores sugeriram que o trato urogenital constitui o 
provavel nicho ecologico desse microrganismo, visto que ele foi originalmente isolado de amostras de urina e 
detectado por meio de PCR em amostras de urina em pacientes soropositivos para anticorpos contra M. 
penetrans. 149,286,281 Foi tambem relatada a ocorrencia de bacteriemia por M. penetrans em pacientes nao infectados 
pelo HIV com sindrome de anticorpo antifosfolipidio.'’ 58 

O papel exato de M. penetrans na patogenese da infecgao pelo HIV nao e conhecido. A maioria dos trabalhos 
realizados concentrou-se no suposto papel desse microrganismo como cofator na progressao da doenqa associada ao 
HIV. Sasaki et al., no Institut Pasteur, demonstraram que M. penetrans era capaz de ativar os linfocitos T humano a 
sofrer blastogenese, seguida de proliferagao celular e expressao de marcadores de ativagao de superficie celular. 421 
Esses fenomenos foram observados com linfocitos de doadores saudaveis e de pacientes infectados pelo HIV tanto 
sintomaticos quanto assintomaticos. A caracterizagao dos linfocitos ativados pela exposigao a M. penetrans mostrou 
que os linfocitos que expressam CD4 ou CD8 sofreram blastogenese em consequencia dessa expressao. A atividade 



de ativagao foi associada exclusivamente a celulas de M. penetrans, e nao a sobrenadantes de culturas. Em celulas 
linfoides cultivadas, a infecgao pelo M. penetrans estimula a liberagao de TNF-a e intensifica a replicagao do HIV-1 
coinfectante. 203 Estudos sorologicos longitudinals tambem demonstraram cargas virais mais elevadas de HIV e 
declinios mais rapidos das contagens de celulas CD4 em pacientes com titulos de anticorpos anti -M. penetrans 
persistentemente elevados ou crescentes, sugerindo a existencia de uma associagao entre a infecgao ativa por M. 
penetrans e a progressao da doenga pelo HIV. 150 

Foi constatado que M. penetrans liga-se a IgA serica humana e IgA secretora, mas nao a IgG. Os autores dessa 
pesquisa sugeriram que essa ligagao pode proporcionar um mecanismo de defesa a M. penetrans, evitando a sua 
eliminagao por anticorpos IgA quando estabelecem a infecgao. 348 

Mycoplasma pirum 

Apesar de ter sido descrito pela primeira vez em 1985, M. pirum so recentemente atraiu alguma atengao por ser 
outro micoplasma associado a AIDS, juntamente com M. fermentans e M. penetrans. Antes do estabelecimento 
dessa associagao, M. pirum so tinha sido isolado de culturas de celulas como suposto microrganismo contaminante; 
entretanto, as linhagens celulares a partir das quais foi isolado eram de origem humana, e, hoje em dia, acredita-se 
que esse micoplasma possa ter ocorrido naturalmente nos tecidos cultivados. 102 M. pirum foi isolado de CMSP de 
um paciente com infecgao pelo HIV e foi detectado por PCR em celulas mononucleares do sangue de individuos 
HIV-soropositivos. 147 A semelhanga de M. fermentans, os efeitos citopaticos in vitro associados ao HIV tambem sao 
intensificados pela presenga de M. pirum, levando a sugestao de que, a semelhanga de M. fermentans, M. pirum 
pode atuar como cofator na patogenese de condigoes relacionadas com o HIV. 345 

M. pirum esta estreitamente relacionado com M. penetrans e M. pneumoniae', a semelhanga desses outros dois 
micoplasmas, possui morfologia em forma de frasco e uma “extremidade” por meio da qual o microrganismo pode 
se fixar ao vidro ou ao plastico. A proteina adesina semelhante a PI de M pirum foi caracterizada, bem como o 
gene que a codifica. 494 Apos a sua fixagao, M. pirum e capaz de invadir ativamente as celulas, a semelhanga de M. 
fermentans e M. penetrans , 475 Existem pesquisas em andamento para defmir mais detalhadamente a interagao de M. 
pirum e de outros micoplasmas com celulas humanas e para investigar o papel desses microrganismos, se houver 
algum, na patogenese da doenga associada ao HIV. 

Mycoplasma primatum 

M. primatum e um habitante comum da cavidade oral e trato urogenital de macacos cercopitecideos e foi isolado 
pela primeira vez desses animais em 1971. 101 Foi constatado que as cepas isoladas de tecidos de macacos, em 1971, 
assemelham-se aos micoplasmas nao classificados que foram isolados de um umbigo infectado e da vagina de uma 
mulher em 1955. 411 Um reexame dos microrganismos isolados de macacos e isolados nao classificados humanos 
revelou que todos sao identicos. Esse micoplasma utiliza arginina, necessita de soro ou colesterol para o seu 
crescimento e e negativo para a fermentagao da glicose, urease, hemolise, atividade de hemadsorgao e redugao do 
tetrazolio. Esses microrganismos isolados de seres humanos/primatas receberam a denominagao de M. primatum. 
Ate o momenta, esse micoplasma nao foi associado a infecgoes nem a doengas clinicas. 

Mycoplasma salivarium 

M. salivarium e mais frequentemente isolado do trato respiratorio e reside em placas dentarias e em sulcos 
gengivais. 122 Com mais frequencia, tern sido associado a periodontite, porem foi isolado de articulagoes e outros 
locais estereis de pacientes com hipo- ou agamaglobulinemia e tambem foi encontrado em um abscesso 
submasseterico em uma mulher idosa. 154,452 Na Dinamarca, em 2011, foram descritos dois pacientes com abscesso 
cerebral, em que foi atribuido papel etiologico a M. salivarium. Ambos eram homens, de 53 e 39 anos de idade, e 
apresentaram sinais e sintomas de doenga do SNC; a TC revelou um abscesso no lobo parieto-occipital e lobo 
temporal, respectivamente. O homem de 53 anos de idade tinha historia pregressa de tuberculose, dentigao precaria 
e abuso previo de alcool. Procurou assistencia com queixa de dispneia, cefaleia e comprometimento da coordenagao 
dos membros de 3 semanas de duragao. O homem de 39 anos de idade nao tinha nenhuma historia pregressa de 
qualquer doenga. O aspirado desses abscessos revelou a presenga de M. salivarium tanto nas culturas quanto na 
PCR; os abscessos tambem continham uma associagao de aerobios e anaerobios orais. Em ambos os casos, o 
tratamento consistiu em uma associagao de penicilina, metronidazol e moxifloxacino. O paciente de mais idade teve 


melhor evolugao do que o mais jovem, que apresentou deficits neurologicos e problemas associados por ate 6 meses 

, -571 

apos 0 tratamento.' 

Mycoplasma spermatophilum 

M. spermatophilum e uma especie anaerobia de Mycoplasma recentemente descrita, que foi isolada de cinco 
amostras de espermatozoides e de um unico especime endocervical obtidos de seis pacientes atendidos em uma 
clinica de tratamento de infertilidade. 1M Em cultura, essa especie anaerobia obrigatoria cresce melhor entre 35 e 
37°C e produz uma hemolisina que provoca lise dos eritrocitos de cobaia, de ovinos e seres humanos. As colonias 
exibem 0 aspecto tipico de ovo frito em meio de agar. Essa especie necessita de esterois para o seu crescimento e 
nao utiliza glicose nem hidrolisa a arginina ou a ureia; nao e ainda reconhecida como patogeno humano. 

Infecgoes humanas causadas por micoplasmas de origem animal 

M. arginini e um dos poucos micoplasmas encontrados em diversos hospedeiros animais, incluindo ovinos e 
caprinos (tecidos respiratorio e ocular), bovinos (trato respiratorio, sangue, ubere, olhos e trato urogenital) e felinos 
(trato respiratorio). Esses animais podem ou nao apresentar sintomas patologicos, porem 0 papel desses 
microrganismos nas doengas animais permanece desconhecido. Yechouran et al. relataram 0 caso de um homem de 
64 anos de idade com linfoma nao Hodgkin de estagio IVB que desenvolveu pneumonia complicada por septicemia 
fatal causada por M. arginine. Esse paciente tinha hipogamaglobulinemia e havia sido tratado com prednisona.' 62 
Antes de sua intemagao, trabalhava em um matadouro, onde sacrificava ovinos, vacas e frangos. M. arginini cresceu 
em tres hemoculturas: uma amostra de escovado bronquico, uma amostra de lavado broncoalveolar (LBA) e a ponta 
de um cateter de Swan-Ganz. O teste sensibilidade do microrganismo, utilizando um procedimento de diluigao em 
caldo, demonstrou que era sensivel a tetraciclina, doxiciclina e ciprofloxacino, porem resistente a eritromicina e 
estreptomicina. Esse padrao de sensibilidade tambem foi observado em isolados de M. arginini obtidos de animais. 
Os autores da publicagao desse caso sugeriram que 0 paciente tinha contraido a infecgao pela inalagao de aerossois 
contaminados no matadouro. M. arginini tambem foi isolado juntamente com U. urealyticum de um homem 
hungaro de 23 anos de idade saudavel nos demais aspectos, com fasciite eosinofilica manifestada na forma de lesoes 
cutaneas esclerodermiformes generalizadas, que progrediram durante 19 meses. Foi realizada uma hemocultura para 
M. arginini, e a PCR especifica de especie foi positiva a partir de uma amostra de biopsia de pele. Nao foi fomecido 
dado sobre qualquer contato com animais. 444 

Armstrong et al. relataram um caso de infecgao pulmonar por M. canis em uma mulher que estava recebendo 
terapia antineoplasica para carcinoma metastatico de colo do utero. 1 O mesmo microrganismo foi isolado do trato 
respiratorio de outros membros da familia e do cao da familia; todos apresentaram infecgoes das vias respiratorias 
superiores ao mesmo tempo. Bonilla et al. tambem relataram um caso de artrite septica do quadril esquerdo e do 
joelho direito causada por M. canis em uma mulher com imunodeficiencia variavel comum. 4 ' A paciente tinha 
historia de exposigao a gatos. Apesar do desbridamento cirurgico e do tratamento com doxiciclina, houve 
desenvolvimento de osteomielite cronica disseminada no quadril, exigindo artroplastia de quadril. 

Especies hemotroficas de Mycoplasma 

As especies de Haemobartonella e de Eperythrozoon sao bacterias semelhantes a micoplasmas, que aderem a 
superficie dos eritrocitos de varias especies de vertebrados, onde crescem. :;,s Ate pouco tempo, esses 
microrganismos eram classificados na ordem Rickettsiales, visto que se assemelham a riquetsias quanto a tamanho, 
propriedades tintoriais e transmissao de um animal para outro por artropodes vetores. Na superficie dos eritrocitos, 
essas bacterias aparecem como pequenas estruturas cocoides, em forma de bacilo ou anel, de coloragao azul a 
purpura quando coradas pelo metodo Wright-Giemsa ou pelo laranja de acridina. 41 Fenotipicamente, as especies de 
Eperythrozoon formam estruturas em forma de anel sobre a superficie dos eritrocitos e, com frequencia, podem nao 
estar fixadas aos eritrocitos, aparecendo na forma livre no plasma. Por outro lado, as especies de Haemobartonella 
nao formam estruturas em forma de anel e raramente sao observadas no estado livre. A arbitrariedade da 
diferenciagao fenotipica dessas duas especies foi reconhecida ha algum tempo e levou a sua reclassificagao recente 
(ver adiante). Essas bacterias nao sao cultivaveis em meios bacteriologicos padroes e sao mantidas em laboratories 
de pesquisa por passagem seriada em seus hospedeiros animais. As infecgoes causadas por especies de 
Eperythrozoon e Haemobartonella em animais sao habitualmente assintomaticas e podem persistir em uma forma 
latente durante varios anos; acredita-se que os microrganismos sejam removidos da circulagao pelo bago. ’ 11 Devido 


a fatores predisponentes que nao estao totalmente elucidados (/. e., estresse etc.), microrganismos podem reaparecer 
em grande numero na corrente sanguinea. Em alguns animais, verifica-se o desenvolvimento de anemia cronica 
sutil, ou pode ocorrer anemia hemolitica evidente, grave e, com frequencia, fatal. 136,337 Por exemplo, os 
micoplasmas hemotroficos felinos bem-estudados habitualmente nao provocam doenga em animais naturalmente 
infectados, mas podem causar anemia em gatos infectados pelo virus da leucemia felina (FeLV) e podem acelerar o 
desenvolvimento de doengas mieloproliferativas induzidas pelo FeLV. 4 '' 4 Os micoplasmas hemotroficos sao 
transmitidos de um animal para outro por varios artropodes hematofagos, incluindo piolhos, carrapatos, moscas, 
pulgas e mosquitos. 

Ao serem descobertas, as varias especies de Haemobartonella e Eperythrozoon foram denominadas de acordo 
com o hospedeiro primariamente infectado, embora a gama de hospedeiros das varias especies nao seja realmente 
conhecida. Em meados da decada de 1990, as especies reconhecidas de Haemobartonella e Eperythrozoon foram //. 
canis (caninos), H.felis (gatos), H. muris (roedores), E. coccoides (camundongos), E. ovis (ovinos), E. suis (suinos), 
E. parvum (porcos) e E. wenvonii (gado). Em 1997, foram investigadas as sequencias do gene rRNA 16S de H.felis, 
H. muris, E. suis e E. wenvonii. Foi demonstrado que essas bacterias nao tinham nenhuma relagao filogenetica com 
as riquetsias, porem estavam mais estreitamente relacionadas com membros do genero Mycoplasma? 59 ' 402 Em 2001, 
essas quatro especies foram removidas da ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, e foram incluidas na 
categoria “ Candidatus ” no genero Mycoplasma com os nomes de “ Candidatus Mycoplasma haemofelis”, 
“Candidatus Mycoplasma haemomuris”, “ Candidatus Mycoplasma haemosuis” e “ Candidatus Mycoplasma 
wenyonii”. 221,357,469 A categoria “ Candidatus ” e habitualmente reservada para novos taxons incompletamente 
descritos. Por esse motivo, a Judicial Commission do International Committee on the Systematics of the Prokaryotes 
estabeleceu que, ao substituir os nomes de microrganismos validamente publicados pela categoria “ Candidatus ” 
taxonomicamente relegada, os nomes originais perderiam a sua posigao, visto que nao haveria nenhum nome novo 
ou substituto para acrescentar a Approved List of Bacterial Names. Em consequencia, todas as especies que 
receberam nova denominagao na categoria “ Candidatus ” foram revistas ao eliminar a categoria “ Candidatus ” e ao 
renomea-las como novas especies no genero Mycoplasma. 158 Por ocasiao em que essa opiniao foi publicada, foram 
descritas tres outras especies de “ Candidatus ” - “ Candidatus Mycoplasma haemodidelphidis”, “ Candidatus 
Mycoplasma haemolamae” e “ Candidatus Mycoplasma haemominutum” - como bacterias hemotroficas a partir de 
gambas, alpacas e gatos com infecgao natural, respectivamente. 138 Em consequencia, as especies anteriores de 
Eperythrozoon e Haemobartonella sao agora classificadas no genero Mycoplasma, com os nomes de M. haemofelis 
(gatos), M. haemomuris (camundongo), M. haemosuis (suinos), M. wenyonii (gado), M. ovis (ovinos e caprinos), M. 
haemolamae (lhamas), M. haemocanis (caninos), M. haemodidelphidis (gambas) e “ Candidatus M. 
haemominutum”. 356 ’ 251 ’ 410 Em seu conjunto, esses micoplasmas hemofilicos receberam o nome trivial de 
“hemoplasmas”. 

Cultura de micoplasmas humanos a partir de amostras clinicas 

Consideracoes gerais 

Os micoplasmas de origem humana podem ser divididos em tres grupos, com base na utilizagao de tres substratos: 
glicose, arginina e ureia (Tabela 18.1). Dependendo da especie de Mycoplasma que esta sendo investigada, um meio 
basal enriquecido com peptona, contendo extrato de levedura e soro, e suplementado com um desses tres substratos, 
com um indicador de pH (habitualmente vermelho de fenol). M. pneumoniae metaboliza a glicose e produz acido 
lactico, resultando em mudanga para pH acido. MH metaboliza a arginina, com produgao de amonia e mudanga de 
pH de neutro para alcalino. De modo semelhante, UU produz a enzima urease que hidrolisa ureia a amonia, 
resultando em desvio de pH alcalino. M. fermentans produz acido a partir da glicose e tambem metaboliza a 
arginina. 

As amostras para o isolamento de micoplasmas, particularmente dos micoplasmas genitais de crescimento mais 
rapido, sao rotineiramente semeadas em meios de agar solido e em algum tipo de meio de enriquecimento de caldo 
seletivo/diferencial. Muitas formulagoes de meios em caldo utilizadas para o isolamento de micoplasmas sao 
difasicas, com meio contendo agar no fiindo de um tubo recoberto com caldo de composigao semelhante. Os meios 
para isolamento de micoplasmas tambem contem antibioticos (p. ex., ampicilina, penicilina, polimixina B e 
anfotericina) para inibir bacterias e fiingos contaminantes. 


Os micoplasmas de origem humana diferem quanto ao pH ideal para o seu crescimento e quanto as condigoes 
atmosfericas necessarias para o isolamento bem-sucedido de amostras clinicas (Tabela 18.1). Os meios de 
isolamento para M. pneumoniae sao tamponados em um pH inicial de cerca de 7,8, enquanto o meio de crescimento 
para MH e inicialmente tamponado em pH neutro (7,0). O UU tern o seu crescimento ideal em um ambiente com 
pH ligeiramente acido, de modo que o meio de isolamento primario para essa especie e tamponado em um pH 
proximo de 6,0. A temperatura ideal para o crescimento de micoplasmas e de 35 a 37°C. M. pneumoniae e MH 
crescem bem em ar atmosferico ou em uma atmosfera com 95% de nitrogenio e 5% de dioxido de carbono. UU 
tende a ser capnofilico, com ocorrencia de crescimento otimo desse microrganismo em uma atmosfera com 10 a 
20% de dioxido de carbono e 80 a 90% de nitrogenio. Um meio de agar semeado diretamente com a amostra ou 
com subculturas de caldos deve ser incubado nas condigoes apropriadas anteriormente descritas; um meio em caldo 
pode ser sempre incubado em condigoes aerobias. 

Em geral, os meios em caldo sao semeados com 0,1 a 0,2 m i da amostra contida no liquido de transporte. As 
placas de agar sao semeadas com uma quantidade semelhante, e o inoculo e espalhado sobre a superficie do agar 
com um bastao de vidro curvo esterilizado. As placas de agar sao seladas com tira de celofane permeavel ao ar para 
impedir o ressecamento do agar. Os meios para isolamento de M. pneumoniae devem ser incubados por um periodo 
de ate 4 semanas antes do relatorio final da cultura. As culturas para micoplasmas genitais devem ser incubadas por 
7 a 8 dias; a maioria das culturas positivas em caldo e detectada depois de 5 dias de incubagao. Os meios difasicos 
sao comparados com tubos coincubados dos mesmos meios semeados com meio de transporte esteril e tubos 
semeados com cepas de controle de micoplasma para detectar diferengas sutis de cor ou turvagao. As culturas 
devem ser examinadas diariamente a procura de alteragoes sutis, visto que os microrganismos morrem rapidamente 
apos o seu crescimento e uso dos substratos. Se for detectada visualmente uma cultura potencialmente positiva em 
meio difasico, o caldo deve ser repicado em meio de agar solido, como agar SP-4 ou agar diferencial A7 (ver 
discussao adiante). 

A identificagao dos micoplasmas exige o reconhecimento de colonias tipicas em meios solidos diretamente 
semeados com a amostra ou com uma alga de meio em caldo de um meio difasico presuntivamente positivo. As 
colonias em meio agar podem ser examinadas diretamente com aumento de 30x a 1 (XU, com luz de incidencia 
periferica de modo a observar a morfologia e as caracterfsticas de crescimento. Podem-se utilizar corantes 
supravitais, como a coloragao de Dienes, para caracterizar de modo mais detalhado as colonias e diferencia-las de 
artefatos. Varios testes de identificagao podem ser realizados diretamente em meio solido, como o teste de 
hemadsorgao para a identificagao presuntiva de M. pneumoniae, ou a utilizagao de substratos, como arginina ou 
ureia, mais um indicador de vermelho de fenol, pode ser incorporada no agar para uma avaliagao direta da utilizagao 
de substratos e, portanto, identificagao presuntiva. Os meios para cultura de micoplasmas das vias respiratorias e 
genitais e os procedimentos de identificagao para M. pneumoniae e UU estao apresentados de modo detalhado nos 
Quadros 18.1 a 18.6 online. 

Coleta das amostras 

M. pneumoniae pode ser isolado das amostras das vias respiratorias tanto superiores quanto inferiores, incluindo 
swabs de garganta, swabs de nasofaringe, lavado de garganta, escarro, aspirado traqueal e transtraqueal, 
broncoscopia, LBA e amostras de tecido pulmonar. O microrganismo pode ser isolado dessas amostras durante a 
evolugao da doenga e por um certo periodo de tempo apos a obtengao da recuperagao sintomatica. Os micoplasmas 
sao muito suscetiveis ao calor e ao ressecamento, de modo que os meios de cultura devem ser semeados o mais cedo 
possivel apos a coleta, ou devem-se utilizar meios de transporte para preservar a sua viabilidade se houver qualquer 
atraso antecipado no processamento. Podem-se utilizar meios de cultura preparados em pequenos frascos ou em 
tubos de transporte adquiridos para transporte das amostras em swab; outras amostras (p. ex., escarro, tecido, 
lavado) podem ser transportadas rapidamente ao laboratorio em recipientes estereis com tampa de rosea. As 
amostras devem ser sempre homogeneizadas; todavia, a esputolisina ou outros tratamentos quimicos para a 
liquefagao do escarro podem ser toxicos para os micoplasmas, de modo que o seu uso deve ser evitado. 

Os micoplasmas genitais podem ser isolados a partir de uma variedade de amostras, incluindo amostras de 
swabs de uretra, vagina e colo do utero, secregoes prostaticas, semen, urina, sangue, outros liquidos coiporais (LCR, 
liquido amniotico, secregoes do trato respiratorio, liquido sinovial, liquido pericardico) e tecidos (p. ex., lavado e 
biopsia do endometrio, tecido placentario ou amniotico, tecido fetal ou de aborto, biopsias de tuba uterina, biopsia 
uterina, biopsias de feridas, tecido retal). As amostras de swab devem ser obtidas utilizando swabs de dacron, 


alginato de calcio ou poliester, com haste de plastico ou de aluminio. Os swabs com hastes de madeira nao devem 
ser usados, visto que a propria madeira pode ser toxica. Deve-se evitar o contato da superficie dos swabs com 
solugoes antissepticas, cremes, geis ou lubrificantes. As amostras de swab nao podem secar e devem ser colocadas 
imediatamente em um meio de transporte ou meio de cultura apos a sua coleta. Outros liquidos corporais e amostras 
de biopsia tecidual devem ser colocados em recipientes esterilizados. Nao se deve utilizar soro fisiologico para 
umedecer as amostras de tecido, visto que isso pode provocar lise dos microrganismos. No laboratorio, as amostras 
de tecido devem ser fragmentadas em meio de transporte esterilizado para produzir uma suspensao a 10% (p/v) e 
diluidas seriadamente de 10 a 100 vezes. Isso e necessario para evitar a inibigao do crescimento dos micoplasmas 
por materiais organicos, como hemoglobina, fosfolipidios toxicos, anticorpos ou complemento, que podem estar 
presentes na amostra de tecido. Em seguida, essas dilutes sao usadas para semear os meios de crescimento. 

As amostras de sangue podem ser cultivadas para micoplasmas por meio de semeadura de meios de crescimento 
em uma proporgao de uma parte de sangue para nove partes de caldo (diluigao 1:10). A quantidade ideal para 
cultura e de pelo menos 10 ml de sangue de pacientes adultos. De modo ideal, o meio de crescimento nao deve 
conter sulfonato de polianetol sodico (SPS), que inibe o crescimento de especies de Mycoplasma, mas deve consistir 
em um meio especificamente formulado para os micoplasmas (ver adiante). O meio em caldo semeado deve ser 
repicado de maneira cega, visto que os instrumentos de hemocultura automaticos e de monitoramento continuo 
podem nao ser capazes de detectar o crescimento dos micoplasmas.'’ 24,525 

Meios de transporte 

Os micoplasmas sao muito suscetiveis a condigoes ambientais adversas, de modo que as amostras devem ser 
colocadas em meios de transporte ou de crescimento apropriados tao logo seja realizada a coleta. Pode-se utilizar 
uma variedade de meios de transporte para a cultura de micoplasmas genitais, incluindo caldo de soja tripticase com 
0,5% de albumina serica bovina, caldo 2SP (10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, com 0,2 M de sacarose 
em 0,02 M de tampao fosfato, com pH de 7,2) ou varios tipos de meios de crescimento para micoplasma (p. ex., SP- 
4, caldo 10B de Shepard). Em geral, sao adicionados antibioticos e agentes antifungicos (penicilina, 100.000 
unidades/mC; polimixina B, 5.000 mg/mf ; anfotericina B, 2 mg/m 1, em concentragoes fmais) para diminuir a 
contaminagao por outras bacterias e fiingos. As amostras devem ser transportadas imediatamente ao laboratorio e 
podem ser mantidas por ate 24 horas a 4°C antes de serem semeadas em meios de crescimento. Se houver um atraso 
alem desse prazo, a amostra deve ser congelada a -70°C. Antes de realizar a cultura, essas amostras devem ser 
rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C. As amostras de urina para cultura devem ser centrifugadas, e o 
sedimento deve ser diluido a 1:1 com meio de transporte antes do congelamento. Os estabilizadores de proteinas no 
meio de transporte impedem a perda da viabilidade dos microrganismos, que pode ocorrer se as amostras de urina 
forem congeladas sem essa medida de protegao. 

Meios de cultura para micoplasmas 

Foram descritos na literatura varios tipos de meios em caldo e agar para a cultura de M. pneumoniae e dos 
micoplasmas genitais. 524 Todos apresentam uma fonte de soro, bem como glicose, arginina e/ou ureia, e um 
indicador de pH tambem e incluido para meios destinados a detectar micoplasmas genitais. O caldo SP-4 e o caldo 
ou agar de Hayflick sao excelentes para o crescimento de M. pneumoniae, MH e outras cepas de Mycoplasma spp. 
de crescimento lento. 508 ' 524 O caldo 10B de Shephard e o agar A8 sao adequados para MH e Ureaplasma spp. Para 
M. pneumoniae, recomenda-se frequentemente um meio difasico, em lugar de caldo ou agar apenas. Um desses 
meios recomendado pelos CDC para o isolamento de M. pneumoniae e o meio difasico com azul de metileno- 
glicose. Esse meio contem caldo e agar PPLO (microrganismos semelhantes aos da pleuropneumonia), extrato de 
levedura e suplementos sericos, bem como glicose, azul de metileno e vermelho de fenol. O azul de metileno no 
meio inibe o crescimento de outros micoplasmas humanos que podem ser encontrados no trato respiratorio, 
tomando o meio seletivo para M. pneumoniae. Durante o crescimento de M. pneumoniae, o meio toma-se mais 
acido, e o vermelho de fenol passa de uma cor salmao para amarelo. Ao mesmo tempo, os microrganismos reduzem 
o azul de metileno, que passa de azul para incolor. Por conseguinte, a coloragao da fase de caldo muda de purpura 
para verde ou amarelo-esverdeado, enquanto a fase de agar passa de uma cor purpura para amarelo ou amarelo- 
alaranjado. Esse meio pode ser usado juntamente com o meio de agar glicose para micoplasma. As colonias isoladas 
diretamente nesse meio ou a partir de subculturas de caldo positivo sao entao examinadas e submetidas a 


procedimentos de identificagao. Os componentes e as formulas dos meios para isolamento de M. pneumoniae sao 
fomecidos no Quadro 18.4 online. 

Em um estudo comparative conduzido por Tully el al., o meio SP-4 difasico isolou M. pneumoniae em 69 de 
200 amostras que foram negativas quando cultivadas por outros metodos “padroes”. 508 A semelhanga do meio 
difasico com azul de metileno-glicose, o crescimento e detectado pela viragem do indicador vermeliio de fenol de 
verm el ho para amarelo, indicando a produgao de acido a partir da glicose. Podem-se utilizar meios de agar e caldo 
SP-4 para o isolamento de MH se for adicionada arginina em lugar de glicose. 

Como MH e UU metabolizam substratos diferentes e diferem quanto ao pH para o seu crescimento ideal, muitos 
laboratories empregam dois tipos de meios de agar para cultura dos micoplasmas. Alem disso, formulagoes de agar 
e caldo difasicos de cada tipo de meio podem ser semeadas para o isolamento otimo dos micoplasmas. Os meios 
utilizados para o isolamento de MH devem ser tamponados em pH neutro (7,0). Algumas formulagoes tambem 
podem conter arginina como substrato de crescimento, e tanto a turvagao do meio quanto a mudanga de cor do 
indicador vermelbo de fenol para a faixa alcalina sao utilizadas para detectar o crescimento do microrganismo. Os 
meios usados para o isolamento de UU sao tamponados em pH mais baixo (5,5 a 6,0) e contem ureia como substrato 
de crescimento. Estes ultimos meios tambem podem ser mais seletivos para UU pela inclusao de lincomicina, visto 
que os ureaplasmas sao resistentes a esse farmaco, enquanto as cepas de MH sao sensiveis. As formulagoes dos 
meios para o isolamento dos micoplasmas genitais sao apresentadas no Quadro 18.5 online. 

Varios outros meios foram descritos na literatura para o isolamento e a identificagao dos micoplasmas genitais. 
Os meios em caldo incluem o meio de urease U-9 descrito por Shepard e Lunceford, o caldo de azul de bromotimol, 
o caldo Boston S-2 e o meio SP-4 usado para o isolamento dos micoplasmas do trato respiratorio, que e 
suplementado com arginina e ureia . 434 ’ 436 ’ 437 ’ 443 ’ 524 ’ 555 O caldo Boston S-2 e um meio singular que contem um meio 
de base enriquecido, soro de cavalo, extrato de levedura, vermelho de fenol como indicador, L-cisteina, ureia e 
penicilina. O crescimento de UU e detectado pelo aparecimento de uma cor rosada no meio, enquanto o crescimento 
de MH e indicado por uma cor rosa-salmao palida a laranja ou pelo aparecimento de leve turvagao. O meio agar 
diferencial A7 de Shepard e varias modificagoes (p. ex., A7B e A8) sao particularmente uteis, visto que tanto MH 
quanto UU crescem adequadamente nessas formulagoes e podem ser facilmente diferenciados um do outro pela 
morfologia das colonias e pela detecgao direta de formagao de urease pela ultima especie (ver discussao 
adiante). 434 ’ 436 ’ 437 Conforme descrito adiante, a identificagao presuntiva de MH e a identificagao defmitiva de UU 
habitualmente podem ser obtidas com esses meios, sem a necessidade de outros testes ou reagentes. 

Isolamento e identificagao de Mycoplasma pneumoniae 

Em geral, o crescimento de M. pneumoniae a partir de amostras clinicas e detectado pela capacidade desses 
microrganismos de produzir acido a partir da glicose. 41 O meio difasico com azul de metileno-glicose, que e 
semeado com 0,2 m£ da amostra, e incubado a 35°C. Os tubos sao examinados diariamente a procura de mudanga 
de cor e aparecimento de turvagao por um periodo de ate 4 semanas. O aparecimento de turvagao macroscopica e a 
viragem acida ou alcalina do indicador em < 5 dias resultam geralmente de contaminagao bacteriana. Tao logo se 
observe mudanga de cor no meio, o caldo deve ser repicado em meio de agar apropriado (p. ex., agar SP-4) e 
incubado em ar por 5 a 7 dias. O exame microscopico da superficie do agar com objetiva de baixo aumento revela a 
formagao de pequenas colonias dos microrganismos. Na ausencia de uma mudanga obvia de cor no meio difasico, 
deve-se efetuar uma subcultura cega em meios de agar depois de 1 a 3 semanas de incubagao. A Figura 18.1 fomece 
um esquema geral para o isolamento de M. pneumoniae. 

As colonias esfericas e glicoliticas que crescem em SP-4 agar, por exemplo, a partir de uma amostra do trato 
respiratorio entre 4 e 20 dias podem ser consideradas de modo presuntivo como M. pneumoniae. M. genitalium pode 
assemelhar-se as colonias de M. pneumoniae, porem necessita de mais de 20 dias para seu crescimento, enquanto 
Acholeplasma spp. pode simular a atividade glicolitica de M. pneumoniae em agar SP-4, porem ira crescer em 
menos de 4 dias, e as colonias formadas terao uma aparencia de “ovo frito”, que nao e uma caracteristica de M. 
pneumoniae. Para confirmar colonias com suspeita de M. pneumoniae, podem-se utilizar as tecnicas de 
sequenciamento por PCR ou de epifluorescencia, quando disponiveis. 524 As colonias tambem podem ser 
identificadas especificamente como M. pneumoniae com o uso de um ensaio de hemadsorgao (Quadro 18.2 online), 
teste de redugao do tetrazolio (Quadro 18.6 online), ou uso de anticorpos especlficos para inibir o crescimento do 
microrganismo. ' 1 " 34 No ensaio de hemadsorgao, o agar SP-4 e recoberto com 5% de eritrocitos lavados de cobaia, 


com incubagao durante 30 minutos e lavagem com solugao salina esterilizada duas a tres vezes; em seguida, as 
colonias na superficie do agar sao examinadas ao microscopio a procura de aderencia dos eritrocitos. Um resultado 
positivo confirma a presenga de M. pneumoniae', M. genitalium, embora tambem seja positivo, e muito mais 
fastidioso e ainda nao estaria presente no periodo de 4 a 20 dias durante o qual aparecem as colonias de M. 
pneumoniae. 524 O teste de redugao do tetrazolio baseia-se na capacidade peculiar de M. pneumoniae de reduzir o 
composto trifenil tetrazolio incolor no composto formazana, de cor vermelha. Para efetuar o teste, a superficie do 
agar e recoberta com trifenil tetrazolio, com incubagao a 35°C durante 1 hora; nesse periodo de tempo, as colonias, 
se forem de M. pneumoniae, irao assumir uma cor avermelhada; com incubagao mais prolongada, as colonias 
podem assumir uma cor purpura a negra. O teste do tetrazolio pode ser realizado ate mesmo apos o exame das 
colonias com o procedimento de hemadsorgao. 524 Os metodos para a realizagao desses testes podem ser encontrados 
nas references 91 e 524; o uso desses testes limita-se habitualmente a laboratories de referenda. 

Apesar de ser considerado o procedimento de referenda, o teste de inibigao do crescimento para a identificagao 
de M. pneumoniae requer anticorpos especificos; alem disso, e um procedimento que necessita de mais tempo para a 
sua realizagao, de modo que nao e frequentemente utilizado como teste confirmatorio. Uma cultura em caldo do 
microrganismo supostamente M. pneumoniae e diluida a 1:50 a 1:500 e espalhada sobre a superficie do agar a qual 
sao acrescentadas tiras de papel de filtro impregnadas com anticorpos anti -M. pneumoniae. Apos incubagao, a 
observagao de uma inibigao do crescimento ao redor das tiras de papel indica a presenga de M. pneumoniae. Deve- 
se utilizar soro de animal normal como controle negativo. 524 Todos esses testes confirmatorios podem ser uteis, 
entretanto, como a cultura para M. pneumoniae e considerada menos sensivel do que as tecnicas moleculares para a 
detecgao desse microrganismo, e duvidoso que eles possam ser amplamente empregados nos laboratories clinicos de 
rotina. 433 



Amostra (com ou sem dllulcoes) semeada em caldo SP-4 +/- agar SP-4 ou melo 
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■ FIGURA 18.1 Protocolo para o isolamento de Mycoplasma a partir de amostras do trato respiratorio. 


Deteccao de Mycoplasma pneumoniae por outros metodos que nao a cultura 

Devido ao crescimento lento de M. pneumoniae, metodos de detecgao direta, que nao dependem do crescimento do 
microrganismo, continuam sendo desenvolvidos. Esses metodos tem incluido ensaios de captura de antigeno, 
imunofluorescencia direta, analise por immunoblot e metodos com sondas de acido nucleico. 245 ' 400,315 ' 524 Em geral, 
esses testes carecem, em sua maioria, de sensibilidade suficiente para serem clinicamente uteis e foram substituidos, 
em grande parte, por tecnicas moleculares baseadas na amplificagao de acido nucleico. Por esse motivo, nao serao 
mais discutidos neste capitulo. 

Antes do desenvolvimento dos metodos baseados na amplificagao, foi projetada uma sonda de DNA direta 
radiomarcada para o diagnostico de infecgoes do trato respiratorio por micoplasmas. A sonda de DNA de M. 
pneumoniae (Gen-Probe, San Diego, CA) hibridiza com o rRNA 16S do microrganismo e utiliza um marcador 
radioativo i 1 para gerar um sinal de detecgao. Tilton et al. compararam a sonda de DNA com a cultura e 
constataram que a sonda tinha sensibilidade de 100% e especificidade de 98%, quando comparada com a cultura. 498 










Dular et al. relataram que a sonda apresentou sensibilidade e especificidade de 89%, em comparagao com a 
cultura. 11 '' Em ambas as publicagoes, os autores ressaltaram os aspectos praticos da sonda como sendo uma 
abordagem rapida, sensivel e oportuna para o diagnostico, visto que os resultados com a sonda estao disponiveis em 
cerca de 2 horas, enquanto a cultura necessita de varias semanas. Apesar dessas vantagens, o teste Gen-Probe foi 
retirado do mercado em 1992. 

Desde 1989, foram desenvolvidos varios metodos moleculares para a detecgao de M. pneumoniae em uma 
variedade de tipos de amostra, incluindo PCR aninhada ( nested) e seminested, ensaios de PCR multiplex, 
amplificagao baseada na sequencia do acido nucleico (NASBA; do ingles, nucleic acid sequence-based 
amplification), Qb-replicase e PCR em tempo real. 300 ’ 516 Os tipos de amostras usados incluem escarro, swabs de 
garganta, aspirados nasofarlngeos e traqueais, LBA, aspirado transtoracico com agulha, tecido pulmonar fixado e 
biopsia pulmonar a ceu aberto. Os principals alvos genicos desses ensaios incluem o gene da adesina PI, rRNA 16S 
especlfico de especie, genes do operon da ATPase de micoplasma e o gene tuf que codifica o fator de alongamento 
2, um fator que atua na slntese de protelnas em nfvel do mRNA ribossomico. 50,184,247,299-301,303,499,542,548,549 Desde o 
inlcio, varios pesquisadores projetaram sondas especlficas de especie para M. pneumoniae, com base em sequencia 
do rRNA 16S especifico de M. pneumoniae e constaram que a amplificagao e a detecgao subsequente dessas 
sequencias em amostras clinicas por sonda eram mais sensiveis do que a cultura. 300 ’ 499,519 Com o uso da tecnologia 
da PCR, Narita et al. detectaram o DNA especifico de M. pneumoniae em 4 de 6 amostras de LCR e em 3 de 4 
amostras de soro de pacientes com infecgao do SNC por M. pneumoniae clinica e sorologicamente confirmada. 356 - 
Um estudo dos CDC de surtos de infecgoes respiratorias por M. pneumoniae na comunidade analisou os resultados 
de ensaios com PCR e sorologicos e concluiu que nenhuma abordagem isoladamente e suficiente, devendo ambas 
ser utilizadas para melhorar o isolamento de M. pneumoniae, particularmente na ausencia de outros patogenos. 496 

Alem dos ensaios simples para a detecgao de M. pneumoniae, estao sendo desenvolvidos ensaios multiplex 
capazes de detectar M. pneumoniae, Chlamvdophila pneumoniae e, em alguns deles, Legionella pneumophila, de 
modo a proporcionar uma abordagem abrangente e sensivel ao diagnostico das causas mais comuns de pneumonia 
bacteriana atipica. 77,297,548 Nilsson et al. compararam um PCR para a detecgao de M. pneumoniae na orofaringe com 
ensaios sorologicos e verificaram que a PCR e mais sensivel, particularmente nos estagios iniciais da infecgao. O 
DNA permaneceu nas amostras durante algum tempo apos a sua detecgao, conforme esperado. No mesmo estudo, o 
estado de portador assintomatico de M. pneumoniae, quando detectado por PCR, foi baixo, mesmo quando o teste 
foi realizado durante um surto. 362 O uso de dois ensaios de PCR no LBA de 50 pacientes intemados em um estudo 
conduzido na Italia foi concordante com a detecgao de C. pneumoniae em 100% das vezes e de M. pneumoniae em 
98% dos casos. Os resultados positivos estiveram de acordo com a suspeita clinica de infecgao adquirida na 
comunidade em muitos casos, e, na infecgao aguda, os testes moleculares concordaram totalmente com o achado de 
anticorpos IgM especificos contra um ou ambos os patogenos. A Tabela 18.2 fomece informagoes sobre os 
ensaios de PCR que foram desenvolvidos e as avaliagoes correspondentes. Alem disso, estao disponiveis artigos de 
revisao comparando os metodos para o diagnostico de M. pneumoniae. 29& ’ 199 ’ 522 ' 524 ' 535 Na maioria dos casos, a cultura 
e menos sensivel do que a PCR, porem os metodos sorologicos (discutidos adiante) ainda desempenham um papel, 
juntamente com os metodos moleculares, para uma detecgao otima das infecgoes causadas por M. pneumoniae . 108 

Isolamento e identificacao dos micoplasmas genitais 

Os micoplasmas que podem ser isolados do trato genital incluem MH, M. genitalium, M. fermentans e UU. MH e 
UU sao cultivados com facilidade e crescem habitualmente dentro de 1 a 5 dias, enquanto M. genitalium e M. 
fermentans apresentam um crescimento muito mais lento, e a sua presenga e mais dificil de detectar em cultura. 
Alem disso, os sistemas de cultura atualmente empregados para o isolamento dos micoplasmas genitais podem nao 
sustentar o crescimento otimo dessas especies. Tendo em vista essas consideragoes, os micoplasmas genitais, alem 
de MH e UU, geralmente nao sao cultivados de modo rotineiro a partir de amostras do trato genital. 

E extremamente dificil isolar M. genitalium com o uso de metodos baseados em cultura. Jensen et al. 
comunicaram o isolamento bem-sucedido de M. genitalium a partir de amostras do trato genital. 216 De 11 amostras, 
9 apresentaram propagagao bem-sucedida em culturas de celulas Vero a partir de amostras uretrais positivas por 
PCR, obtidas de pacientes com uretrite. O crescimento em cultura de celulas Vero foi monitorado por PCR. Desses 
nove isolados, seis foram adaptados por passagem seriada para o seu crescimento em meio Friis, um meio de 
crescimento completo contendo solugao de sais balanceada de Hanks, caldo de infusao de cerebro-coragao (BHI; do 
ingles, brain heart diffusion), extrato de levedura “caseiro” e ate 20% (v/v) de soro de cavalo. Esses seis isolados 


exigiram 1 a 19 passagens seriadas em culturas de celulas Vero antes que pudessem se adaptar ao crescimento em 
caldo, e 2 a 6 passagens em caldo antes do aparecimento de colonias vislveis em meio de agar com formulagao 
semelhante aquela do caldo. Nessa publicagao, os autores ressaltaram que, embora o desenvolvimento de um meio 
capaz de sustentar o crescimento de M. genitalium tenha representado um importante avango, os metodos de PCR 
foram essenciais para a detecgao inicial e o monitoramento do crescimento nas culturas. Foram desenvolvidas 
tecnicas moleculares que sao altamente sensiveis e especificas para a detecgao de M. genitalium em amostras do 
trato genital e amostras de urina de primeira micgao, e esses ensaios deverao se tomar mais amplamente disponiveis 

no filturo 100 ’ U 8-120,214 215,458,538,566-568 

Para a cultura de MH e UU, as amostras adequadas recebidas em meios de transporte sao semeadas em meios de 
caldo e agar. Para 0 diagnostico de infecgoes das vias urinarias inferiores por micoplasmas, os swabs uretrais podem 
ser ideais, em comparagao com amostras de urina ou swabs vaginais. 1,1 Em um estudo realizado em mulheres com 
sintomas de cervicite, os swabs vaginais foram preferidos aos swabs endocervicais para 0 isolamento de M. 
genitalium , 343 Os especimes-tipo colhidos corretamente sao essenciais para um isolamento otimo dos 
microrganismos. Em geral, efetua-se a semeadura em estrias de cerca de 0,2 m C da amostra em meio de agar e 
coloca-se a mesma quantidade em caldo. O caldo pode ser incubado em condigoes aerobias a 35°C, porem as placas 
devem ser incubadas com C0 2 ou em jarra com vela. UU e MH tambem podem ser isolados em condigoes 
anaerobias. Os meios semeados devem ser examinados diariamente com aumento de 40x, utilizando uma 
iluminagao obliqua para a observagao das formas das colonias de MH em “ovo frito” ou as pequenas colonias 
densas de UU. Em caldo M, MH produz uma leve turvagao, alem de mudanga de cor. Em caldo U, UU tende a 
produzir uma ligeira mudanga de cor no inicio da incubagao, sem turvagao distinta ou evidente. Em ambos os casos, 
e necessario efetuar subculturas nesses momentos, de modo a assegurar 0 isolamento de bacterias viaveis, visto que 
ocorre uma rapida redugao da viabilidade dos microrganismos com a elevagao do pH em consequencia da utilizagao 
e deplegao dos substratos. A semelhanga das placas de culturas primarias, as placas de subcultura devem ser 
examinadas diariamente. A maioria dos isolados de MH e UU ira crescer dentro de 5 a 7 dias. Se nao for detectado 
nenhum crescimento nas places primarias ou nas subculturas em caldo depois desse periodo de tempo, a cultura 
pode ser descrita como negativa para micoplasmas genitais. E aconselhavel congelar aliquotas dos caldos positivos 
a -70°C se forem encontrados problemas com a viabilidade dos microrganismos em culturas em agar diretas ou 
subculturas. A Figura 18.2 fomece um esquema geral para o isolamento dos micoplasmas genitais. 


Tabela 18.2 Metodos moleculares para a detecgao de M. pneumoniae. 


Nome da PCRoutipo 

Microrganismos-alvo 

Metodo/amostras 

Resultados 

Referenda 

Pro-Pneumo-1 

M. pneumoniae 

C. pneumoniae 

PCR em tempo real Prodesse 

146 amostras; sensibilidade de 100% e 

especificidade de 98% para M. 

pneumoniae 1 is. cultura 

180 

PCR em tempo real baseada 

em Scorpion 

M. pneumoniae 

PCR em tempo real esonda 

unimolecular 

388 amostras; melhor resultado do gue a 

PCR convencional guando ambas foram 

comparadas com sorologia 

104 

PCR em tempo real 

M. pneumoniae 

C. pneumoniae 

Molecular Beacons: 

amostras de material de 

garganta e nasofaringe 

(NF) 

Sensibilidade de 100% e especificidade de 

98% para M. pneumoniae em 120 

amostras de material de garganta e 

nasofaringe, em comparaqio com a 

PCR convencional 

157 

Comparaqio da NASBA 

simplex, NASBA 

multiplex e PCR 

convencional 

M. pneumoniae 

C. pneumoniae 

L. pneumophila 

NASBA 

251 amostras das vias respiratorias; para M. 

pneumoniae, a sensibilidadefoi de 

78% para a PCR convencional vs. 100% 

para a NASBA simplex ou multiplex 

297 



NudiSens EasyMag/EasyQ M. pneumoniae 
(NASBA, bioMerieux) vs. 

MagNA Pure/PCRem 
tempo real (Roche) 


C. pneumoniae 


NASBA vs. PCR em tempo 
realde Roche 


PCR em tempo real M. pneumoniae 

microfluidica (Advanced 
Liquid Logic, NC) 


C. pneumoniae 


Ensaio de Detec^ao ACE M. pneumoniae 

PneumoBacter (Seeplex 
PneumoBacter; 

Seegene) vs. Ensaio Lpneumophila 

para Pneumonia Atipica 
com Sonda ProbeTec ET 
(APA; Becton Dickinson) 

Ensaio de amplifica^ao M. pneumoniae 

isotermica mediada por 
alga colorimetrica 
(LAMP, China) 


Sondas de hidrolise (/. e., 
TaqMan) e iniciadores 
(primers); swabs de 
nasofaringe 

Comparaqio de amostras de 
escarroesn/ofoNF 


Isoladose amostras ch'nicas 


A sensibilidade e a especificidade para I/I. 33 
pneumoniae foram equivalentes, 
enquanto o sistema NASBA 
demonstrou ter maior sensibilidade 
para C. pneumoniae 

0 metodo de PCR em tempo real 553 

microfluidica foi equivalente a PCR em 
tempo real conventional; considerado 
mais barato e mais conveniente 

Concordance de 100% para CP e LP em 69 
PneumoBacter e APA. Ambos os 
ensaios demonstraram uma 
sensibilidade de 95% e especificidade 
de 100% nas amostras de escarro, 
porem uma sensibilidade de apenas 
38% e especificidade de 94% para as 
amostras de nasofaringe 

Sensibilidade e especificidade de 100% nos 570 
estudos analiticos; o ensaio LAMP teve 
urn bom desempenho em comparaqio 
com a PCR conventional para a 
deteqao de M. pneumoniae em 
amostras ch'nicas 


A identificagao dos micoplasmas genitais e, em geral, muito facil e direta. As colonias de MH crescem em 1 a 5 
dias, exibem a morfologia tipica em ovo frito e medem habitualmente 50 a 300 fm de diametro. As colonias podem 
ser coradas com o corante de Dienes (Quadro 18.1 online) para ajudar a sua visualizagao (Prancha 18.1 B). Nao ha 
necessidade de outros procedimentos de identificagao, visto que os microrganismos arginino-positivos de 
crescimento rapido que exibem a morfologia tipica das colonias consistem invariavelmente em MH. Pode ser dificil 
diferenciar as pequenas colonias de UU de varios artefatos, como celulas de mamiferos e restos celulares ou 
materiais presentes no soro. Devido a esses problemas, e preciso confirmar as colonias com suspeita de UU. Essa 
confirmagao e obtida ao avaliar a capacidade de UU de hidrolisar a ureia. Se o meio agar U, que contem ureia e 
vermelho de fenol, for utilizado, as colonias de Ureaplasma suspeitas estarao circundadas por um halo vermelho. 

A suspeita de colonias UU tambem pode ser confirmada pelo teste com cloreto de manganes-ureia (Quadro 18.3 
online). Nesse teste, uma placa de agar contendo colonias em crescimento e recoberta com uma solugao aquosa de 
ureia com (1%) e 0,8% (p/v) de cloreto de manganes. A hidrolise da ureia pela urease libera grupos hidroxila a 
partir da agua, e esses grupos oxidam o cloreto de manganes a oxido de manganes insoluvel, o qual provoca, por sua 
vez, a deposigao de um precipitado marrom-dourado nas colonias dentro de poucos minutos. 

O meio de agar diferencial A7 de Shepard e suas modificagoes, o agar A7B e o agar A8, possuem a ureia e o 
reagente para a detecgao da hidrolise de ureia incorporados no meio, de modo que nao e necessario recobrir a placa 
com cloreto de manganes. 434,436,43 O agar A7 contem sulfato de manganes como agente precipitante, juntamente 
com penicilina (1.000 U/mE) e anfotericina B (2,5 mg/mE). O agar diferencial A7B e identico ao agar A7, exceto 
pela adigao de poliamina dicloridrato de putrescina (10 mM) para intensificar o crescimento de Ureaplasma e a 
produgao de precipitado nas colonias. O agar diferencial A8 incorpora cloreto de calcio (1 mM) como cation 
divalente indicador para detectar a formagao de amonia a partir da ureia, bem como colistina (7,5 mg/m E), 
ampicilina (1 mg/mE) e anfotericina B (2,5 mg/mE). Em todas as tres formulagoes de meios (i. e., agares diferenciais 
A7, A7B e A8), as colonias de MH conservam a morfologia caracteristica de colonias em ovo frito depois de 1 a 3 



dias. As colonias de UU aparecem dentro de 1 a 3 dias e medem 15 a 50 pm de diametro (dependendo de sua 
densidade). As colonias de UU em agares A7 e A7B exibem uma cor marrom-escura, em virtude do acumulo de 
oxido de manganes na colonia, enquanto as colonias em agar diferencial A8 tem uma cor dourada a marrom-clara 
(Prancha 18.1 B). Diversas avaliagoes comparativas dos meios A7, A7B e A8 indicaram que eles provavelmente 
constituem os meios de agar de escolha para a cultura de micoplasmas genitais e, quando utilizados com um meio 
em caldo apropriado (p. ex., caldo com azul de brontimol, caldo Boston), proporcionam o maior rendimento de 
culturas positivas. 388 555 Como as caracteristicas de crescimento de UU nesses meios sao singulares, nao ha 
necessidade de outros testes. Ambos os agares comerciais A7 e A8 estao disponiveis no comercio fomecidos por 
Remel Laboratories (Thermoscientific). 

Dllulcoes serladas de amostras em caldo 10B e agar A8 


Incubar em 5% de CC>2/95% de N 2 ou 5% de CO 2 no ar ou em jarra com vela; 37°C 
Observar os meios 1 a 2 vezes/dia, durante 5 a 7 dias de incubagao 

Desvio alcalino (amarelo para rosa) em caldo; crescimento na superficie do agar 


Realizar subcultura no caldo se nao for observada nenhuma cultura na superficie do agar; 
examinar todas as placas pelo menos 1 vez/dia* 


Colonias granulosas de cor 
marrom na incubagao 

16 a 60 jxm em 1 a 3 dias 


Relatar como 
Ureaplasma spp. 

*Usar uma 
lupa ou 
microscopio 


Colonias com morfologia 
em ovo frito 

200 a 300 jxm 
em 3 a 4 dias 


Relatar como M. hominis 
presuntivo; a Colorado de 
Dienes pode ser util 


Ausencia de crescimento 
em 5 a 7 dias 


Relatar como negativo 
para M. hominis/ 
Ureaplasma spp. 


■ FIGURA 18.2 Protocolo para o isolamento de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum a partir de amostras 
genitais. 

A identificagao defmitiva de MH pode ser obtida por inibigao do crescimento com 0 uso de antissoros 
especificos. Foi tambem publicado um metodo de imunoperoxidase indireto para a identificagao de micoplasmas. 201 
Esse metodo produz resultados comparaveis aos do procedimento de inibigao do crescimento com antissoro. Foram 
desenvolvidos procedimentos semelhantes, utilizando tecnicas de imunofluorescencia e de imunoperoxidase, para 
uso em estudos de micoplasmas em animais, nos quais podem ser encontradas diferentes especies de Mycoplasma 
com tropismos teciduais semelhantes em cultura mista. 30 

Detecgao dos micoplasmas genitais por outros metodos que nao a cultura 

Foram tambem examinados metodos que nao utilizam a cultura quanto a sua capacidade de detectar micoplasmas 
genitais. Hirai et al. desenvolveram um teste com anticorpo fluorescente indireto (AFI) para a identificagao direta de 







MH em amostras vaginais. 1!s ’ A coloragao de celulas Vero infectadas por outras especies de Mycoplasma, incluindo 
M. orale, M. salivarium e M. fermentans, demonstrou que o procedimento de AFI e especifico para MH. O teste de 
AFI foi comparado com a cultura de amostras vaginais coletadas de 193 mulheres saudaveis. Entre 22 amostras com 
cultura positiva, 17 foram positivas no teste de AFI. E interessante assinalar que 48 de 171 amostras que foram 
negativas em culturas fomeceram um resultado positivo com o teste de AFI, sugerindo que esse metodo foi mais 
sensivel do que a cultura. Esses pesquisadores tambem demonstraram que a local izagao de agregados granulosos 
observados nas celulas do epitelio vaginal coradas pelo Papanicolaou correspondia, com frequencia, as areas do 
esfregago coradas com os reagentes de AFI especificos para MH. 183 

A tecnologia das sondas foi inicialmente explorada para a detecgao de M. genitalium em amostras urogenitais, 
visto que e muito dificil isolar esse microrganismo em cultura. Ha uma reatividade cruzada antigenica reconhecida 
entre M. genitalium e M. pneumoniae, bem como semelhangas nas sequencias de determinados nucleotidios entre 
esses microrganismos. Por conseguinte, foi necessario construir sondas de acidos nucleicos para M. genitalium, de 
modo a excluir as sequencias de nucleotidios compartilhadas com M. pneumoniae, a fim de se evitar a obtengao de 
resultados falso-positivos. 564 Essas sondas de DNA cuidadosamente construidas foram utilizadas juntamente com 
tecnicas de amplificagao de genes e PCR para detectar sequencias de nucleotidios especificas de M. pneumoniae e 
M. genitalium diretamente em amostras clinicas. 219 Em um estudo, 10 de 150 amostras genitais obtidas de oito 
pacientes (tres homens e cinco mulheres) foram positivas paraM genitalium , 219 Esses resultados foram confirmados 
por testes de hibridizagao Southern blot, visto que nao foram realizadas culturas. 

Foram tambem desenvolvidos ensaios moleculares para a detecgao e a identificagao especifica de MH e UU em 
amostras do trato genital, no liquido amniotico e em amostras do trato respiratorio de recem-nascidos. 302,458,568 Os 
ensaios de PCR para MH utilizaram sequencias de rRNA 16S especificas de MH como alvo para amplificagao e 
detecgao, enquanto ensaios semelhantes para UU empregaram sequencias de rRNA 16S especificas do 
microrganismo, as sequencias em banda multipla (MB; do ingles, multiple band) do gene de antigeno ou sequencias 
do gene da urease. 39,207,491 Alguns desses testes tern a capacidade de detectar ate uma unica unidade formadora de 
colonias (UFC) em amostras do trato urogenital de adultos e de liquido amniotico, bem como de aspirado 
endotraqueal de recem-nascidos. Teng et al. examinaram 50 amostras clinicas (8 amostras de swabs uretrais, 8 
amostras de urina, 12 amostras de swabs endocervicais, 8 amostras de liquido prostatico e 14 amostras de semen) 
por meio de cultura e PCR. As culturas foram positivas para cinco amostras, e outras quatro amostras produziram 
alteragoes apropriadas de pH em caldo, porem nao houve crescimento na subcultura em meio de agar (positivas 
“duvidosas”)- A PCR foi positiva em todas as cinco amostras com cultura positiva, em todas as quatro amostras 
positivas duvidosas e em tres amostras adicionais (uma de liquido prostatico e duas endocervicais) cuja cultura foi 
negativa. Foi utilizada uma PCR de faixa estendida para a detecgao de MH em um paciente com endocardite de 
protese valvar de inicio tardio e cultura negativa; a administragao de agentes antimicrobianos dirigidos contra MH 
teve sucesso na cura desse paciente. 210 Um ensaio blot de linha reversa baseado na PCR, com capacidade de detectar 
simultaneamente 14 uropatogenos de amostras de urina, foi considerado sensivel, especifico, de execugao simples e 
barato. Inclui alvos para MH, UU, U. parvum e M. genitalium , 330 Foi constatado que uma PCR especifica de genero 
para MH, M. genitalium e UU foi mais sensivel do que a cultura em 210 pacientes com suspeita de infecgoes por 
micoplasmas genitais. Quarenta por cento dos pacientes foram positivos para um ou mais micoplasmas genitais em 
cultura versus 57% com PCR. Alem disso, 11% das amostras demonstraram estar coinfectadas por Mycoplasma spp. 
e UU por meio de PCR. 12 Cientistas na Franga compararam uma PCR em tempo real quantitativa dirigida para o 
gemyidC, que codifica uma proteina de membrana, a translocase, com cultura quantitativa de MH em 153 amostras 
urogenitais. A sensibilidade clinica da PCR foi mais alta do que a cultura (45 resultados positivos por cultura vs. 55 
por PCR), a especificidade analitica alcangou 100%, e o limite de detecgao da PCR foi de 7 copias/p £ . A 
quantificagao nas 45 amostras positivas tanto em cultura quanto na PCR teve uma boa correlagao. 129 Um ensaio de 
PCR Bio-Rad demonstrou ter uma excelente sensibilidade e especificidade para a detecgao simultanea de C. 
trachomatis, N. gonorrhoeae e M. genitalium em amostras urogenitais de 658 homens e mulheres sintomaticos e 
assintomaticos, em comparagao com um ensaio de PCR em tempo real com sonda de hidrolise para a detecgao de C. 
trachomatis, cultura de N. gonorrhoeae e ensaio de PCR desenvolvido no laboratorio para detecgao de M. 
genitalium? 10 Foi tambem descrito um ensaio de PCR tempo real para a detecgao de M. genitalium, bem como para 
a identificagao de marcadores de resistencia aos macrolidios. 213 Os metodos de PCR tern sido usados para detectar 
uma sequencia de DNA exclusiva em M. fermentans, que aparece repetitivamente no genoma do microrganismo, 
enquanto os metodos empregados para a detecgao de MH, M. penetrans e M. pirum identificam sequencias 



nucleotidicas singulares no rRNA 16S dessas especies. 147,148,539 Embora os metodos sorologicos e geneticos tenham 
sugerido que M. fermentans representa um grupo homogeneo de microrganismos, as cepas associadas a AIDS, os 
isolados em culturas de celulas e outros isolados clinicos de M. fermentans podem ser diferenciados entre si por 
espectrometria de massa por pirolise. 1 fl ' Todos os isolados de M. fermentans foram detectados por amplificagao de 
uma regiao de 206 pares de bases conservada da sequencia de insergao IS 1550. A amplificagao do gene de 
lipopeptidio de ativagao de macrofagos ( malp ) tambem e capaz de identificar todas as cepas de M. fermentans e 
fomece outra opgao para identificagao. 2 

Sistemas comerciais de cultura de Mycoplasma 

Os sistemas Mycotrim® RS e Mycotrim® Triphasic em frasco (Irvine Scientific, Irvine, CA) sao sistemas 
disponiveis no comercio, que vem sendo utilizados extensamente para a cultura de M. pneumoniae e dos 
micoplasmas genitais, respectivamente. O sistema Mycotrim® RS consiste em um frasco contendo uma camada de 
meio de agar glicose enriquecido contendo o indicador vermelho de fenol em um lado e caldo de composigao 
semelhante. Trinta minutes antes da inoculagao com a amostra, sao acrescentados aos frascos discos saturados com 
antibioticos e acetato de talio, de modo que haja tempo suficiente para a eluigao dos antimicrobianos dos discos e 
sua difusao no agar. Utiliza-se uma pipeta para adicionar as amostras liquidas e semear a superficie do agar em 
“estrias”. As amostras em swab sao semeadas com rotagao do swab sobre a superficie do agar. O frasco e incubado 
com agar voltado para cima durante 2 semanas a 35 a 37°C. Depois de 3 dias, efetua-se uma reinoculagao do agar 
manipulando o frasco, de modo que o caldo recubra parte da fase do agar. O crescimento e inicialmente indicado 
pela viragem do indicador de vermelho para amarelo-alaranjado, sem turvagao perceptivel. A identificagao 
defmitiva e feita colocando-se o frasco sobre a platina de um microscopio optico com o agar voltado para cima e 
examinando a superficie do agar a procura de colonias de micoplasmas. Esse exame pode ser realizado com ou sem 
a adigao de um corante vital, como o corante de Dienes. 

O caldo Mycotrim® GU contem arginina, ureia e vermelho de fenol como indicador. Esse caldo e inoculado 
com 0,1 ml da amostra e incubado a 35°C em condigoes aerobias. Observa-se o meio a procura de mudanga da cor 
do indicador para um pH mais alcalino; subcultura em meio solido, como agar diferencial A7 ou A8; e incubagao 
subsequente, possibilitando o isolamento e a identificagao de MH e UU. 

O sistema em frasco Mycotrim® Triphasic flask (anteriormente denominado sistema Mycotrim® GU) e um 
sistema difasico que contem agar diferencial A8 modificado com cloreto de calcio em um frasco de cultura de 
tecido e um meio de caldo contendo arginina, ureia e vermelho de fenol como indicador. Antes da semeadura, sao 
acrescentados discos impregnados com antibioticos, e aguarda-se a eluigao dos antibioticos dos discos e a sua 
difusao na fase de agar. O frasco e inoculado com 0,10 mf da amostra, e a mistura caldo-amostra e colocada sobre a 
fase de agar. O frasco e incubado a 35°C em condigoes aerobias. Efetua-se a subcultura do agar deixando o caldo 
sobre parte da fase do agar depois de 24 horas de incubagao. Com o aparecimento de uma mudanga de cor do 
indicador vermelho de fenol de amarelo para alaranjado ou vermelho-alaranjado, a fase do agar e examinada ao 
microscopio a procura das colonias tipicas de MH em ovo frito ou das pequenas colonias de UU marrons coradas 
pelo oxido de calcio. As culturas sao examinadas diariamente e incubadas durante 7 dias. 

Os primeiros estudos constataram uma boa correlagao do sistema Mycotrim® GU em comparagao com metodos 
de cultura convencionais utilizando caldo de arginina, caldo de ureia, agar de glicose e agar diferencial A7B. 46,388,551 
Nos laboratories que realizam uma quantidade modesta de pesquisa de micoplasmas, parece que o caldo 
Mycotrim® GU combinado com um meio de agar diferencial e o sistema de frasco Mycotrim® Triphasic sao 
bastante equivalentes, embora os componentes no procedimento “convencional” possam ser mais baratos. Outro 
sistema disponivel no comercio para o isolamento, a identificagao e o teste de sensibilidade de MH e UU e o 
MYCOFAST® US (Wescor, Utah) e o MYCOFAST® EvolutioN 3 (Elitech Microbiology, Signes, Franga). Esse kit 
comercial vem com um meio de transporte especial para amostras e uma bandeja de plastico para semear as 
amostras em meios contendo ureia e arginina, que sao metabolizadas na presenga de micoplasmas genitais. Existem 
cavidades para cada microrganismo e cavidades que contem antibioticos, que sao usadas para a diferenciagao dos 
dois microrganismos. Estudos de vigilancia usaram esses meios com sucesso no laboratorio para a deteegao sensivel 
de MH e UU. 414 

Isolamento de micoplasmas em meios de cultura de rotina 


Em geral, M. pneumoniae e UU sao mais fastidiosos nas suas exigencias para crescimento do que MH. Este ultimo 
microrganismo e uma das especies isoladas com mais frequencia de locais alem do trato genital, como o sangue, 
feridas e liquido articular. Por conseguinte, em certas ocasioes, MH pode ser isolado em meios de cultura 
bacteriologicos de rotina. O microbiologista clinico deve ser capaz de reconhecer esses microrganismos nessas 
condigoes aquem de ideais. MH tern a capacidade de crescer em meios enriquecidos, como agar Columbia CNA e 
agar chocolate, enquanto cresce menos adequadamente em agar-sangue a base de soja tripticase.' 7 ' Os 
microrganismos crescem melhor em condigoes anaerobias, com crescimento menos rapido em meio enriquecido 
com C0 2 e condigoes aerobias. O crescimento dos micoplasmas pode nao ser evidente, mesmo apos incubagao 
prolongada (/. e., 72 a 96 horas), dependendo das condigoes de incubagao e do numero de microrganismos 
presentes. As colonias de MH sao extremamente pequenas e podem ser detectadas apenas como “pelicula” ou 
“salpico” na superficie do agar quando examinadas com luz incidente refletida forte. O exame desse tipo de 
crescimento e facilitado pelo uso de um microscopio de dissecgao. E dificil coletar as colonias com uma alga 
bacteriologica, e elas nao se coram pelo metodo de Gram. 

As colonias suspeitas de serem micoplasmas em meio de agar de rotina podem ser repicadas seccionando um 
bloco do agar-sangue ou esfregando o lado que apresenta crescimento sobre a superficie de um meio de cultura para 
micoplasma, como agar diferencial A7. Outro bloco deve ser removido de modo asseptico e imerso em meio de 
caldo, como caldo H ou caldo Boston. Em seguida, as subculturas em caldo e em agar sao incubadas e processadas, 
conforme descrito anteriormente. O exame da morfologia das colonias, juntamente com a velocidade de crescimento 
e a avaliagao das condigoes ideais de incubagao para o crescimento, possibilita a identificagao presuntiva das 
especies. 

Em certas ocasioes, MH tambem pode ser isolado de hemoculturas, particularmente em mulheres com febre 
puerperal. Se houver suspeita de bacteriemia por MH, o procedimento ideal e semear o sangue em meio sem SPS a 
cabeceira do paciente. A incubagao das culturas deve ser prolongada, e devem-se efetuar subculturas em meio de 
agar apropriado e meio em caldo para o isolamento de micoplasmas, alem de agar CNA, a intervalos frequentes. O 
sangue para o isolamento de micoplasmas deve ser semeado diretamente no meio de cultura para esses 
microrganismos. O sangue deve ser diluido a 1:10 com meio de crescimento; por conseguinte, a cultura de um 
volume substancial de sangue pode exigir varios fiascos de meios de cultura. 

Testes sorologicos para o diagnostico das infecgoes por Mycoplasma 
pneumoniae 

Tendo em vista a disponibilidade limitada de cultura, as dificuldades tecnicas inerentes a tecnicas de cultura e ao 
tempo necessario para a obtengao dos resultados de cultura, o diagnostico de infecgao por M. pneumoniae e 
frequentemente estabelecido por uma combinagao de achados clinicos, moleculares e sorologicos. O diagnostico 
estabelecido apenas em bases clinicas e dificil, visto que muitos outros processos pulmonares, particularmente 
aqueles causados por virus, podem se manifestar de modo semelhante. Alem disso, a persistencia de M. pneumoniae 
no trato respiratorio por periodos variaveis de tempo apos a resolugao do processo morbido complica a interpretagao 
dos resultados positivos dos metodos de detecgao moleculares e baseados no crescimento. Como M. pneumoniae 
possui antigenos lipidicos e proteicos que promovem o desenvolvimento de anticorpos habitualmente dentro de 1 
semana apos o inicio da infecgao, os testes sorologicos tern sido usados para o estabelecimento do diagnostico. 522 
Na maioria dos casos, os titulos na fase aguda e na fase convalescente sao mais beneficos, e os resultados de um 
unico ensaio nem sempre fomecem uma correlagao acurada com a infecgao atual. O teste sorologico mais 
amplamente utilizado para o diagnostico de infecgao por M. pneumoniae tern sido o teste de FC; entretanto, devido 
a uma reatividade cruzada com outros microrganismos, incluindo M. genitalium, e a incapacidade de distinguir entre 
classes de anticorpos, esse teste foi substituido, em grande parte, por metodos altemativos. 

Na atualidade, dispde-se no comercio de metodos sorologicos que utilizam abordagens de imunofluorescencia, 
aglutinagao de particulas e IEE. A Tabela 18.3 fomece uma lista de varios ensaios disponiveis no comercio que 
utilizam esses formatos e, quando disponiveis, as references sobre a metodologia e/ou avaliagao. M. pneumoniae 
Antibody Test System (Zeus Scientific, Branchburg, NJ) utiliza a imunofluorescencia indireta para a detecgao 
separada de IgG e IgM especificas contra M. pneumoniae. Em uma avaliagao desse ensaio, o AFI para IgM 
especifica contra M. pneumoniae foi comparado com a PCR, a cultura e o teste de FC para o diagnostico de infecgao 
por micoplasmas. 1HS Com base na positividade da cultura e da FC como criterios para um diagnostico positivo de 


infecgao, a sensibilidade do teste de AFI para IgM foi de 78%, e a sua especificidade, de 92%. Nesse estudo, o valor 
preditivo do AFI positivo para IgM foi de apenas 57%. Em outra avaliagao, o AFI para IgM teve sensibilidade e 
especificidade de 89% e 99%, respectivamente. Esse estudo utilizou resultados de consenso para definigao de 
positividade verdadeira como resultados positivos em dois outros ensaios de IEE ou FC, juntamente com achados 
clinicos. 10 

IEE para a detecgao de anticorpos especificos contra M. pneumoniae passaram a ser mais amplamente usados 
em laboratories clinicos e de referencia. Foram realizadas diversas avaliagoes, e os leitores sao incentivados a reve- 
las quando considerarem o uso de um desses ensaios. 28,468,493,524 ' 534 Os kits de IEE de microtitulagao disponiveis 
incluem o sistema de teste de anticorpos IgG/IgM contra Mycoplasma pneumoniae (Remel Thermoscientific), o IEE 
para IgM anti -Mycoplasma pneumoniae ImmunoWELL® (GenBio, San Diego, CA), o IEE para IgM anti- 
Mvcoplasma Zeus (Zeus Scientific, Inc.), o IEE para IgM e IgG anti -Mycoplasma Platelia® (Bio-Rad), o ensaio 
ETI-M pneumoniae IgM/IgG (Savyon Diagnostics, Israel) e outros listados na Tabela 18.3. 

Alguns ensaios detectam separadamente IgM e IgG, enquanto outro realizam a detecgao simultanea de ambas. 
Os produtos EPI-MP de Savyon Diagnostics oferecem ensaios para IgM, IgG e IgA separadamente. Dois ensaios, o 
Meridian ImmunoCard® e o sistema de teste de anticorpos IgG/IgM Remel® MP, oferecem um formato a base de 
membrana para IEE. Os outros ensaios IEE utilizam uma placa de microtitulagao de 96 cavidades (p. ex., GenBio 
ImmunoWELL®) ou tiras separadas (p. ex., Savyon® EPI-MP e Platelia®). Todos os ensaios de IEE variam no tipo 
de antigeno utilizado na fase solida. Os antigenos empregados nesses ensaios incluem culturas de M. pneumoniae 
ultrassonicadas solubilizadas e purificadas (p. ex., Platelia®), glicolipidios purificados de M. pneumoniae (p. ex., 
ensaio ImmunoWELL®), ou antigenos proteicos de membrana purificados, que incluem a citadesina PI 
imunodominante de M. pneumoniae (p. ex., ensaios ETI) como antigeno predominante na fase solida. A 
especificidade do teste de IgM por IEE melhora quando se emprega um metodo de captura de IgM. Em uma 
avaliagao comparativa de varios ensaios de IgM, foi observada uma especificidade de 100% apenas para o IEE para 
IgM Platelia®, que utiliza a captura de IgM (z. e., a fase solida e recoberta por anticorpos anti-IgM), enquanto os 
ensaios que utilizam a absorgao de IgG ou outros metodos de remogao de IgG pra a detecgao de IgM apresentam 
especificidades que variam de 90% (z. e., ImmunoWELL® IgM) ate 25% (ETI-M pneumoniae IgM) apenas. ' M Em 
geral, os ensaios para IgM sao mais sensiveis e especificos quando sao utilizadas amostras de soro de criangas, visto 
que os adultos podem nao produzir uma resposta significativa de IgM. 442 " 4 ’ Alem disso, como a populagao de 
adultos tende a incluir individuos que apresentam IgG anti -M. pneumoniae especifica residual de infecgoes 
pregressas ou subclinicas, e importante testar amostras pareadas de soro obtidas a intervalos de 1 a 3 semanas para 
documentar uma elevagao de quatro vezes ou mais nos titulos de anticorpos, determinando, assim, a presenga de 
infecgoes agudas em adultos. Um estudo recente conduzido na Belgica avaliou 10 ensaios sorologicos para a 
medigao da IgA, IgM e/ou IgG em 120 pacientes sorologicamente positivos para M. pneumoniae ou positivos para 
outros agentes causadores de pneumonia intersticial. O desempenho dos ensaios para IgG foi precario; o 
desempenho geral entre ensaios nao foi satisfatorio. Os autores sugeriram a necessidade de aprimoramentos nesses 
ensaios sorologicos, particularmente no tocante as determinagoes da IgG7 : 


Tabela 18.3 Ensaios sorologicos para a detecgao de M. pneumoniae. 


Nome 

Formato 

Imunoglobulina 

detectada 

Antigeno 

Fabricante 

Referencias 

Sistema deanticorpo 

contra M. 

pneumoniae 

(MP) 

Ensaio de 

imunofluorescencia 

indireta (IFA) 

IgM e IgG 

separadamente 

Substrato antigenico ou 

coloniasem lamina 

Zeus Scientific, Inc. 

(Branchburg, NJ) 

3,524,534 

Teste de aglutinagao 

em gelatina 

Serodia Myco II 

Aglutinagao de 

particulas 

IgM e IgG 

simultaneamente 


Fujirebio&Fujirebio 

America; distribuido 

noJapaoeforado 

Japaopor Bayer 

20,27,524 



SEROFAST 

Aglutinagao de 

particulas 

IgM e IgG 

simultaneamente 


(Europa, Canada, 

Australia) 

International Microbiology 

524 

ETI-MP IgM ou IgG 

IEE, formato de 

mlcrotltulagao com 

96 cavidades 

IgM, IgG e IgA 

separadamente 

Protelna PI de MP 

Savyon Diagnostics Ltd., 

Israel 

28,468,524 

ImmunoCard 

IEE baseado em 

membrana 

IgMapenas 

Antigeno de MP 

Meridian Diagnostics, 

Cincinnati 

10,28,318,468, 

493,524,534 

Sistema de teste de 

anticorpos 

IgG/IgM contra 

i/I. pneumoniae 

IEE baseado em 

membrana 

IgM e IgG 

simultaneamente 

Protelna citadesina de MP 

Remel Thermoscientific 

468,493,524,534 

Sistema de testes de 

ELISA para IgG e 

IgManti- 

Mycoplasma 

IEE com tiras separadas 

IgM e IgG 

separadamente 

I/I. pneumoniae inativado 

Zeus Scientific, Inc. 

(Branchburg, NJ) 

468,524,534 

IgM e IgG anti-AL 

IEE, formato de 

IgM e IgG 

Antigeno glicolipidico de 

Alexon-Trend, Inc. 

28,468,493,524, 

pneumoniae 

GenBio 

ImmunoWELL* 

mlcrotitulagao com 

96 cavidades 

separadamente 

MP 

(Ramsey, MN) 

534 

IgG e IgM Platelia 

IEE, tiras separadas 

IgG e IgM 

separadamente 

Ultrassonicadodecultura 

deMP 

Bio-Rad 

28,524 


Esta lista nao inclui todos os ensaios comerciais disponiveis para teste sorologico de anticorpos anti-M pneumoniae, porem 
apresenta os mais comumente mencionados em textos e para os quais existem avaliagoes realizadas. 


Uma das vantagens dos ensaios IEE ligados a membrana e a obtengao mais rapida dos resultados, que 
habitualmente estao disponiveis em questao de minutos versus horas necessarias para os formatos de micro titulagao. 
Por exemplo, as avaliagoes do sistema de teste de anticorpos IgG/IgM anti -M. pneumoniae Remel® revelaram um 
IEE de 5 minutos para a detecgao qualitativa simultanea dos anticorpos dirigidos contra M. pneumoniae. Thacker e 
Talkington avaliaram esse teste com 50 amostras pareadas de soro e constataram que o teste Remel® detectou 
anticorpos em tres amostras com titulos de FC de 32 e foi positivo para todas as amostras com titulos de FC de 64 
ou mais, exceto uma. 443 Outra avaliagao desse sistema relatou uma sensibilidade de 91% e uma especificidade de 
91%, com valores preditivos positivos e negativos correspondentes de 87% e 93%, respectivamente. 126 O ensaio 
para IgM anti-Mvcoplasma Meridian ImmunoCard® (Meridian Biosciences, Cincinnati, OH) e um IEE qualitativo 
de 10 minutos, baseado em membrana, em que o soro do teste reage com extratos de antigeno de M. pneumoniae 
impregnados em papel de filtro. Esse ensaio nao exige a separagao da IgM ou a remogao da IgG do soro antes da 
sua realizagao. As avaliagoes desse ensaio sugerem que o teste ImmunoCard® e mais sensivel do que outros testes 
sorologicos para a detecgao de baixos niveis de anticorpos IgM. 10,117,318,468,493 Em uma avaliagao do ensaio utilizando 
amostras de 40 pacientes pediatricos, todas as amostras de soro de fase aguda foram positivas com ImmunoCard®, 
enquanto os testes de FC e aglutinagao de particulas foram positivos em 30% e 77,5% das amostras, 
respectivamente. 318 Em outra avaliagao comparativa com 64 amostras de soro de fase aguda de adultos, o 
ImmunoCard® detectou a presenga de IgM especifica em 46% das amostras, enquanto o teste de FC, o IEE Remel® 
e o IEE para IgM ImmunoWELL® detectaram anticorpos em 38%, 41% e 23% das amostras, respectivamente. 493 
Uma terceira avaliagao que utilizou 145 amostras de soro de fase aguda de criangas relatou uma sensibilidade, 



especificidade e valores preditivos positivos e negativos de 85%, 97%, 93% e 93%, respectivamente, em 
comparagao com os IEE de microtitulagao de IgM Remel® e Zeus. 11 As avaliagoes do ensaio para IgM anti- 
Mycoplasma ImmunoCard® sugerem que esse teste rapido e altamente confiavel para estabelecer um diagnostico de 
infecgao recente por M. pneumoniae tanto em criangas quanto em adultos. 54 Elm metodo immunoblotting mais 
recente para o diagnostico sorologico de M. pneumoniae foi desenvolvido na Alemanha utilizando um novo 
conjunto de antigenos, e os resultados de um estudo que avaliou o ensaio demonstraram que 92% dos pacientes 
positivos para PCR tambem foram positivos com esse metodo immunoblot, com especificidade de 93 a 100%. 116 

Foram tambem comercializados ensaios de aglutinagao de microparticulas para a detecgao de anticorpos contra 
M. pneumoniae. O teste de IgG/IgM Serodyne® Color Vue (Serodyne, Indianapolis, IN) utiliza particulas de latex 
recobertas com antigeno lipidico de M. pneumoniae, enquanto o teste Serodia® Myco II (Fujirebio, Toquio, Japao) 
tambem utiliza particulas de gelatina sensibilizadas de modo semelhante. Thacker e Talkington avaliaram o teste de 
aglutinagao passiva de 40 minutos de Serodyne® e constataram que ele e menos sensivel do que o IEE Remel®; 
apenas 68% do pacientes com pneumonia por micoplasma conseguiram ser sorologicamente diagnosticados com 
esse kit, em comparagao com 94% e 96% dos casos diagnosticados com os testes de FC e Remel®, 
respectivamente. 492 Lieberman et al. avaliaram o teste de aglutinagao em gelatina de Serodia® Myco II e 
encontraram uma sensibilidade, especificidade e valores preditivos de testes positivos e negativos de 48,1%, 86,9%, 
49,3% e 86,3%, respectivamente. 27 Outros pesquisadores tambem observaram especificidade inadequada do ensaio 
de aglutinagao de particulas Serodia® Myco II, em comparagao com um IEE de captura IgM-especifico e AFI para 
IgM. 20 

A purificagao e o sequenciamento da adesina PI de M pneumoniae e o reconhecimento de epitopos 
imunodominantes de PI e de outras moleculas de superficie celular podem permitir a produgao de peptidios 
sintaticos capazes de ser utilizados como antigenos especificos e quimicamente defmidos em testes sorologicos 
futuros para M. pneumoniae , 206 Suni et al. avaliaram um novo metodo de IEE (IgG, IgA e IgM contra M. 
pneumoniae, Thermolabsystems, Helsinki, Finlandia), em que o antigeno de fase solida e enriquecido para o 
antigeno proteico de citoaderencia PI de M. pneumoniae. 461 Quando comparado com os IEE ImmunoWELL® e 
Platelia®, a sensibilidade e a especificidade desse teste foram de 100% e 96,5 a 100%, respectivamente. Outro 
grupo investigou o desempenho de dois novos IEE em comparagao com o teste de FC. Em um dos ensaios, a fase 
solida continha o antigeno PI recombinante; no outro, a fase solida continua o antigeno pi 16 recombinante. 109 
Ambos os antigenos possuem antigenicidade demonstravel e desencadeiam a formagao de anticorpos especificos 
nos pacientes infectados. 113,114196 Em um desses estudos, foi constatado que os ensaios com antigenos recombinantes 
apresentaram uma boa concordancia com o teste de FC, exibindo o IEE com PI recombinante a melhor 
discriminagao entre amostras positivas e negativas."” O uso de epitopos antigenicos especificos de especie em testes 
sorologicos para a infecgao por M. pneumoniae pode ajudar a eliminar os resultados sorologicos falso-positivos em 
consequencia de infecgoes do trato respiratorio ou do trato urogenital por M. genitalium, visto que esses 
microrganismos possuem antigenos de reagao cruzada. 26 " 

O diagnostico sorologico por meio de detecgao dos niveis de IgA anti-M pneumoniae tambem foi investigado 
como possivel metodo para o diagnostico de infecgao por M. pneumoniae. Watkins-Riedel et al. avaliaram um 
metodo de IEE para IgA de 3 horas (kit SeroMP-IgA®; Savyon Diagnostics, Ashdod, Israel) e o compararam com o 
ensaio de aglutinagao de microparticulas (Serodia® Myco II; Fujirebio), com o teste de FC, com um IEE especifico 
para IgM ( kit SeroMP-IgM®; Savyon Diagnostics), e com o IEE para IgM rapido ImmunoCard® (Meridian 
Diagnostics) em amostras de soro de fase aguda de 23 pacientes com pneumonia por M. pneumoniae. 54 ' O ensaio 
para IgA apresentou uma sensibilidade de 96 a 100% e uma especificidade de 91 a 100%. A sensibilidade dos 
outros ensaios variou de 87 a 91%. Durante o andamento desse estudo, os pesquisadores observaram uma tendencia 
dos pacientes mais jovens a apresentar niveis mais elevados de IgM do que os adultos, enquanto os adultos tiveram 
uma tendencia a apresentar niveis elevados de anticorpos IgA. Esse ensaio parece resolver duas das inconveniencias 
reconhecidas da sorologia para Mycoplasma : a sensibilidade e a especificidade comparativamente mais baixas do 
teste de FC e a presenga inconsistente de IgM especifica contra M. pneumoniae em pacientes adultos infectados. Um 
teste de antigeno mais recente, que utiliza uma serie de antigenos multiplexados de imunofluorescencia automatica 
(InoDiag®, Franga), foi comparado com a cultura-padrao, os testes de antigeno ou os testes baseados na PCR para o 
diagnostico de seis agentes etiologicos da pneumonia atipica, incluindo M. pneumoniae. A sensibilidade alcangou 
100% e a especificidade foi de 98% para a detecgao de IgM nas 19 amostras de soro de pacientes < 30 anos de idade 
positivos para M. pneumoniae pelo ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) Meridian. 146 Outros 



pesquisadores sugeriram que, em pacientes jovens, a obtengao de um linico titulo elevado de IgM pode indicar a 
presenga de infecgao aguda, embora a soroconversao seja defmitivamente mais especifica. 384 Esse ensaio InoDiag® 
permite um rapido tempo de execugao (15 minutos), evita os problemas de especificidade associados ao AFI e pode 
ser potencialmente usado em estudos epidemiologicos, visto que podem ser utilizados varios valores de pontos de 
corte em populagoes com diferentes prevalences e incidences. 146 

Um teste sorologico inespecifico, que e frequentemente utilizado para corroborar o diagnostico de infecgao por 
M. pneumoniae, consiste na produgao de crioaglutininas. Esses anticorpos IgM reagem no frio com antigenos 
eritrocitarios humanos tipo I. Esses anticorpos sao produzidos dentro de 2 semanas apos a infecgao por M. 
pneumoniae e podem persistir por um periodo de ate 5 meses. O antigeno I, cuja estrutura se assemelha a alguns 
determinantes antigenicos da membrana glicolipidica de M. pneumoniae, e inativado pela a-glicosidase, e a ligagao 
das crioaglutininas a essas celulas e inibida pela galactose. 78,211,418,556 Alem disso, quando os eritrocitos que contem 
o antigeno I sao submetidos a extragao com cloroformio-metanol, obtem-se a extragao de um antigeno que fixa o 
complemento na presenga de anticorpos anti -M. pneumoniae . 556 A semelhanga de outros testes sorologicos, uma 
elevagao de quatro vezes nos titulos de crioaglutininas, na presenga de doenga clinica compativel, sugere a 
existencia de infecgao por M. pneumoniae. Entretanto, apenas cerca de 50 a 60% dos individuos infectados por M. 
pneumoniae serao positivos para crioaglutininas, e varias outras condigoes podem provocar elevagoes das 
crioaglutininas, incluindo mononucleose infecciosa, caxumba, influenza, rubeola, infecgao pelo virus sincicial 
respiratorio, infecgoes por adenovirus, doenga vascular periferica e psitacose. Por conseguinte, a especificidade 
desse ensaio nao e otima. 418 

Testes sorologicos para micoplasmas genitais 

Foram tambem investigados metodos sorologicos para o diagnostico de infecgoes causadas por MH. As proteinas de 
membrana associadas a lipidios (LAMP; do ingles, lipid-associated membrane proteins ) constituem um importante 
grupo de proteinas de superficie celular, que sao altamente antigenicas e que atuam como principais alvos na 
resposta imune contra micoplasmas. 26 ' Foram identificadas LAMP em varias especies de Mycoplasma, incluindo M. 
salivarium, M. penetrans, M. pirum e M. genitalium. Esses antigenos tern sido usados em ensaios sorologicos para 
avaliar pacientes com varios tipos de infecgoes. 538,540,541 Os anticorpos dirigidos contra esses antigenos LAMP 
parecem ser altamente especificos quanto a especie, sem nenhuma reagao cruzada aparente com os de outras 
especies. Foram tambem utilizados anticorpos dirigidos contra antigenos de LAMP para delinear sorotipos de MH. 
Em um estudo recente, os perfis de antigenicidade e de anticorpos de 14 cepas diferentes de MH foram comparados 
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE; do ingles, sodium dodecyl 
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis ) e Western immunoblot. 293 As LAMP dessas 14 cepas apresentaram 
perfis de SDS-PAGE semelhantes, e a analise por immunoblot mostrou que essas proteinas eram altamente 
imunogenicas quando testadas com soro de pacientes infectados. Esses pesquisadores tambem demonstraram que o 
soro de 28 de 31 pacientes HIV-positivos com amostras de cultura de urina positivas para MH reagiu com cada um 
dos 14 isolados diferentes de MH no Western immunoblot. Esses estudos mostraram que as LAMP de qualquer 
isolado de MH podem ser utilizadas como antigeno-alvo em um teste de IEE para a detecgao de anticorpos contra 
MH. Esse IEE derivado de LAMP foi utilizado para demonstrar que a prevalencia de anticorpos especificos contra 
MH era significativamente maior entre pacientes atendidos em clinicas para DST (prevalencia de 67,8%) do que 
entre doadores de sangue saudaveis (prevalencia de 34,4%) e que a infecgao por MH ocorre em uma idade muito 
mais jovem nas mulheres do que nos homens. Esses IEE para a detecgao de anticorpos sericos contra MH sao 
ensaios de pesquisa que nao estao amplamente disponiveis. 

Foram tambem avaliados metodos sorologicos como meio de estabelecer a presenga de infecgao por UU. Esses 
metodos incluem tecnicas de IEE, com estratos sonicos purificados do microrganismo como antigeno de fase solida, 
ou tecnicas de Western immunoblot, em que os antigenos sao preparados a partir do crescimento de sorovariantes de 
UU representativas em cultura, com lise dos microrganismos com SDS, separagao dos antigenos por eletroforese e 
transference dos antigenos para papel de nitrocelulose. Um estudo examinou a presenga de UU no liquido 
amniotico, juntamente com a resposta sorologica documentada por IEE em mulheres no terceiro trimestre de 
gravidez, que foram submetidas a amniocentese para indicagoes geneticas, em mulheres internadas para trabalho de 
parto prematuro com membranas fetais intactas e em mulheres com ruptura prematura das membranas fetais. 1,2 
Embora a prevalencia da infecgao por UU tenha sido de 2,9%, 4,3% e 17,8%, respectivamente, nesses tres grupos, 


as prevalences correspondentes de anticorpos foram de 50%, 86% e 57%. Esses pesquisadores constataram que a 
incidencia de desfechos adversos da gravidez - parto premature, baixo peso ao nascimento ou morte fetal - foi 
significativamente maior em mulheres que apresentaram uma resposta imune contra UU. 172 Em outre estudo 
conduzido pelo mesmo grupo, 30% das mulheres com endometrite pos-parto apresentaram sorologia positiva no 
IEE para UU, em comparagao com 6% do grupo de controle/ 0 Um estudo sorologico de mulheres e lactentes 
utilizando immunoblots para IgM e IgA especlficas contra UU constatou que 4,5% dos lactentes nascidos com 
menos de 30 semanas de gestagao, menos de 1,7% dos lactentes nascidos entre 30 e 34 semanas de gestagao e 
nenhum dos lactentes nascidos com 35 semanas ou mais apresentaram anticorpos IgM ou IgA especlficos 
detectaveis, sugerindo um posslvel papel da resposta imune no desfecho da gravidez/ 3 Esses estudos sorologicos 
podem ajudar a esclarecer o papel da resposta imune especifica ao UU na patogenese da infecgao e fomecer 
informagoes para o desenvolvimento de testes sorologicos senslveis e especlficos, de modo a ampliar as abordagens 
diagnosticas de cultura e tecnicas moleculares no laboratorio cllnico. A semelhanga de MH, os testes sorologicos 
para UU nao estao amplamente disponlveis e sao utilizados principalmente em pesquisas. 

Sensibilidade aos agentes antimicrobianos e tratamento das infecgoes por 
Mycoplasma 

Tratamento de M. pneumoniae e dos micoplasmas genitais 

A pneumonia atipica causada por M. pneumoniae e geralmente tratada com tetraciclina ou com um macrolidio, 
incluindo eritromicina, azitromicina ou claritromicina. Embora o microrganismo ainda possa estar presente nas vias 
respiratorias superiores durante e apos o tratamento, as manifestagoes clinicas da infecgao geralmente melhoram, e 
os infiltrados observados na radiografia de torax desaparecem habitualmente durante a terapia. Recentemente, foram 
descritos na literatura metodos padronizados para a realizagao de testes de sensibilidade in vitro usando 
microdiluigao em agar e caldo, incluindo parametros de controle de qualidade, e dispoe-se de um documento do 
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) que fomece metodos e interpretagao dos resultados de testes de 
sensibilidade para M. pneumoniae, MH e Ureaplasma spp. 74,530,534 Sem esses padroes, os testes eram limitados a 
alguns laboratories de referenda. Se a prevalencia aos farmacos habituais usados no tratamento se tornar mais 
prevalente, e se metodos moleculares continuarem sendo desenvolvidos para a detecgao de infecgoes causadas por 
micoplasmas, podem-se efetuar ate mais solicitagoes para testes de sensibilidade. Com a padronizagao atual dos 
testes de sensibilidade, e necessario entao saber onde esses testes estao disponiveis. 74,330 O Boxe 18.3 fomece uma 
visao geral dos farmacos habituais aos quais varios micoplasmas sao sensiveis e resistentes. Informagoes mais 
especificas sobre o tratamento especifico de cada microrganismo e da doenga que ele pode causar podem ser 
encontradas em muitas das references incluidas na tabela e nesta segao do capitulo. 

Todos os micoplasmas sao inerentemente resistentes aos antibioticos betalactamicos (p. ex., penicilinas e 
cefalosporinas), glicopeptidios (p. ex., vancomicina), bem como a sulfonamidas, trimetoprima, polimixinas, acido 
nalidixico e rifampicina. 474,524 As cepas de M. pneumoniae sao habitualmente sensiveis a uma ampla variedade de 
farmacos antimicrobianos, incluindo as quinolonas (/. e., ciprofloxacino, levofloxacino, ofloxacino, gemifloxacino, 
moxifloxacino), clindamicina, lincomicina, tetraciclina, doxiciclina, minociclina e macrolidios (/. e., eritromicina, 
azitromicina claritromicina) e estreptomicina. 111,164,237,474,524,526,527 

Q 7A 1Q7 

A resistencia aos macrolidios foi relatada em muitos paises, incluindo os EUA. ’ ’ A maior parte da 
resistencia tern sido observada em criangas. Em um estudo de 49 pacientes com pneumonia por M. pneumoniae, de 
2007 a 2010, a incidencia de resistencia aos macrolidios foi de 8,2%. O tratamento de escolha aos pacientes que 
apresentam resistencia aos macrolidios e tetraciclina ou fluoroquinolonas. Simmons el al. detectaram a presenga 
de biofilmes em certas cepas de M. pneumoniae, que podem conferir essa resistencia aos macrolidios e 
comprometer a resposta imune do hospedeiro, impedindo consequentemente um tratamento efetivo das infecgoes. 443 
Um artigo de revisao sobre a patogenese e a detecgao de M. pneumoniae fornece mais informagoes sobre a 
resistencia a antibioticos nos EUA. 32 ' 

A maioria dos isolados de MH e UU mostra-se sensivel as tetraciclinas. As cepas de MH tambem sao 
habitualmente sensiveis a clindamicina e linfomicina, porem sao inerentemente resistentes a eritromicina e a outros 
macrolidios (/. e., azitromicina). Alem disso, pode ocorrer resistencia induzivel aos macrolidios, como a 
eritromicina, em MH. 382 As cepas de UU sao habitualmente sensiveis a eritromicina e a azitromicina, mas nao a 
clindamicina e a lincomicina. O crescimento de MH e de UU tambem e inibido pelo cloranfenicol, pela 


estreptomicina e gentamicina, mas nao pelos agentes ativos contra a parede celular (p. ex., cefalotina, ampicilina e 
vancomicina). Em meados da decada de 1970 ate o infcio da decada de 1980, foram isoladas cepas de ambas as 
especies que mostraram resistencia a tetraciclina; essas cepas possulam um determinante genetico de resistencia a 
agentes antimicrobianos (transposon), denominado tetM. 404 ' 524 Foram tambem descritas cepas de UU que sao 
resistentes ou que apresentam sensibilidade intermediaria a eritromicina e aos macrolldios mais recentes." 4 A 
resistencia global a numerosos agentes antimicrobianos foi demonstrada em um estudo recente de 290 isolados de 
MH e 179 isolados UU na Alemanha, utilizando uma diluigao em agar ou metodo Etest® de 1999 a 2008. A 
doxiciclina continua sendo o farmaco mais ativo entre as tetracicilinas testadas. Embora ate 13% das cepas de MH 
tenham sido resistentes a doxiciclina, apenas 1 a 3% dos isolados de UU foram resistentes. 2 '' 7 Os macrolldios 
continua sendo o farmaco de escolha para o tratamento das infecgoes por UU que nao acometem o SNC em recem- 
nascidos. A eritromicina e usada com muito menos frequencia em criangas de mais idade e em adultos, devido a 
disponibilidade de macrolldios mais recentes, como a azitromicina e a claritromicina. Ainda nao foi determinado se 
essa conduta ira se tomar o padrao nos recem-nascidos, substituindo a eritromicina. 2 ' ' As infecgoes do SNC por 
esses microrganismos em recem-nascidos sao mais bem tratadas com tetraciclina. 5 " Em geral, as cepas de UU sao 
menos sensiveis as quinolonas do que M. pneumoniae ou MH. 2 ’ 7 241 Krausse et al. constataram a eficacia do 
ofloxacino contra ambas as especies, porem apenas 30% das cepas de UU foram sensiveis ao ciprofloxacino, em 
comparagao com 70% das cepas de MH. 22 Em geral, os micoplasmas sao mais sensiveis as fluoroquinolonas mais 
recentes in vitro, em comparagao com agentes mais antigos, como o ofloxacino. 224 


Boxe 18.3 


Padroes habituais de sensibilidade de Mycoplasma e Ureaplasma 




Resistente ou 


Microrganismo 

Habitualmente sensivel 

habitualmente resistente 

Comentario 

M. pneumoniae 

Macrolldios 

Penicilinas 

Foi observada uma resistencia de alto nfvel aos 


Fluoroquinolonas 

Cefalosporinas 

macrolldios em muitos pafses . 9 ' 26 ' 385 ' 397 ' 524 ' 554 ' 557 


Tetracidinas 

Glicopeptidios 




SXT 




Rifampicina 




Acido nalidfxico 




Polimixinas 


I/I. hominis 

Tetracidinas 

Penicilinas 

Resistencia ocasional as fluoroquinolonas, com 


Fluoroquinolonas 

Cefalosporinas 

mutates na DNA girase/topoisomerases 524 


Clindamicina 

Glicopeptidios 



Cloranfenicol 

Macrolldios (resistencia 



Estreptomicina 

intrinseca e induzida) 



Gentamicina 

SXT 




Rifampicina 




Acido nalidfxico 




Polimixinas 


Ureaplasma spp. 

Macrolldios 

Penicilinas 

Raramente se observa resistencia de alto nfvel 



M. fermentans 


M. genitalium 


Fluoroquinolonas 

Cefalosporinas 

aos macrolidios, embora ja tenha sido 

Tetraciclinas 

Glicopeptidios 

detectada . 524 

Cloranfenicol 

Clindamicina 

Resistencia ocasional as fluoroquinolonas com 

Estreptomicina 

SXT 

mutates na DNA girase/topoisomerases . 112,524 

Gentamicina 

Rifampicina 


Tetraciclinas 

Acido nalidixico 

Polimixinas 

Penicilinas 

Existe alguma variedade na literatura quanto a 

Clindamicina 

Cefalosporinas 

atividade in vitro dos macrolidios e dos 

Cloranfenicol 

Glicopeptidios 

aminoglicosidios. 

Fluoroquinolonas 

Macrolidios 


Macrolidios 

Aminoglicosidios 

SXT 

Rifampicina 

Acido nalidixico 

Polimixinas 

Penicilinas 

A resistencia aos macrolidios pode ser 

Tetraciclinas (porem 

Cefalosporinas 

induzida . 24 

ocorreram falhas terapeuticas 

Glicopeptidios 

Resistencia ocasional as fluoroquinolonas com 

com as tetraciclinas) 

mutates na DNA girase/topoisomerases . 524 

Clindamicina 

Fluoroquinolonas 

Macrolidios 

SXT 

Rifampicina 

Acido nalidixico 

Polimixinas 



SXT = sulfametoxazol-trimetoprima. 

A maior parte dessa informant), a nao ser que tenha referencias especi'ficas, foi obtida das referencias 524 e 534. 


O tratamento das infecgoes por M. genitalium ainda nao foi padronizado, nem os metodos disponiveis para teste 
de sensibilidade. Os macrolidios sao recomendados, particularmente a azitromicina em dose unica; as tetraciclinas 
sao responsaveis por um grande numero de fracassos terapeuticos, mesmo sem a demonstragao de qualquer 
resistencia adquirida. O perfil de sensibilidade de M. genitalium a agentes antimicrobianos parece ser semelhante ao 
de M. pneumoniae, visto que os isolados dessa especie mostram-se sensiveis as tetraciclinas e a uma variedade de 
macrolidios. 473 474 Renaudin et al. determinaram a sensibilidade de sete isolados de M. genitalium, utilizando o 
metodo de diluigao em agar e a compararam com a sensibilidade de tres cepas de M. pneumoniae . 401 Ambas as 
especies mostraram-se sensiveis aos macrolidios (/. e., eritromicina, espiramicina, roxitromicina, azitromicina e 
claritromicina), clindamicina, tetraciclina, doxiciclina, minociclina e fluoroquinolonas (/. e., ofloxacino, 


ciprofloxacino, lomefloxacino, esparfloxacino). 98 Entretanto, foi descrita a ocorrencia de resistencia adquirida aos 
macrolidios e as fluoroquinolonas, levando ao fracasso terapeutico. 37,312 ' 466 Apesar da sensibilidade in vitro de M. 
genitalium as tetraciclinas, varios estudos realizados mostraram que a terapia com tetraciclina frequentemente esta 
associada a fracassos do tratamento. Um estudo conduzido por Johannison el al. constatou que 62% de 13 homens 
com uretrite por M. genitalium tratados com tetraciclina durante 10 dias ainda abrigavam o microrganismo na uretra 
por ocasiao do acompanhamento. 22 " Em outro estudo, todos os sete homens com uretrite por M. genitalium tratados 
com doxiciclina continuaram apresentando uretrite durante o acompanhamento. 186 Em um estudo de tratamento 
comparando as tetraciclinas e a azitromicina, todos os seis pacientes que foram tratados com azitromicina foram 
negativos para M. genitalium por PCR apos o tratamento, enquanto 63% de 16 pacientes tratados com tetraciclina 
ainda apresentaram resultados positivos da PCR para M. genitalium apos o tratamento. 12 " A presenga dos 
microrganismos no trato urogenital, com ou sem sintomas concomitantes, apos tratamento com esses farmacos pode 
estar diretamente relacionada com a dose e com a duragao do tratamento. De acordo com as diretrizes de tratamento 
para DST, a azitromicina para o tratamento uretrite e administrada em dose unica de 1 g. 59 Os pacientes com uretrite 
por M. genitalium que foram tratados com azitromicina de acordo com essas recomendagoes tiveram respostas 
clinicas parciais e permaneceram positivos para M. genitalium por PCR dentro de 1 semana apos concluir o 
tratamento. 1 ' 4 Em um estudo de NGU em 293 homens homossexuais na Carolina do Norte, em 2012, a persistencia 
de M. genitalium apos o tratamento foi observada em 44% dos pacientes inicialmente positivos, em comparagao 
com 12% daqueles que persistiram depois de 4 semanas de terapia para a infecgao por C. trachomatis. Foi 
constatada uma persistencia de M. genitalium de 66% em homens tratados com doxiciclina versus 33% naqueles 
que receberam tratamento com azitromicina. 4 ’ 1 

Com o uso de um metodo modificado de diluigao em caldo com meio SP-4, Hayes el al. determinaram a 
sensibilidade da cepa incognitus de M. fermentans a agentes antimicrobianos, juntamente com cepas de referenda 
deM fermentans (i. e., cepa PG18 [ATCC 19989]) e de M. pneumoniae (ATCC 15531). 173,175 Conforme esperado, 
todos os tres micoplasmas mostraram-se resistentes aos farmacos ativos contra a parede celular (p. ex., penicilina, 
ampicilina). Tanto a cepa PG18 quanto a cepa incognitus de M. fermentans exibiram resistencia a eritromicina 
(concentragao inibitoria minima [CIM] media da eritromicina de 31,2 mg/m [ e 43,0 mg/m £, respectivamente), 
enquanto M. pneumoniae mostrou-se sensivel a eritromicina (CIM media de 0,0073 mg/mf). A cepa incognitus de 
M. fermentans foi sensivel a tetraciclina, doxiciclina, clindamicina, lincomicina, cloranfenicol e ciprofloxacino. 
Ambas as cepas de M. fermentans testadas nesse estudo apresentaram resistencia aos aminoglicosidios (/. e., 
gentamicina, canamicina, estreptomicina e neomicina), enquanto M. pneumoniae foi sensivel. As CIM dos 
aminoglicosidios para a cepa incognitus de M. fermentans foram superiores a 1.000 mg/m l para todos os quatro 
farmacos, enquanto a CIM da gentamicina, canamicina, estreptomicina e neomicina para a cepa PG18 foram 15,6, 
20,8, 18,2 e 52,1 mg/m 6 , respectivamente. A realizagao subsequente de teste de sensibilidade a agentes 
antimicrobianos em 24 isolados adicionais de M. fermentans tambem revelou que essa especie e resistente a 
eritromicina e aos aminoglicosidios. 173 Esse estudo subsequente tambem documentou que apenas o ciprofloxacino e 
o levofloxacino exerceram um efeito bactericida significativo. 173 

Utilizando uma tecnica de diluigao modificada com caldo de Hayflick, Hannon examinou varias cepas de M. 
fermentans isoladas de infecgoes humanas e de celulas de cultura de tecido. 162 Essas cepas foram muito mais 
sensiveis a azitromicina do que a eritromicina ou a claritromicina. A clindamicina e varios outros congeneres da 
tetraciclina tambem exibiram uma boa atividade contra as cepas de M. fermentans, embora as concentragoes 
micoplasmacidas tenham sido varias vezes maiores do que as concentragoes inibitorias do antibiotico. Esse estudo 
tambem demonstrou que as cepas de M. fermentans isoladas durante a decada de 1960 em meios acelulares eram 
sensiveis aos aminoglicosidios, enquanto os isolados humanos recentes e as cepas obtidas de celulas de cultura 
tecidual foram frequentemente resistentes a um unico ou a varios aminoglicosidios, com CIM desses farmacos 
ultrapassando 500 mg/m I. A azitromicina foi mais ativa contra cepas de M. fermentans do que a eritromicina ou a 
claritromicina. 162 

Em um estudo subsequente, Hannon examinou a sensibilidade de varias cepas de M. fermentans aos 
aminoglicosidios, incluindo tres isolados associados a AIDS (incluindo uma cepa incognitus), seis isolados recentes 
do trato respiratorio, um isolado associado a leucemia de 1962 e oito isolados de culturas de tecido. 163 Dois dos tres 
isolados associados a AIDS e todos os isolados do trato respiratorio nao associados a AIDS mostraram-se sensiveis 
aos seis aminoglicosidios testados, enquanto a cepa incognitus de M. fermentans e todos os isolados recentes de 
cultura de tecido demonstraram uma alta resistencia a todos os seis farmacos, com CIM superior a 250 mg/mf. A 



cepa isolada de cultura de tecido de medula ossea de um paciente com leucemia, em 1962, foi altamente resistente a 
estreptomicina (CIM, > 250 mg/m£), porem senslvel aos outros cinco aminoglicosldios. Esses resultados foram 
compativeis com os estudos anteriores de Hannon, estabelecendo que M. fermentans incognitus era a unica cepa 
humana das nove examinadas que demonstrou resistencia a multiplos aminoglicosldios. |,lJ Utilizando um ensaio de 
inibigao metabolica com macrodiluigao, Poulin et al. examinaram a sensibilidade de varios micoplasmas associados 
a AIDS a agentes antimicrobianos, incluindo M. fermentans (uma cepa estoque, dois isolados clfnicos de pacientes 
com AIDS e a cepa “incognitus”), M. penetrans (uma cepa) e M. pirum (uma cepa). 394 Todos os isolados 
mostraram-se sensiveis a azitromicina, claritromicina, clindamicina, doxiciclina, ofloxacino e tetraciclina. As cepas 
de M. fermentans e M. pirum demonstraram resistencia a eritromicina, enquanto M. penetrans foi sensivel. Hayes et 
al. testaram nove cepas de M. penetrans por um procedimento de diluigao em caldo. 174 Todas as cepas foram 
sensiveis a azitromicina, cloranfenicol, ciprofloxacino, clindamicina, doxiciclina, eritromicina, levofloxacino, 
lincomicina e tetraciclina, porem foram resistentes a gentamicina e estreptomicina. 

Metodos de teste de sensibilidade de micoplasmas 

A difusao de disco em agar nao constitui um metodo aceitavel para testes de sensibilidade in vitro dos micoplasmas. 
Foram descritos metodos de diluigao em agar e de diluigao em caldo para teste de sensibilidade dos micoplasmas a 
agentes antimicrobianos, bem como metodos de Etest®. 74 '’ 24 Os meios SP-4 ou de Hayflick, com pH de 7,3 a 7,4, 
sao recomendados para testar MH ou M. pneumoniae. O caldo 10B, o Bromthymol Blue Broth ou o agar A8 podem 
ser usados para Ureaplasma spp.; o teste e realizado em pH de 6,0 a 6,5 para avaliar UU. Para diluigao em serie, 
diluigoes duplas de agentes antimicrobianos sao incorporadas ao meio de agar, e a semeadura e efetuada utilizando 
um replicador de Steer para a aplicagao de um inoculo de 30 a 300 UFC por ponto de inoculo. Esse inoculo e 
determinado pela semeadura em placas de aliquotas de diluigao de 10 vezes de uma cultura em caldo em triplicado, 
contagem das colonias e diluigao apropriada da suspensao dos microrganismos, de modo que o replicador libere 30 
a 300 UFC por ponto. As placas sao incubadas ao ar a 35 a 37°C durante 4 dias (UU), 5 dias (MH) ou 14 dias (M. 
pneumoniae ). O crescimento pode ser intensificado para UU se o meio for incubado com aumento de C0 2 . 74 ' 324 

Para a microdiluigao em caldo, os agentes antimicrobianos sao solubilizados e diluidos em bandejas de 
microtitulagao, com meio de caldo apropriado contendo vermelho de fenol como indicador, de modo a obter uma 
faixa de concentragoes do farmaco. O inoculo deve ser preparado a partir de culturas que estao na fase de 
crescimento exponencial, em que o numero de microrganismos e geralmente proximo de 10 7 UFC/m C para os 
ureaplasmas e de 10 8 a 10 9 UFC/mt para os micoplasmas que formam grandes colonias, que tambem sao expressas 
em unidades de mudanga de cor (CCU; do ingles, color-changing units) por mililitro. Adiciona-se um inoculo de 
10 4 a 10 5 UFC (CCU) do microrganismo em cada uma das cavidades de microtitulagao contendo as diluigoes dos 
antimicrobianos; a seguir, as placas sao tampadas e incubadas em condigoes aerobias, a 35° a 37°C. As bandejas de 
microtitulagao sao examinadas diariamente ate observar-se uma mudanga de cor, devido a uma alteragao do pH no 
controle de crescimento sem farmaco. A CIM e defmida como a menor concentragao do agente antimicrobiano em 
que o metabolismo dos microrganismos e inibido o suficiente para impedir a mudanga de cor do meio (devido ao 
indicador de pH) quando o controle sem farmaco exibe mudanga de cor. Para UU, o crescimento habitualmente e 
observado na cavidade de controle depois de 24 horas, enquanto o crescimento de MH habitualmente necessita de 
48 horas. Em geral, as cepas de M. pneumoniae necessitam de 4 a 8 dias de incubagao antes da observagao de 
alguma mudanga na cavidade de controle. Tanto na diluigao em agar quanto na diluigao em caldo, devem-se incluir 
cepas com sensibilidades conhecidas e CIM reproduziveis com a realizagao do teste como controles extemos. 74,524 
Dispde-se de alguns produtos comerciais disponiveis para antiobiograma de micoplasmas, incluindo Mycoplasma 
1ST® (bioMerieux), Mycoplasma SIR® (Bio-Rad), MYCOFAST® All IN (Unipath, UK) e MYCOKIT-ATB® 
(PBS Orgenics), porem esses produtos so estao atualmente disponiveis na Europa. 524 

Em todos esses procedimentos de determinagao de sensibilidade, podem surgir problemas relacionados com as 
caracteristicas biologicas dos microrganismos e com o proprio metodo. Os problemas biologicos incluem a 
possibilidade de culturas mistas (p. ex., micoplasmas e ureaplasmas) e a coexistencia de populagoes sensiveis e 
resistentes na mesma cultura. Este ultimo problema so pode ser detectado em sistemas baseados em diluigao em 
agar, visto que as colonias que crescem em meios contendo antibioticos podem ser diretamente reidentificadas por 
meio de hidrolise da ureia e metodos sorologicos. Os problemas relacionados com a metodologia, incluindo a falta 
de um meio padrao para a realizagao do teste, discrepancias relacionadas com o pH necessario para o crescimento 
ideal dos micoplasmas versus atividade antibiotica otima, dificuldade na padronizagao do tamanho do inoculo, falta 


de padronizagao do tempo e das condigoes de incubagao e falta de um ponto de corte padronizado de sensibilidade, 
foram em grande parte superados com as publicagoes de documentos como Cumitech e CLSI 43-A. 74,238,524 Os testes 
de sensibilidade para micoplasmas continuarao sendo realizados principalmente em laboratories de referenda e em 
instituigoes de maior porte, com interesse especial em pesquisa na terapia das infecgoes por micoplasmas genitais. 

Diagnostico e tratamento das infecgoes por Mycoplasma hemotrofico em 
animais 

Os membros antigos dos generos Eperythrozoon e Haemobartonella nao crescem em cultura, de modo que o 
diagnostico baseia-se no exame de esfregagos de sangue corados por corantes do tipo Romanowsky, incluindo 
corantes de Giemsa, May-Griinwald-Giemsa, Wright-Giemsa ou laranja de acridina. 336 ’ 337,469 Como esses 
microrganismos exibem uma parasitemia ciclica, em que podem ser rapidamente removidos do sangue, o exame de 
multiplos esfregagos de sangue obtidos de amostras coletadas durante o periodo de 24 horas aumenta a 
probabilidade de um diagnostico positivo em um hospedeiro clinicamente compativel. Os esfregagos de sangue 
devem ser preparados imediatamente apos a coleta da amostra, utilizando sangue nao anticoagulado ou sangue 
coletado em tubos heparinizados; o anticoagulante acido etilenodiaminotetracetico (EDTA) pode causar a separagao 
dos microrganismos da membrana eritrocitaria a qual estao fixados, dificultando o diagnostico microscopico. 336,469 
Os microrganismos aparecem como formas cocoides, de 0,5 a 0,8 mm de diametro, aderentes a superficie dos 
eritrocitos. Em geral, sao encontrados na periferia dos eritrocitos e podem aparecer isoladamente ou em pares, 
grupos e cadeias. Na coloragao fluorescente com laranja de acridina, os microrganismos aparecem com uma cor 
laranja a verde-amarelado brilhante. Foram tambem desenvolvidos ensaios moleculares e sorologicos para os 
micoplasmas hemotroficos; todavia, esses ensaios nao estao amplamente disponiveis. 469 Todas as especies parecem 
ser sensiveis as tetraciclinas e resistentes aos agentes antimicrobianos betalactamicos. O tratamento com 
eritromicina proporciona um controle efetivo da infecgao aguda, porem nao elimina consistentemente a infecgao dos 
animais. 336 


Vacinas e prevengao das infecgoes por Mycoplasma 

Houve varias tentativas de desenvolvimento de vacinas inativadas para a prevengao da infecgao por M. pneumoniae. 
Uma revisao sistematica e uma metanalise da literatura ate 2009 foram publicadas por Linchevski et a I. 1 Esses 
pesquisadores encontraram uma eficacia de 46 a 52% contra a infecgao por M. pneumoniae, dependendo da 
abordagem utilizada, com poucos efeitos adversos identificados. De modo geral, relataram que a vacina era capaz de 
reduzir as taxas de pneumonia e de M. pneumoniae especificamente em cerca de 40% e sugeriram o 
desenvolvimento subsequente dessas vacinas, particularmente para as populagoes de alto risco. 278 Uma vacina de 
DNA Pl-C fundida com a subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli demonstrou maior eficacia 
na protegao de camundongos contra a infecgao por M. pneumoniae: 1 ' As estrategias para criar proteinas quimericas 
derivadas de regioes da adesina funcional de Mycoplasma pneumoniae para o desenvolvimento de uma vacina 
tambem demonstraram ter eficacia em modelos de animais. 171,429 
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Os metodos e os algoritmos usados para cultivar, detectar, identificar e testar a sensibilidade das micobacterias 
foram significativamente alterados ao longo das ultimas decadas. Nesse periodo, foram introduzidas varias tecnicas 
novas voltadas para a detecgao direta do complexo M. tuberculosis (CMTB) nos especimes clinicos por 
amplificagao de acidos nucleicos, o isolamento mais eficaz das micobacterias presentes nas amostras clinicas, a 
identificagao rapida destes microrganismos por meio de tecnicas moleculares e a determinagao rapida dos perfis de 
sensibilidade aos antimicrobianos. Embora a busca por pesquisa pura no campo da biologia molecular seja parte 
integrante dessa evolugao, a forga motivadora para a equipe do laboratorio clinico e realizar em intervalos ainda 
menores a identificagao das especies e a defmigao dos perfis de sensibilidade aos antimicobacterianos. Na medida 
em que os procedimentos moleculares saem dos laboratories de pesquisa para transformarem-se em produtos 
comerciais, alguns dos quais ja foram aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), hoje e possivel 
diagnosticar tuberculose e ter uma nogao preliminar da sensibilidade antimicrobiana em alguns dias - ou, 
incrivelmente, dentro de algumas horas - em vez de semanas. 

Tendencias da tuberculose ch'nica 
Incidencia global da tuberculose 

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), 371 o impacto mundial da tuberculose (TB) tern diminuido 
lentamente ao longo dos ultimos anos, mas ainda e alto. Em 2012, estima-se que houve 8,6 milhoes (variagao: 8,3 a 
9,0 milhoes) de casos novos de TB em todo o mundo, dos quais 500 mil ocorreram em criangas, 2,9 milhoes em 
mulheres e 1,1 milhao em pacientes HIV-positivos. Desse total, 450.000 foram causados por M. tuberculosis 
multidrogarresistentes (tuberculose resistente a multiplos farmacos, ou MDR-TB). Cinquenta e oito por cento do 
total de casos da doenga ocorreram no Sudeste Asiatico e nas regioes do Pacifico Oeste; 28% no continente 
africano; e porcentagens muito menores em outras regioes do planeta: 8% na regiao leste do Mediterraneo, 4% na 
Europa e 3% nas Americas. Os cinco paises com maior numero de casos eram India, China, Africa do Sul, 
Indonesia e Paquistao. Os Indices mais baixos estavam referidos aos EUA, Canada, Europa ocidental, Japao, 
Australia e Nova Zelandia. Nesse mesmo ano, estima-se que 1,3 milhao de pessoas morreram de TB e, entre elas, 
320.000 estavam infectadas pelo HIV e 170.000 tinham MDR-TB. 

Em 2013, foram notificados 9.588 casos novos de TB nos EUA (incidencia: 3 casos por 100.000 habitantes), 
representando uma redugao de 4,2% em comparagao com o ano anterior. 4 ' A incidencia da doenga entre os 
estrangeiros era cerca de 13% maior que nos americanos nascidos no pais, enquanto os indices entre os asiaticos nao 
hispanicos eram praticamente 26 vezes maiores que nos individuos brancos nao hispanicos. Mais de metade dos 



casos (51,3%) ocorreu em quatro estados: California, Texas, Nova York e Florida. Em 2012 (ano mais recente, no 
qual os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana estao completos), foram notificados 86 casos de MDR- 
TB e 88,4% deles ocorreram em estrangeiros. 

Populacoes de risco de infecgao por Mycobacterium tuberculosis e tuberculose ativa 

As populagoes de risco mais alto de infecgao por M. tuberculosis sao: 

• Contatos diretos dos pacientes com TB ativa suspeita ou confirmada 

• Estrangeiros provenientes de areas com incidencia alta de TB ativa (p. ex., Asia, Africa) 

• Individuos que visitam areas com prevalencia alta de TB ativa 

• Residentes e funcionarios que vivem em condigoes de aglomeragao, cujos clientes tem risco alto de TB ativa (p. 
ex., instituigoes correcionais, abrigos para moradores de rua) 

• Profissionais de saude que cuidam de pacientes de risco alto de TB ativa 

• Usuarios de drogas ilicitas ou alcoolicos. 

Entre os fatores que aumentam o risco de progressao da infecgao para TB ativa estao os seguintes: 

• Coinfecgao pelo HIV, que e o fator de risco mais importante para progressao para TB ativa entre pacientes com 
infecgao latente por M. tuberculosis 

• Idade < 5 anos 

• Tratamento imunossupressor (p. ex., antagonistas do fator a de necrose tumoral, corticosteroides sistemicos) 

• Infecgao recente (nos ultimos 2 anos) por M. tuberculosis 

• Historia de TB ativa nao tratada (ou tratada inadequadamente) 

• Silicose, diabetes melito, insuficiencia renal cronica, leucemia, linfoma, canceres de cabega e pescogo, ou 
carcinoma de pulmao 

• Gastrectomia ou bypass jejunoileal 

• Peso < 90% do peso corporal ideal 

• Tabagismo ou uso abusivo de alcool ou drogas. 

Doenga rapidamente progressiva 

As infecgoes recem-adquiridas por M. tuberculosis nem sempre seguem a evolugao classica lentamente progressiva 
da doenga secundaria. A TB progressiva primaria (ou tipo miliar rapidamente progressiva) pode ocorrer nos 
pacientes gravemente imunossuprimidos, inclusive aideticos. Nesses casos, a progressao da doenga e calculada em 
semanas, em vez de meses ou anos. A replicagao rapida das micobacterias nos focos infecciosos resulta nao apenas 
em contagens altas de microrganismos nestas areas, como tambem na disseminagao miliar e nas falencias 
terapeuticas potenciais secundarias a carga incontrolavel de micobacterias e, possivelmente, ao surgimento de cepas 
multidrogarresistentes. 

Medidas de controle da infecgao e vigilancia epidemiologica 

E importante ado tar medidas para assegurar que os pacientes altamente suspeitos de ter TB sejam colocados 
imediatamente em ambientes para evitar dispersao veiculada pelo ar (/. e., precaugoes respiratorias). A equipe 
hospitalar envolvida diretamente no cuidado de pacientes com TB tem risco alto de infecgao e deve adotar 
procedimentos de isolamento e usar roupas protetoras e mascaras com alta capacidade de flltragao. Os profissionais 
do laboratorio que manuseiam amostras clinicas fornecidas por pacientes com TB tambem estao sujeitos a adquirir 
essa infecgao, mas podem trabalhar seguramente com estes especimes quando adotam precaugoes universais e 
processam as amostras em cabines de seguranga biologica (CSB) com fluxo laminar. Os sistemas de ventilagao dos 
hospitais e das instalagoes com aglomeragao (p. ex., prisoes, instituigoes asilares e abrigos urbanos para moradores 
de rua), nos quais tem sido relatados surtos de TB, devem ficar sob controle rigoroso. Nardell et al. 221 demonstraram 
que a qualidade insatisfatoria do ar contribuia para a infecgao veiculada pelo ar nos predios construidos com 
sistemas de ductos de ventilagao, que liberavam uma mistura inadequada de ar extemo. Entretanto, os problemas 
ainda persistem em situagoes insuspeitas, inclusive o surto de TB entre os clientes de um bar local, conforme foi 
relatado por Kline et a/. 163 Nesse relato, o caso inicial era um morador de rua, que era frequentador assiduo do bar e 



teve um intervalo assintomatico longo ate o diagnostics de sua doenga. O consumo alto de alcool por essa 
populagao de clientes tambem pode ter contribuido para o indice alto de infecciosidade. 

O laboratorio clmico 

Como otimizar a detecgao e a identificacao das micobacterias 

A pratica tradicional de esperar que aparegam colonias bacterianas no agar solido, identificar as especies usando 
apenas testes bioquimicos e realizar os testes de sensibilidade antimicrobiana apenas nos meios solidos e muito 
demorada. As decisoes quanto aos procedimentos e testes que serao realizados no proprio laboratorio e os que serao 
terceirizados por um laboratorio de referencia qualificado devem ser defmidas no contexto de cada comunidade de 
saude. Em alguns contextos de pratica, as atividades realizadas no proprio laboratorio podem ser limitadas aos testes 
rapidos, inclusive a triagem dos esfregagos para bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR) ou inoculagao dos meios 
de cultura e identificagao provisoria das cepas isoladas. Outros procedimentos, tambem defmidos pela equipe de 
saude da localidade, podem ser realizados mais convenientemente em um laboratorio de referencia. Uma equipe de 
profissionais de saude, inclusive medicos, especialistas de laboratorio e pessoal de apoio, deve ser estabelecida para 
determinar como as abordagens diagnosticas deverao ser coordenadas. O diagnostico precoce e a introdugao 
imediata do tratamento adequado sao os ingredientes principais para assegurar a cura do paciente infectado, evitar 
desenvolvimento de cepas resistentes e (no caso da TB) interromper a cadeia de transmissao interpessoal. 

Seguranga no laboratorio 

O manuseio descuidado dos materiais biologicos infectantes, inclusive amostras clinicas, coloca a equipe do 
laboratorio em risco de infecgao. Qualquer atividade que possa gerar aerossois deve ser realizada em uma CSB 
classe I ou II. A liquefagao e a concentragao das amostras de escarro podem ser realizadas sem riscos na bancada 
exposta quando os especimes sao tratados primeiramente com NaOH em uma CSB classe I ou II (conforme esta 
descrito adiante neste capitulo). As praticas de biosseguranga do nivel 3 (BSL3) sao necessarias aos laboratories que 
semeiam e manipulam culturas para M. tuberculosis ou M. bovis. 

O espago da area de BSL3, que inclui a CSB e a centrifuga, deve ter paredes e superficies de trabalbo 
impermeaveis, fluxo de ar direcionado (com pressao mais baixa no laboratorio) e isolamento de ar por porta dupla 
para evitar refluxo do ar. O ar proveniente da area de BSL3 deve ser circulado por filtros de ar de alta eficiencia na 
separagao de particulas (HEPA; do ingles, high-efficiency particulate air ) e levado diretamente ao exterior. Os 
laboratories e as coifas devem estar equipados com manometros para monitorar a pressao do ar. 

Como os equipamentos e os bragos dos trabalhadores colocados dentro de uma CSB podem desorganizar o fluxo 
laminar e desviar o ar contaminado para fora da camara, qualquer profissional que trabalhe na CSB com fluxo 
laminar e na area de BSL3 tambem deve usar equipamentos de protegao individual, inclusive uma mascara 
respiratoria. Os profissionais devem realizar testes anuais para assegurar que as mascaras respiratorias estejam bem 
adaptadas. Aventais descartaveis devem ser usados sobre um capote lavavel (as roupas de uso pessoal fora do 
laboratorio nao devem ser usadas na area de BSL3, porque podem ser contaminadas), alem de luvas, gorros e 
protetores de calgados para completar os acessorios de protegao individual, porque podem ocorrer esguichos 
acidentais. As roupas de protegao devem ser removidas e colocadas em um saco para autoclavagem quando o 
trabalho na area de BSL3 for concluido. 

O diretor de cada laboratorio deve definir ate que ponto podem ser exigidas reformas do espago atual do 
laboratorio. As reformas podem custar milhares de dolares e, em alguns contextos, sua razao de custo-beneficio 
pode ser impraticavel. Nesses casos, deve-se tomar uma decisao quanto a se as culturas para micobacterias 
poderiam ser realizadas mais eficientemente em outro servigo, por exemplo, um laboratorio de referencia que possa 
adotar os padroes recomendados. 

Coleta dos especimes 

As micobacterias podem ser isoladas de varias amostras clinicas, inclusive especimes respiratorios (escarro, lavados 
brdnquicos, liquido de lavagem broncoalveolar e biopsias bronquicas); urina, fezes, sangue ou liquido 
cefalorraquidiano; biopsias de tecidos; e material aspirado por agulha de praticamente qualquer tecido ou orgao 


profundo. Os especimes que possam conter microbiota bacteriana devem ser processados tao logo seja possivel 
depois da coleta, de modo a atenuar a proliferapao excessiva dos contaminantes das amostras. 

Especimes respiratorios 

As amostras de escarro colhidas por expectorapao ou nebulizapao ultrassonica sao obtidas mais facilmente logo 
depois que o paciente acorda pela manha, quando as micobacterias estao presentes em concentrapdes mais altas. As 
coletas de 24 horas nao sao recomendadas, porque a amostra contendo concentrapao mais alta de micobacterias e 
diluida desproporcionalmente pelas amostras subsequentes com poucos microrganismos; alem disto, as chances de 
que haja proliferapao excessiva de bacterias e fungos durante o processo de coleta prolongada sao 
significativamente maiores. 

Em geral, a liberapao irregular e intermitente das micobacterias presentes nas ulceras das mucosas ou nas 
cavidades loculadas para o lumen bronquico e responsavel pelo padrao irregular de isolamento destes 
microrganismos das secrepoes respiratorias. Especialmente as culturas obtidas dos pacientes com TB pulmonar ou 
renal podem ser positivas um dia e negativas no outro; por isso, devem ser obtidas tres amostras de escarro das 
primeiras horas da manha de 3 dias consecutivos, de forma a aumentar as chances de isolamento das micobacterias. 
Todos os especimes devem ser transportados imediatamente ao laboratorio e mantidos sob refrigerapao se nao forem 
processados de imediato. 

Hemoculturas 

Varios metodos podem ser usados para isolar micobacterias das hemoculturas. Berlin el al? 1 descreveram o uso de 
um sistema bifasico, que utiliza albumina-acido oleico 7H11 como fase de agar e infusao cerebro-corapao (BHI; do 
ingles, brain-heart infusion ) como fase de caldo. As culturas positivas para o complexo Mycobacterium avium 
(CMA) foram obtidas em apenas 6 a 8 dias. Contudo, Agy el al? relataram que apenas 43,8% das hemoculturas dos 
pacientes com hemoculturas comprovadamente positivas foram isoladas utilizando um sistema bifasico semelhante. 
Estudos demonstraram que a utilizapao do sistema de hemocultura por lise-centrifugapao (ISOLATOR®; Wampole, 
Alere, Waltham, MA) aumentou a positividade e abreviou o tempo necessario ao isolamento das micobacterias das 
hemoculturas. 97,191 O tubo de lise-centrifugapao contem um anticoagulante e um agente desintegrador para romper 
os eritrocitos e neutrofilos. Desse modo, as micobacterias intracelulares sao liberadas no meio de cultura, que 
tambem e enriquecido pela desintegrapao das hemacias. Depois da centrifugapao do tubo, o eluato e descartado e o 
sedimento e transferido para os meios de cultura apropriados. 

O primeiro sistema semiautomatizado que poderia ser usado para cultivar micobacterias a partir do sangue foi o 
BACTEC® 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD). 3 - 76,313,344,361 A detecpao dos frascos positivos para micobacterias 
baseava-se na detecpao de 14 C0 2 radioativo liberado no frasco de hemocultura depois do metabolismo do acido 
palmitico marcado com 1-[ 14 C], que estava incluido no caldo de cultura. Esse sistema nao e mais referendado pelo 
fabricante e, por esta razao, nao sera mais considerado aqui. 

Existem varias oppoes mais modernas disponiveis no mercado para hemocultura de micobacterias e algumas 
contem agentes citollticos para facilitar a liberapao destes microrganismos presentes nos fagocitos. Isso inclui o 
VersaTrek® (antes conhecido como ESP® Culture System II, Trek Diagnostic), o BACTEC® MYCO/F lytic (BD 
Diagnostic Systems) e o frasco MB/BacT® (bioMerieux), todos descritos com mais detalhes adiante neste capitulo. 

Qualquer que seja o sistema de hemocultura utilizado, a norma de obter rotineiramente no minimo dois 
conjuntos de cultura pode nao ter relapao custo-beneficio favoravel para pacientes suspeitos de ter 
micobacteriemia. 311 Do total de 1.047 hemoculturas para micobacterias obtidas de 273 pacientes com infecpao 
disseminada pelo CMA, Stone et a/. 311 demonstraram que apenas um dos dois frascos era positivo em apenas 4 das 
98 culturas positivas (4%). Em 85% dos casos, os dois frascos eram negativos e em 11% os dois eram positivos. 
Desse modo, e recomendado como rotina que seja obtida apenas uma hemocultura para diagnosticar 
micobacteriemia e que seja solicitada outra cultura apenas quando houver evidencia clinica conclusiva de infecpao 
disseminada. 

Outros especimes 

Em determinados pacientes com AIDS, a concentrapao de micobacterias (especialmente do CMA) pode ser 
suficientemente alta no trato intestinal inferior para que sejam isoladas em cultura. Kiehn et al? 53 descreveram em 


linhas gerais um procedimento para processar amostras de fezes para cultura de micobacterias: 

• As amostras de fezes sao recolhidas em um recipiente limpo (nao necessariamente esteril) com tampa 
firmemente encaixada, como se faz com as coproculturas rotineiras para bacterias 

• Primeiramente, prepara-se um esfregago direto com pequena quantidade do especime, que entao e corado para 
BAAR 

• Quando os esfregagos sao negativos para BAAR, a amostra nao e mais processada 

• Quando aparecem BAAR nos esfregagos, prepara-se uma suspensao de 1 g de fezes em 5 m C do caldo de 
Middlebrook 7H9 ou equivalente, que entao e submetida ao mesmo processo de digestao-descontaminagao com 
NaOH usado nas amostras de escarro (descrito adiante). 

Alguem poderia questionar o significado de detectar micobacterias nas amostras de fezes. Em um estudo de 89 
pacientes com enteropatia associada a AIDS em Lusaka, Zambia, Conlon el al. 56 demonstraram que a diarreia 
cronica nao estava relacionada com a presenga de micobacterias nos especimes fecais. Por outro lado, Chin et al. 46 
mostraram que o isolamento do CMA das amostras de fezes previa o desenvolvimento de doenga disseminada. 

As amostras normalmente estereis enviadas para cultura de micobacterias (p. ex., liquido cefalorraquidiano, 
liquido sinovial e outros liquidos corporais) nao precisam ser descontaminadas antes da cultura. O processamento 
pode comegar com centrifugagao (conforme esta descrito adiante) e aliquotas do sedimento sao transferidas para os 
meios de cultura apropriados. As amostras de pouco volume podem ser acrescentadas diretamente ao caldo e 
incubadas. 

Amostras de urina de jato medio (no minimo, 40 mt), colhidas por tecnica limpa na primeira micgao da manha, 
devem ser obtidas e colocadas em um recipiente esteril por 3 dias consecutivos. As amostras acumuladas de 24 
horas nao sao aceitaveis. Embora esses especimes possam ser processados em alguns casos sem descontaminagao, a 
necessidade de descontaminagao deve ser baseada na experiencia de cada laboratorio. Quando houver duvida quanto 
a necessidade de descontaminar, a amostra pode ser conservada sob refrigeragao ate que os resultados das culturas 
bacterianas rotineiras estejam disponiveis no dia seguinte. 

Os tecidos e os materiais obtidos por biopsia de tecidos devem ser colocados em um volume pequeno de caldo 
7H9 ou 7H11 como meio de conservagao. Dependendo do tamanho e do tipo de material obtido, a amostra deve ser 
triturada em pequeno volume de caldo com um almofariz e pilao, separando-se aliquotas desta suspensao para 
transferencia aos meios de cultura apropriados. 

Praticamente nao ha indicagao para colher material para cultura de micobacterias com um swab, porque a 
composigao hidrofobica da parede celular lipidica destes microrganismos impede a transferencia das micobacterias 
do swab para o meio de cultura aquoso. O ideal e descartar esses especimes para cultura de micobacterias. Contudo, 
quando o laboratorio recebe um swab e nao e possivel obter outro material para cultura, a ponta do swab deve ser 
colocada diretamente na superficie do meio de cultura ou dentro de um tubo contendo cerca de 5 ml de caldo 7H9 e 
incubada por 6 a 8 semanas. 

Tecnicas laboratoriais para isolar e identificar micobacterias 

A tecnica laboratorial convencional para diagnosticar infecgoes causadas por micobacterias consiste na 
caracterizagao fenotipica das colonias cultivadas em meio solido, seguida de uma bateria de testes bioquimicos. 
Entretanto, esse processo e muito demorado e frequentemente nao permite a identificagao precisa. Hoje em dia, 
recomenda-se uma combinagao de testes fenotipicos e ensaios moleculares para a identificagao rapida das 
micobacterias, especialmente para identificar CMTB. 

Os esfregagos devem ser preparados a partir do material enviado e devem ser corados com um corante 
fluorescente (apenas auramina O, ou este corante combinado com rodamina B). Alguns laboratories preferem 
confirmar os resultados positivos com um corante a base de carbolfucsina (Ziehl-Neelsen ou Kinyoun), mas isso nao 
e necessario. Contudo, algumas micobacterias de crescimento rapido podem nao ser coradas com um corante de 
fluorocromo; por esta razao, quando houver suspeita de infeegao por uma destas micobacterias, deve-se considerar a 
coloragao dos esfregagos do especime com um corante a base de carbolfucsina. 

O escarro e os outros especimes contaminados sao tratados inicialmente com /V-acetil-L-cisteina e hidroxido de 
sodio (NALC-NaOH) por um procedimento de digestao-descontaminagao para concentrar quaisquer micobacterias 
que possam estar presentes. Hoje em dia, recomenda-se que todas as amostras de escarro e outros especimes 


digeridos sejam inoculados em caldos de cultura, alem de um meio solido (meio de Lowenstein-Jensen [LJ] ou agar 
Middlebrook). Quando se detecta crescimento de micobacterias, deve-se realizar um teste molecular para identificar 
CMTB logo que a concentragao de microrganismos ultrapassar o limiar de sensibilidade do ensaio. 

Preparagao do especime 

A concentragao alta de lipldios da parede celular da maioria das micobacterias toma estes microrganismos mais 
resistentes a destruigao por solugoes acidas e alcalinas que as outras bacterias possivelmente presentes no especime. 
Por essa razao, as amostras que provavelmente contem microbiota bacteriana mista sao tratadas com um agente 
descontaminante para reduzir a proliferagao bacteriana excessiva e liquefazer o muco. Depois do tratamento com 
um agente descontaminante por um intervalo cuidadosamente controlado, o acido ou alcali usado e neutralizado e a 
mistura e centrifugada em alta velocidade para concentrar as micobacterias. 

Digestao e descontaminagao 

Algumas solugoes descontaminantes, inclusive hidroxido de sodio a 6%, sao tao fortes que podem destruir ou 
danificar seriamente as micobacterias, a ponto de crescerem apenas muito lentamente, ou nao mostrarem qualquer 
crescimento. A redugao da concentragao da solugao descontaminante acida ou alcalina facilita o isolamento das 
micobacterias em cultura, mas geralmente ao custo de permitir crescimento excessivo dos contaminantes na cultura. 
A exposigao dos especimes ao NaOH concentrado ao acido oxalico a 5% ou a outros agentes descontaminantes deve 
ser cuidadosamente cronometrada para evitar danos quimicos exagerados as celulas micobacterianas. 

O uso de agentes descontaminante suaves - como fosfato trissodico (FTS) isoladamente ou combinado com 
cloreto de benzalconio (Zephiran®; Winthrop Laboratories, Nova York, NY) - e comum em alguns laboratorios. Os 
especimes que contem grande quantidade de M. tuberculosis podem resistir a agao desses agentes por periodos 
longos (p. ex., durante a noite) e nao e necessario controlar cuidadosamente o tempo de exposigao. Os especimes 
tratados com TSP-Zephiran® devem ser inoculados em um meio de cultura a base de ovo para neutralizar a agao 
inibitoria do Zephiran® no crescimento micobacteriano. Quando se utilizam meios a base de agar, a neutralizagao 
do Zephiran® pode ser conseguida com o acrescimo de lecitina. O Boxe 19.1 descreve o procedimento padronizado 
de digestao-descontaminagao desenvolvido por Kubica et al . 1 72 

Em geral, o HC1 ou NaOH concentrado e usado para neutralizar os agentes descontaminantes. Em razao da 
potencia dessas solugoes, algumas vezes e diflcil alcangar um patamar final neutro. Uma vantagem do metodo que 
usa NALC e que o acrescimo de um volume expressivo da solugao-tampao de fosfato torna menos provavel a 
ocorrencia de variagoes acentuadas do pH. O acrescimo da solugao-tampao serve para “lavar” o especime, diluir 
substancias toxicas e reduzir a densidade do especime, de forma que a centrifugagao seja mais eficaz para 
sedimentar os microrganismos. 

A Tabela 19.1 descreve outros agentes usados para descontaminar e concentrar os especimes, alem de 
comentarios sobre seu uso. 292,304 Cada microbiologista deve escolher os agentes usados em seu laboratorio com base 
na quantidade e nos tipos de amostras recebidas e no tempo e na equipe tecnica disponivel para processar os 
especimes. Como esta demonstrado na Tabela 19.1, o ditiotreitol tambem e um agente mucolitico eficaz quando e 
usado com NaOH a 2%. O cloreto de cetilapiridio tambem foi recomendado para descontaminar especimes, 
principalmente os que sao enviados por correio para regioes distantes do local da coleta. 304 O Quadro 19.1 online 
descreve o procedimento de digestao-descontaminagao com mais detalhes. 

Ratnam et al. descreveram um procedimento simplificado com acetilcisteina-alcali, que combina as etapas de 
descontaminagao e concentragao com a inoculagao do especime nos meios de cultura seletivos (contendo 
antibioticos; descrito mais adiante neste capitulo). 262 Os especimes sao misturados com a solugao de NALC-NaOH 
em um agitador de vortice e, sem qualquer demora ou acrescimo de solugao-tampao ou agua aos especimes 
digeridos, a mistura e centrifugada a 3.000 g por 15 minutos. O sobrenadante e decantado e o sedimento e suspenso 
em 1 a 2 ml do tampao fosfato (0,067 M, pH de 5,3). Se for necessario ou exequivel, a concentragao de NaOH da 
solugao pode ser reduzida dos 2% habituais para 1,5%. Esse metodo elimina duas etapas: o tempo de 
descontaminagao por 15 a 20 minutos depois da digestao das amostras e o acrescimo do tampao fosfato ou agua. 
Alem disso, o procedimento elimina a possibilidade de que os especimes vazem pela tampa ou escorram na 
superficie externa do tubo, quando se acrescenta diluente depois da mistura em vortice e, deste modo, diminui as 
chances de contaminagao cruzada. De acordo com esses autores, 262 a atividade destrutiva mais acentuada das 


micobacterias ocorre nos primeiros minutos de exposigao ao llquido digestor alcalino e, dependendo da especie, 
cerca de 10 4 micobacterias podem ser destruidas. A eliminagao da etapa de digestao inicial nao causou quaisquer 
efeitos negativos no isolamento das micobacterias. Na verdade, em alguns casos, o acrescimo do tampao fosfato ou 
de agua realmente dificultou o isolamento em razao da dissolugao mais acentuada da materia particulada nos 
especimes. A tolerancia ao alcali nao foi um achado consistente entre as especies e cepas micobacterianas testadas, 
ou seja, as micobacterias de crescimento rapido eram mais sensiveis a um pH alto. Com a redugao ou a eliminagao 
do tempo de tratamento padronizado de 15 a 20 minutos, ou com a diminuigao da concentragao de NaOH na 
solugao digestiva (dos 2% habituais para 1,5% ou 1%), os efeitos adversos podem ser facilmente contomados. 


Boxe 19.1 


Procedimento-padrao de digestao-descontaminagao desenvolvido por Kubica etal. nos CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention) 172 

1. Prepare a solugao digestiva de acetilcistefna-alcali da seguinte forma: misture 50 m£ de citrato trissodico a 2,94% a 3 H 2 0 (0,1 M) com 50 m£ de 
NaOH a 4%. A essa solugao, acrescente 0,5 g de /V-acetil-l-cistefna (NALC) em po, pouco antes do uso. 0 NaOH (que se torna uma solugao a 2% 
depois da mistura em partes iguais com o especime) atua como agente descontaminante. Em alguns casos, a concentragao do NaOH precisa ser 
aumentada para 3% (solugao original a 6%) nos dimas guentes ou antes de tratar especimes de pacientes com cavidades pulmonares volumosas 
associadas a contaminagao bacteriana persistente. A NALC e um agente mucolftico sem atividade bactericida, que liquefaz o muco rompendo as 
pontes dissulfidricas. As micobacterias sao liberadas quando o muco e liquefeito, tornando mais facil concentra-las por centrifugagao em alta 
velocidade. 

2. Use tubos plasticos de centrffuga de 50 m£ com tampas firmemente adaptadas para processar todos os especimes. Acrescente a mistura de 
NALC-digestor em um volume igual ao do especime. Nos casos tfpicos, o volume do especime usado varia de 10 a 15 m£. Aperte a tampa de 
rosea. 

3. Homogeneize a mistura com um agitador de vortice por 15 a 20 segundos, ou ate que esteja bem misturada; deixe "descansar" a temperatura 
ambiente por 15 a 20 minutos, girando os tubos periodicamente. E importante atentar cuidadosamente para que o tempo dessa digestao nao 
passe de 20 minutos, porque os especimes "tratados excessivamente" diminuem o numero de culturas positivas. 

4. Depois da etapa de digestao—descontaminagao, acrescente o tampao fosfato com pH de 6,8 (preferfvel em agua esteril) ate a borda superior do 
tubo. Misture bem. 0 tampao fosfato torna as variagoes acentuadas de pH menos provaveis e tambem serve para "lavar" o especime, diluir e 
neutralizar substancias toxicas e reduzir a densidade do especime, de forma que a centrifugagao seja mais eficaz para sedimentar os 
microrganismos. 

5. Concentre o especime por centrifugagao entre 2.000 e 3.000 g por 15 a 20 min. Uma centrifuga refrigerada pode ser usada em velocidades mais 
altas para aumentar a positividade das micobacterias. 

6. Depois da centrifugagao, decante cuidadosamente todo o sobrenadante dentro de um recipiente a prova de borrifos contendo um desinfetante 
fenolico. Limpe a borda do tubo com um chumago de algodao embebido em fenol a 5%. Acrescente pequena quantidade (1 a 2 m£) da solugao- 
tampao de fosfato com pH de 6,8 e ressuspenda o sedimento com uma pipeta de Pasteur. 

7. Prepare esfregagos para coloragao em laminas de microscopio limpas, de preference com um corante de fluorocromo. Use um bastao aplicador 
esteril ou uma alga bacteriologica flambada com diametro de 3 mm e esfregue uma parte do sedimento sobre uma area de 1 x 2 cm. Se a 
quantidade de sedimento for muito pequena, postergue a preparagao dos esfregagos ate a proxima etapa (/. e., acrescimo de albumina). 
Acrescente 1 m£ de albumina bovina esteril a 0,2%. 

8. Inocule o concentrado nos meios de cultura solidos e llquidos apropriados. 


Tabela 19.1 Agentes usados comumente para descontaminagao e concentragao dos especimes. 


Agente 

Comentarios 

W-acetil-l-cistei'na com NaOH a 2% 

Solugao descontaminante suave com o agente mucolftico NALC para liberar as 

micobacterias retidas no muco. A exposigao ao NaOH deve ser limitada a 15 min. 

Ditiotreitol com NaOH a 2%° 

Agente mucolftico muito eficaz quando usado com NaOH a 2%. 0 nome comercial do 
ditiotreitol e Sputolysin*. 0 reagente e mais caro que a NALC. A exposigao ao NaOH 

deve ser limitada a 15 min. 




Fosfato trissodico a 13% com doreto de benzalconio 


(Zephiran') 


NaOH a 4% 


Fosfato trissodico a 13% 


Acido oxalico a 5% 


Cloreto de cetilapiridio a 1% com NaCI a 2% b 


a Ver referencia 292. 
6 Ver referencia 304. 


Preferido pelos laboratories que nao conseguem controlar cuidadosamente o tempo de 
exposigao a soluqio descontaminante. Os especimes tratados com FTS-Zephiran 
devem ser inoculados em urn meio de cultura a base de ovo para neutralizar a 
inibiqio do crescimento pelo Zephiran . Quando sao utilizados meios a base de agar, a 
neutralizaqio do Zephiran deve ser realizada com acrescimo de lecitina. 

Soluqio tradicional de descontaminaqio e concentraqio. 0 tempo de exposigao deve ser 
cuidadosamente controlado, de forma a nao passar de 15 min. 0 NaOFI a 4% tern 
aqio mucolitica e facilita a concentraqio por centrifugagao. 

Pode ser usado para descontaminar especimes quando o tempo de exposigao pode ser 
rigorosamente controlado. Nao e tao eficaz quanto a mistura de FTS-Zephiran”. 

Mais util para processar especimes que content Pseudomonas aeruginosa como 
contaminante. 

Eficaz como solugao descontaminante para amostras de escarro enviadas das dinicas 
ambulatoriais pelos correios. Os bacilos da tuberculose sobrevivem 8 dias em transito, 
sem perda significativa. 


Em razao do surgimento das cepas multidrogarresistentes de M. tuberculosis, os testes laboratoriais rapidos para 
definir os perfis de sensibilidade sao uteis. Alguns dos testes novos para identificar os perfis de resistencia 
antimicrobiana estao baseados nos metodos de amplificagao de acidos nucleicos. Por isso, pode ser necessario 
armazenar os especimes ou os concentrados digeridos para realizar testes de bancada subsequentes, ou para enviar 
as amostras a um laboratorio de referencia distante. Em alguns casos, pode ser recomendavel inativar a 
contagiosidade desses especimes nos estagios iniciais de processamento, de forma a reduzir o risco biologico dos 
profissionais do laboratorio. Williams et al. ' demonstraram que a fixagao com etanol dos sedimentos de escarro 
contendo M. tuberculosis ajudou a tomar as bacterias inviaveis, ao mesmo tempo que preservava a integridade do 
DNA genomico em condigoes apropriadas aos testes com tecnicas de reagao da cadeia de polimerase (PCR; do 
ingles, polymerase chain reaction). Nesse estudo, as amostras de 0,25 m 1 de sedimento do escarro foram diluidas 
com 0,583 ml de etanol a 100% para levar a concentragao final de etanol a 70%. Os autores recomendaram a 
conservagao das amostras tratadas por etanol a 4°C, quando o teste de PCR nao e realizado imediatamente. Zwadyk 
et al. m revisaram varios metodos para tomar os especimes seguros para a realizagao de testes adicionais e 
introduziram a tecnica de aquecimento das amostras a 100°C por 30 minutos em agua fervente ou forno de ar 
forgado, que destroi e desintegra as micobacterias e libera fragmentos de DNA curtos apropriados a amplificagao. 


Centrifugagao 

Rickman e Moyer chamaram a atengao para a importancia de controlar cuidadosamente a forga centrifuga durante o 
processo de isolamento das micobacterias dos especimes clinicos, principalmente na correlagao dos esfregagos 
positivos para BAAR com as culturas positivas para micobacterias. 266 O foco desse estudo foi entender as 
caracteristicas fisicas singulares conferidas as micobacterias pelo teor lipidico alto da parede celular (ate 30% do 
peso seco). Os lipidios produzem o efeito de tomar a densidade dos microrganismos muito baixa. Quando as 
micobacterias sao sedimentadas ao maximo durante a centrifugagao do especime, a densidade do liquido de 
suspensao deve ser mantida no nivel mais baixo possivel e a forga centrifuga aplicada ao especime deve ser a mais 
alta exequivel. A sensibilidade de isolamento das micobacterias por cultura foi maior a medida que a forga 
centrifuga relativa (FCR) era aumentada de 1.260 para 3.000 g (Tabela 19.2). 266,381 Quando a FCR foi aumentada 
para 3.800 g, houve aumento de duas vezes (40% para 82%) na correlagao entre os esfregagos positivos e as culturas 
positivas, ou aumento acima de tres vezes quando a FCR era de apenas 1.260 g. 

A avaliagao subsequente do indice de isolamento das micobacterias das amostras de escarro semeadas com 
concentragao conhecida de microrganismos depois da centrifugagao confirmou que ele aumentava com o tempo e a 



velocidade de centrifugagao. 261 Entretanto, os indices de isolamento dessas amostras experimentais nao foram 
significativamente menores quando se utilizou a FCR de 2.074 g por 20 minutos (de 67% para 71%), em 
comparagao com os indices de recuperagao com FCR de 3.005 g e 3.895 g por 15 minutos (de 76% para 80%). A 
sensibilidade dos esfregagos acidorresistentes de 25.000 especimes processados com FCR de 3.800 g por 20 
minutos foi de 71%. Contudo, a sensibilidade ainda era de 69% com base em outros 30.000 especimes processados 
de forma semelhante, mas com FCR de 2.000 g. Os autores concluiram que os indices reais de isolamento de 
micobacterias viaveis dos especimes clinicos depende do metodo de tratamento e das diferengas de tolerancia ao 
alcali de cada cepa e especie de micobacteria. Desse modo, embora a centrifugagao a FCR de 3.000 g por 15 
minutos possa ser ideal para o isolamento de micobacterias dos especimes clinicos, as chances de isolamento nao 
sao significativamente reduzidas nos laboratorios que dispoem de centrifugas de menor custo, que alcangam no 
maximo 2.074 g apenas, contanto que o tempo seja aumentado para 20 minutos. Com as forgas de centrifugagao 
produzidas com FCR de 3.000 g ou mais, os tubos de centrifuga de vidro ou plastico podem colapsar e precisam ser 
colocados em recipientes lacrados. Alem disso, as velocidades altas geram calor consideravel e as centrifugas 
refrigeradas podem ser necessarias quando a velocidade de 3.000 g e ultrapassada. 

As centrifugas usadas no processamento dos especimes que possam conter micobacterias devem estar equipadas 
com recipientes de centrifuga de 50 ou 250 mC com tampas a prova de dispersao de aerossois, que possam ser 
adaptados para conter tubos de centrifuga de 50 mb. Essas centrifugas nao devem ter sistemas de ventilagao para o 
meio extemo, em razao do perigo de fluxo de ar reverso atraves do respiradouro durante vendavais. Devem ser 
adotadas precaugoes para evitar ruptura espontanea das membranas de tensao superficial liquida durante a 
inoculagao das culturas em caldo ou das amostras liquidas. Quando essa membrana formada, por exemplo, dentro de 
uma alga de inoculagao rompe-se, goticulas podem ser produzidas e, em consequencia, aerossois podem ser 
produzidos e suspensos no ar por periodos longos. Essas transferencias devem ser realizadas em uma camara de 
seguranga biologica. 

Tabela 19.2 Efeito do aumento da forga centrifuga nos resultados dos esfregagos e nas culturas para 
micobacterias. 


Forga centrifuga relativa (g) 



1.260 

3.000 

3.800 

Esfregagos positivos 

1,8% 

4,5% 

9,6% 

Culturas positivas 

7,1% 

11,2% 

11,6% 

Correlagao entre esfrega gos/cu 1 tu ra s positivos 

25% 

40% 

82% 


Adaptada com base na referenda 266. 

Especimes de medula ossea, tecidos e liquidos corporais 

Em geral, as biopsias de medula ossea e de outros tecidos nao sao contaminadas por outros microrganismos, de 
forma que podem ser homogeneizadas e inoculadas diretamente nos meios de cultura sem usar uma solugao 
descontaminante. Os materiais de trajetos fistulares ou outras lesoes cutaneas que supostamente contem 
micobacterias sao cultivados preferencialmente retirando-se um volume pequeno de tecido ou liquido de drenagem. 
As biopsias por agulha fma tambem sao realizadas com frequencia crescente para retirar material para cultura de 
tecidos de varias lesoes subcutaneas e viscerais profundas. Em um estudo com 390 pacientes, nos quais amostras de 
biopsia por agulha foram obtidas para diagnosticar casos suspeitos de linfadenite tuberculosa, o indice global de 
positividade dos esfregagos foi de 23,6% e a positividade das culturas foi de 35%. 25 As lesoes caseosas tinham mais 
chances de produzir culturas positivas (40%) do que as nao caseosas (9%). 

Os especimes liquidos (p. ex., liquido cefalorraquidiano [LCR], derrame pleural, liquido peritoneal etc.) devem 
ser centrifugados, corados para BAAR e inoculados diretamente nos meios de cultura solidos e caldo. As amostras 
de liquido pleural podem ser diluidas com tampao para reduzir a densidade e, deste modo, facilitar a sedimentagao 
das micobacterias. 




Coloracao de BAAR 

Em razao de seu teor lipidico alto, as paredes celulares da micobacterias tem a capacidade singular de ligar-se ao 
corante de fiicsina, de forma que ele nao e removido (descoloragao) pelo acido-alcool. Essa reagao a coloragao 
acida rapida das micobacterias, combinada com suas dimensoes e formas caracterfsticas, e um recurso valioso para 
o diagnostico imediato de infecgoes e para o monitoramento do tratamento das micobacterioses. A presenga de 
BAAR no escarro, somada a historia de tosse cronica e emagrecimento com anormalidades radiograficas 
compativeis (p. ex., inflltrado no lobo superior com ou sem formagao de cavidade), deve ser considerada TB, ate 
que se prove o contrario. 

Algumas estimativas sugeriram que, quando se utilizam tecnicas de concentragao padronizadas, sejam 
necessarios cerca de 10.000 BAAR por mililitro de escarro para que sejam detectados pela microscopia rotineira. Os 
pacientes com doenga extensiva disseminam grandes quantidades de micobacterias e ha correlagao direta entre um 
esfregago BAAR-positivo e uma cultura positiva para micobacterias. Alguns pacientes tem doenga minima ou 
menos disseminada e, neste grupo, a correlagao entre os esffegagos positivos e as culturas positivas pode ser de 
apenas 25 a 40%. 

Os esfregagos corados para BAAR tambem sao uteis para avaliar a resposta ao tratamento. Depois de iniciar o 
tratamento com farmacos antimicobacterianos, as culturas podem negativar antes dos esfregagos, sugerindo que os 
microrganismos nao sejam viaveis, mas ainda possam ligar-se ao corante. Com a continuagao do tratamento, mais 
micobacterias sao destruidas e menos sao disseminadas, de forma que a contagem da quantidade de microrganismos 
no escarro durante o tratamento pode fomecer um parametro objetivo inicial para avaliar a resposta. Quando o 
numero de microrganismos nao diminui depois de iniciar o tratamento, deve-se considerar a possibilidade de 
resistencia aos farmacos e devem ser obtidos outros especimes para cultura e testes de sensibilidade. 

Existem dois tipos de corantes alcool-acidos utilizados comumente (Tabela 19.3): 

• Corante de fluorocromo: auramina O, com ou sem outro fluorocromo (rodamina) 

• Corantes de carbolfucsina: uma mistura de fiicsina com fenol (acido carbolico) 

° Ziehl-Neelsen (corante “quente”) 

° Kinyoun (corante “frio”)- 

Os corantes carbolfucsina e auramina O utilizados nessas tecnicas fiincionam ligando-se aos acidos micolicos da 
parede celular das micobacterias. Os esfregagos corados pela tecnica da carbolfucsina devem ser examinados com 
uma objetiva de imersao em oleo. Isso limita a area total de uma lamina, que pode ser examinada em determinada 
unidade de tempo. Ao contrario das coloragoes com carbolfucsina, os esfregagos corados pela tecnica da auramina 
O podem ser examinados com uma objetiva de 25 x e isto amplia o campo de visao e reduz o tempo necessario para 
vasculhar determinada area da lamina. Os esffegagos corados com fluorocromo requerem uma fonte luminosa 
intensa, seja uma lampada de vapor de mercurio de 1.200 W, ou uma luz azul forte com filtro de isotiocianato de 
fluoresceina (FITC). 

As bacterias coradas pelo fluorocromo tem coloragao amarelo-brilhante ou vermelho-alaranjado contra um 
fiindo escuro e isto permite que a lamina seja examinada sob aumento menor, sem perder sensibilidade. O contraste 
nitido entre as micobacterias de cores vivas e o fiindo escuro oferece uma vantagem inequivoca durante o exame da 
lamina (Prancha 19.1 A). Entre as modificagoes do corante de fluorocromo (auramina O) esta o acrescimo da 
rodamina, que confere um aspecto dourado as celulas, ou o uso de laranja de acridina como contracorante, 
resultando em um fiindo vermelho a alaranjado. Reagoes falso-positivas podem ser atribuidas a fluorescencia dos 
tecidos inespecificos ou dos restos celulares, que podem ser confiindidos com bacilos ao exame com uma objetiva 
de 25*. A objetiva de 40x deve ser usada para confirmar quaisquer formas suspeitas. As celulas micobacterianas 
mortas tambem se coram com rodamina e auramina, resultando nos casos de esfregago positivo com cultura 
negativa. Tambem e importante lembrar dessa possibilidade quando se utilizam esfregagos preparados com corantes 
alcool-acidos para avaliar a eficacia do tratamento - a presenga de BAAR nos esffegagos corados com 
fluorocromos nao significa necessariamente falencia terapeutica. Os esfregagos corados com fluorocromo podem ser 
corados depois com carbolfucsina, mas o contrario nao e possivel. 

Com o uso da carbolfucsina, os BAAR coram-se em vermelho-brilhante contra um fiindo azulado ou 
esverdeado, dependendo do contracorante utilizado (Prancha 19.1 B). Teoricamente, embora as tecnicas de Ziehl- 
Neelsen e Kinyoun sejam iguais, a experiencia de alguns microbiologistas tem sido que a primeira e mais sensivel 


para detectar microrganismos que se coram suavemente, em especial algumas micobacterias de crescimento rapido. 
A propriedade de alcool-acidorresistencia e atribuida a capsula cerosa espessa que circunda as micobacterias. Para 
que a carbolfucsina aquosa penetre na cera, a capsula precisa ser “amolecida”. Isso e conseguido com calor na 
tecnica de Ziehl-Neelsen, algo muito semelhante a derreter uma pelicula de parafma sob os raios aquecidos do sol. 
O corante que penetra na parede celular amolecida pelo calor liga-se aos acidos micolicos; em seguida, quando as 
celulas micobacterianas esfriam depois da remogao do calor, a cera endurece novamente e protege o corante ligado 
da aqao do descorante acido-alcool (“acido rapido”). Com a tecnica “fria” de Kinyoun, um agente ativo na 
superficie celular e usado para aumentar a permeabilidade do corante atraves da capsula cerosa; contudo, a 
reconstituigao desta pelicula pode ser parcial, permitindo que a maior parte ou todo o corante ligado seja extraido 
pelo descorante acido-alcool. Evidentemente, as celulas micobacterianas que tern uma capsula cerosa fina sao mais 
sensiveis a descoloragao, como pode ser o caso de algumas cepas de crescimento rapido. O Quadro 19.2 online 
descreve a tecnica de coloragao a base de carbolfucsina. 


Tabela 19.3 Tecnica da coloragao acida rapida. 


Procedimento de Ziehl-Neelsen 

Procedimento a frio de Kinyoun 

Procedimento de fluorocromo auramina 

Carbolfucsina: dissolver 3 g defucsina basica 

Carbolfucsina: dissolver 4 g de fucsina basica em 

Auramina fenolica: dissolver 0,1 g de 

em 10 m£ de etanol a 90 a 95%. 

20 m£ de etanol a 90 a 95% e, em seguida, 

auramina 0 em 10 m£ de etanol a 90 a 95% 

Acrescentar 90 m£ de solugao aquosa de 

acrescentar 100 m£ da solugao aquosa de 

e, em seguida, acrescentar uma solugao de 

fenol a 5%. 

fenol a 9% (9 g de fenol em 100 m£ de agua 

3 g de fenol em 87 m£ de agua destilada. 


destilada). 

Conservar o corante em um frasco ambar. 

Acido-alcool: acrescentar lentamente 3 m£ de 

Acido-alcool: acrescentar lentamente 3 m£ de 

Acido-alcool: acrescentar 0,5 m£ de HCI 

HCI concentrado em 97 m£ de etanol a 90 a 

HCI concentrado em 97 m£ de etanol a 90 a 

concentrado em 100 m£ de etanol a 79%. 

95% nesta sequencia. A soluqao pode ficar 

95% nesta sequencia. A solugao pode ficar 


quente! 

quente! 


Contracorante de azul de metileno: 

Contracorante de azul de metileno: dissolver 

Permanganato de potassio: dissolver 0,5 g 

dissolver 0,3 g de doreto de azul de 

0,3 g de doreto de azul de metileno em 100 

de permanganato de potassio em 100 m£ 

metileno em 100 m£ de agua destilada. 

m£de agua destilada. 

de agua destilada. 

Procedimento 

Procedimento 

Procedimento 

Cobrir um esfregaq) seco fixado por calor com 

Cobrir um esfregaq) seco fixado por calor com um 

Cobrir um esfregaq) seco fixado por calor com 

um retangulo diminuto (2x3 cm) de 

retangulo diminuto (2x3 cm) de papel- 

carbol-auramina e aguardar a Colorado por 

papel-filtro. 

filtro. 

15 min. Nao aquecer ou cobrir com papel- 

Pingar 5 a 7 gotas do corante de carbolfucsina 

Pingar 5 a 7 gotas do corante de carbolfucsina 

filtro. 

sobre o papel-filtro completamente 

sobre o papel-filtro completamente 

Enxaguar com agua e deixar escorrer. 

umedecido. 

umedecido. Deixar "descansar" por 5 min. 

Descorar com acido-alcool (2 min). 

Aquecer a lamina coberta pelo corante ate 

borbulhar, mas nao deixar que seque. 

0 aquecimento pode ser realizado com um 

queimador a gas ou sobre um suporte 

Acrescentar mais corante, se o papel secar. Nao 

lavar! 

Remover o papel com pinga, levar a lamina com 

agua e deixar escorrer. 

Enxaguar com agua e deixar escorrer. 

Inundar o esfregaq) com permanganato de 

potassio por no mi'nimo 2 e no maximo 4 

min. 

eletrico de Colorado eletrica. 

Retirar o papel com plnga, lavar a lamina com 

agua e escorrer. 

Descorar com acido-alcool, ate que nao apare^a 

mais corante na agua de lavagem (2 min). 

Realizar contracoloragio com azul de metileno (1 

a 2 min). 

Enxaguar com agua de torneira. Deixar escorrer. 

Examinar com objetiva de 25 x usando uma 

lampada de vapor de mercurio e filtro BG- 

12, ou uma luz azul forte. 



Descorar com acido—alcool, ate que nao apareg 
mais corante na agua de lavagem (2 min). 

Realizar contracoloraqio com azul de metileno 
(la 2 min). 

Enxaguar, deixar escorrer e secar ao ar (1 a 2 
min). 

Examinar com objetiva de imersao em oleo de 
lOOx. 

As micobacterias sao coradas em vermelho, 
enquanto o fundo e azul-daro. 

Um inconveniente possivel das coloragoes com fluorocromo e sua sensibilidade menor para detectar 
micobacterias de crescimento rapido. Uribe-Botero et a/., 330 que utilizaram a coloragao com auramina-rodamina de 
Truant em aspirados de medula ossea e biopsias processados rotineiramente, relataram sucesso consideravel na 
detecgao das micobacterias com esta tecnica. Nesse estudo, os autores estudaram 51 especimes de medula ossea 
obtidos de 47 pacientes HIV-positivos e detectaram micobacterias em 72% dos casos. Quando a coloragao 
fluorescente era positiva, o valor preditivo positivo da cultura de micobacterias era de 87%. McCarter e Robinson 
examinaram 782 amostras de escarro primarias examinadas aleatoriamente pela tecnica de auramina-rodamina, 
tanto a temperatura ambiente quanto a 37°C, e observaram que as preparagoes coradas a temperatura ambiente 
detectaram apenas 87,5% dos esfregagos positivos; 43,3% dos esfregagos tinham mais BAAR nos esfregagos 
corados a 37°C, mas apenas 13,3% dos esfregagos corados a temperatura ambiente tinham mais BAAR. 1 ''’ Os 
autores concluiram que a coloragao a 37°C com essa tecnica facilita a detecgao dos BAAR. No que se refere aos 
esfregagos preparados por citocentrifugagao versus tecnica convencional de concentragao com NALC-NaOH, 
Woods et a/. 369 nao detectaram aumento da detecgao de BAAR em 844 amostras de escarro citocentrifugado e 
corado com auramina O, em comparagao com o metodo de concentragao tradicional com NALC-NaOH. 

O corante de fluorocromo tern a vantagem de ser mais sensivel, em comparagao com a tecnica da carbolfucsina, 
tendo em vista que uma area significativamente maior pode ser examinada por unidade de tempo com esta primeira 
abordagem. Alguns profissionais usam a tecnica do fluorocromo com fmalidades de pesquisa e, em seguida, 
confirmam seus resultados reexaminando a preparagao depois da descoloragao e coloragao repetida pelo metodo da 
carbolfucsina; contudo, conforme dissemos antes, isto nao e necessario. A introdugao dos iluminadores de luz azul 
com custo relativamente baixo tomou a microscopia de fluorescencia disponivel aos laboratories clinicos, nos quais 
a detecgao e o isolamento de micobacterias sao oferecidos como um de seus servigos. 250 Nos laboratories que nao 
podem adquirir iluminadores de alto custo, o uso do adaptador ultravioleta (UV) ParaLens® (Becton Dickinson, 
Sparks, MD) - um epiluminador portatil e leve de baixo custo - oferece uma possibilidade altemativa. Patterson et 
air' 1 detectaram sensibilidade e especificidade comparaveis na detecgao de BAAR fluorescentes utilizando o 
adaptador UV ParaLens®, em comparagao com os esfregagos corados pelo metodo de Kinyoun. 

As recomendagoes da American Lung Association quanto a descrigao das micobacterias observadas nos 
esfregagos corados pelas tecnicas acidas rapidas (Tabela 19.4) sao seguidas por muitos laboratories para assegurar 
consistencia entre os tecnologos de cada laboratorio e uniformidade dos resultados entre dois ou mais laboratories. 
Os Quadros 19.2 e 19.3 online apresentam um resumo das tecnicas a base de carbolfucsina e fluorocromo para corar 
micobacterias. 

Cultura de especimes para micobacterias em meios solidos 

O isolamento das micobacterias dos meios de cultura a base de agar nao foi satisfatorio, quando foram realizadas as 
primeiras tentativas no seculo XIX. Por meio de experimentagoes, descobriu-se que um meio de cultura contendo 
ovos (clara e gema), farinha de batata, glicerol e sais solidificados por aquecimento a 85° a 90°C por 30 a 45 
minutos era propicio ao isolamento de M. tuberculosis. O processo de solidificagao do meio contendo proteinas por 
agao do calor e conhecido como inspissagao (“coagulagao”). Um meio de cultura “coagulado” esta mais sujeito a 


Enxaguar, deixar escorrer e secar ao ar (1 a 2 min). As micobacterias sao coradas em amarelo- 

r . . „ alaranjado contra um fundo escuro. 

Examinar com objetiva de imersao em oleo de 

lOOx. 

As micobacterias sao coradas em vermelho, 
enquanto o fundo e azul-daro. 


liquefagao em razao dos efeitos das enzimas proteollticas produzidas pelas bacterias contaminantes que outro meio 
solidificado por acrescimo de agar. Contudo, logo depois se descobriu que o uso de corantes de anilina (p. ex., verde 
malaquita ou violeta cristal) no meio ajudava a controlar as bacterias contaminantes. A concentragao do corante 
deve ser cuidadosamente controlada; quando a concentragao e muito alta, o crescimento das micobacterias tambem 
pode ser inibido, alem das bacterias contaminantes. Verde malaquita em diversas concentragoes e o corante 
acrescentado mais comumente aos meios de cultura nao seletivos (Tabela 19.5). 

Meios a base de ovos 

A Tabela 19.5 relaciona os meios de cultura a base de ovos para isolamento de micobacterias. O meio de LJ e usado 
comumente em muitos laboratories de diagnostico clinico; este meio tern menos agao inibitoria sobre o crescimento 
das micobacterias que o meio de Petragnani, que e usado basicamente para isolar micobacterias dos especimes 
profiisamente contaminados por bacterias. Por outro lado, o meio da American Thoracic Society (ATS), que contem 
apenas 0,02 g/100 ml de verde malaquita, tern menos agao inibitoria no crescimento das micobacterias. 


Tabela 19.4 Metodo de descrigao da quantidade de BAAR detectados nos esfregagos corados. 3 


Quantidade de BAAR encontrados 

Metodo dos CDC 

Resultado 

0 

Negativo 

- 

1 a 2/300 campos 

Numero encontrado* 

± 

1 a 9/100 campos 

Numero medio/100 campos 

1+ 

1 a 9/10 campos 

Numero medio/10 campos 

2+ 

1 a 9/campo 

Numero medio/campo 

3+ 

Mais de 9/campo 

Mais de 9/campo 

4+ 


a Exame supostamente com ampliagao de 800x a 1.000*. As ampliagoes menores que 800* devem ser referidas claramente. 
Quando um microscopista utiliza urn metodo consistente de exame dos esfregagos, as comparagoes relativas de varias 
amostras devem serfaceis para o medico, independentemente da ampliagao utilizada. Para igualaras quantidades de bacilos 
encontrados sob ampliagao menor que 800* com os numeros observados ao exame com objetiva de imersao em oleo, as 
contagens devem ser ajustadas da seguinte forma: para ampliagoes em torno de 650*, divida o numero por 2; em torno de 
450*, divida a contagem por 4; em torno de 250*, divida o numero por 10; por exemplo, se forem encontrados 8 bacilos por 
10 campos sob ampliagao de 450*, a contagem sob ampliagao de 1.000* seria equivalente a cerca de 2/10 campos (8 + 4). 
6 As contagens menores que 3/3.000 campos sob ampliagao de 800* a 1.000* nao sao consideradas positivas; outro 
especime deve ser processado (ou outro esfregago deve ser preparado com a mesma amostra), se estiver disponivel. 
Adaptada com base na American Thoracic Society. Diagnostic standards and classification of tuberculosis and other 
mycobacterial Diseases. Am Rev Respir Dis 1981;123:343-358. 1 

'N. R. T. No Brasil, a Anvisa padronizou o relatorio da descrigao da leitura de laminas de BAAR observadas com objetiva 


(100*) de imersao em oleo. 

Numero de bacilos (objetiva lOOx) Resultado 

Naoforam encontrados BAAR em 100 campos observados Negativo 

Presenga de 1 a 9 BAAR em 100 campos observados Relatar o numero 

Presenga de menos de 1 BAAR por campo em 100 campos examinados + 

Presenga de 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos examinados ++ 

Presenga de mais de 10 BAAR por campo em 20 campos examinados +++ 


Fonte: Microbiologia clinica para o controle de infeegao relacionada a assistencia a saude. Modulo 5. Tecnologias em servigos 
de saude: descrigao dos meios de cultura empregados nos exames microbiologicos. Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria. 
2013. 




Meios a base de agar 

Durante a decada de 1950, Cohen e Middlebrook desenvolveram uma serie de meios de cultura defmidos para 
laboratories de pesquisa e laboratories clinicos. Esses meios eram preparados com sais e compostos quimicos 
defmidos; alguns tinham agar, mas todos exigiam o acrescimo de albumina para que houvesse crescimento ideal das 
micobacterias. Os meios de Middlebrook que contem agar sao transparentes e geralmente permitem a detecgao 
imediata do crescimento de micobacterias, quando comparados com os outros meios. Isso e atribuido parcialmente a 
inclusao de biotina e catalase para estimular a revitalizagao dos bacilos danificados existentes nos especimes 
clinicos. A albumina tambem e acrescentada para ligar-se as quantidades toxicas de oleato e outros compostos, que 
poderiam ser liberados pela hidrolise espontanea do Tween 80. A albumina nao parece ser metabolizada pelos 
bacilos da tuberculose. 


Tabela 19.5 Meios nao seletivos para isolamento de micobacterias. 


Meio 

Componentes 

Inibidor 

Meio 

Componentes 

Inibidor 

Lowenstein-Jensen 

Ovos (dara + gema) 

coagulados, sais 

definidos, glicerol, 

farinha de batata 

Verde malaguita, 

0,0025 g/100 

m£ 

Middlebrook 7H10 

Sais definidos, vitaminas, 

cofatores, acido oleico, 

albumina, catalase, 

glicerol, dextrose 

Verde malaguita, 

0,025 g/100 m£ 

Petragnani 

Ovos (gema + dara) 

coagulados, gema de 

ovo, leite integral, 

batata, farinha de 

batata, glicerol 

Verde malaguita, 

0,052 g/100 m£ 

Middlebrook 7H11 

Sais definidos, vitaminas, 

cofatores, acido oleico, 

albumina, catalase, 

glicerol, hidrolisado de 

caseina a 0,1% 

Verde malaguita, 

0,0025 g/100 

m£ 

Meio da American 

Thoracic Society 

Gemas de ovos frescos 

coagulados, farinha de 

batata, glicerol 

Verde malaguita, 

0,02 g/100 m£ 





Os meios de cultura de Middlebrook utilizados hoje em dia sao os meios de agar 7H10 e 7H11, que sao usados 
para isolamento e testes de sensibilidade antimicrobiana. 367 O meio 7H11 difere do 7H10 apenas por conter 
hidrolisado de caseina a 0,1%, um aditivo que aumenta a velocidade e o grau de crescimento das micobacterias 
resistentes a isoniazida (INH). 54 Esses dois meios contem verde malaquita, mas em quantidade 10 vezes menor que 
a utilizada geralmente nos meios a base de ovo, explicando em parte a incidencia mais alta de contaminagao, 
quando comparados com os meios a base de ovos. 

Outra vantagem de usar o agar Middlebrook e que os micobacteriologistas experientes comumente podem 
realizar a identificagao presuntiva de M. tuberculosis e outros grupos de micobacterias dentro de 10 dias, por meio 
do exame das microcolonias iniciais formadas no agar e pela observagao de alguns aspectos morfologicos bem- 
definidos. 277 Fotografias de microscopia das microcolonias representativas estao ilustradas na Prancha 19.1 C (M 
tuberculosis) e na Prancha 19.2 A e B (complexo M. avium). 

Embora praticamente todos os meios de cultura produzam mais crescimento e colonias maiores de micobacterias 
quando sao incubados com C0 2 de 5 a 10%, os meios de Middlebrook requerem absolutamente incubagao capneica 
para que tenham desempenho adequado (Figura 19.1). A exposigao dos meios 7H10 e 7H11 a luz forte, ou seu 
armazenamento a 4°C por mais de 4 semanas, pode causar deterioragao e liberagao de formaldeido - um composto 
quimico que causa inibigao potente das micobacterias. 211 

Meios seletivos 

Os meios de cultura contendo antimicrobianos sao usados para suprimir fiingos e bacterias contaminantes e seu uso 
pode facilitar o isolamento das micobacterias. Embora alguns antimicrobianos sejam conhecidos por sua capacidade 
de reduzir a contaminagao, eles tambem podem inibir o crescimento das micobacterias. Por essa razao, os tempos de 



exposigao devem ser cuidadosamente controlados. A Tabela 19.6 descreve os nomes e os componentes de varios 
meios seletivos. 

O meio seletivo descrito por Graft consiste no meio de LJ acrescido de penicilina, acido nalidixico e RNA. 110 
Mais tarde, Petran descreveu urn meio seletivo contendo ciclo-heximida, lincomicina e acido nalidixico para 
controlar fungos e bacterias contaminantes. 238 Por meio de variagoes das concentragoes desses farmacos, o meio 
pode ser preparado usando como base o meio de LJ ou 7H10. 

O meio seletivo 7H11 e uma modificagao do meio de agar com acido oleico, descrito originalmente por 
Mitchison. 21 ’ Esse meio foi desenvolvido originalmente para ser usado com especimes de escarro, sem usar um 
agente descontaminante. O meio de Mitchison contem carbenicilina, polimixina, lactato de trimetoprima e 
anfotericina B. McClatchy sugeriu reduzir a concentragao da carbenicilina de 100 mg/ml para 50 mg/m t e usar o 
meio 7H11 em vez do agar de acido oleico. 21111 Ele chamou essa modificagao de meio 7H11 seletivo, ou S7H11. Com 
o uso do meio S7H11 em base LJ e 7H11, o isolamento das micobacterias e facilitado, principalmente quando o 
meio S7 HI 1 e usado com a tecnica de descontaminagao por NALC-NaOH a 1%. 


Temperatura de incubagao 

Diversas especies de micobacterias demonstram depender da temperatura de incubagao para seu crescimento ideal. 
As especies que tendem a causar infeegoes da pele (p. ex., micobacterias de crescimento rapido, M. marinum, M. 
ulcerans e M. haemophilum) crescem melhor na temperatura da pele (30° a 32°C). M. tuberculosis cresce mais 
abundantemente a 37°C, mas cresce pouco ou nada sob temperatura de 30° ou 42° a 45°C (temperatura corporal das 
aves). Mycobacterium xenopi, uma especie isolada comumente como causa de infeegoes humanas, cresce melhor a 
42°C e foi implicado como contaminante ambiental do sistema de agua quente de um hospital de grande porte. 109 
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■ FIGURA 19.1 Efeito do C0 2 no crescimento (diametro e contagem de colonias) de M. tuberculosis depois do isolamento 
primario do escarro. (Reproduzida de David HL. Bacteriology of the mycobacterioses. DHEW Publication No. [CDC] 76-8316, 
Atlanta, GA: Centers for Disease Control and Prevention, Mycobacteriology Branch, 1976.) 


Tabela 19.6 Meios seletivos para o isolamento de micobacterias. 


Meio 

Componentes 

Inibidor Meio 

Componentes 

Inibidor 

Modificagao de Gruft 

Ovos (gema + dara) 

Verde malaquita, Middlebrook 7H10 

Sais definidos, vitaminas. 

Verde malaquita, 

do meio de 

coagulados, sais 

0,025 g/100 m£ 

cofatores, acido oleico, 

0,0025 g/100 

Lowenstein- 

Jensen 

definidos, glicerol, 

Penicilina, 50 U/m£ 

albumina, catalase, 

glicerol, glicose 

m£ 






farinha de batata, RNA 

Acido nalidixico, 35 



Ciclo-heximida, 360 

(5 mg/100 m£) 

mg/m£ 



pg/m£ 





Lincomicina, 2 





gg/m£ 





Acido nalidixico, 20 





pg/m£ 

Lowenstein-Jensen Ovos (gema + dara) 

Verde malaquita, 

7H11 seletivo (meio 

Sais definidos, vitaminas, 

Carbenicilina, 50 

coagulados, sais 

0,025 mg/100 

de Mitchison) 

cofatores, acido oleico, 

gg/m£ 

definidos, glicerol, 

m£ 


albumina, catalase, 

Anfotericina B, 10 

farinha de batata 

Ciclo-heximida, 400 


glicerol, glicose, 

gg/m£ 


gg/m£ 


hidrolisado de caseina 

Polimixina B, 200 


Lincomicina, 2 



U/m£ 


gg/m£ 



Lactato de 


Acido nalidixico, 35 



trimetoprima, 


pg/m£ 



20pg/m£ 


O isolamento ideal das diversas especies de micobacterias depende da incubagao de ao menos uma parte do 
especime concentrado sob uma temperatura que mais provavelmente promova o crescimento destas especies. O 
ajuste da incubadora de 30° a 32°C deve ser usado com todos os especimes obtidos das lesoes da pele ou dos tecidos 
subcutaneos. Quando nao houver uma incubadora com ajuste de 30° a 32°C disponivel, os especimes poderao ser 
conservados em uma caixa fechada com temperatura monitorada, que e colocada em uma area protegida das 
correntes de ar quente ou trio. A temperatura da caixa deve ser mantida entre 24° e 25 °C e registrada diariamente. 
Uma incubadora regulada a 42°C pode ser util ao isolamento de M. xenopi, embora este microrganismo cresga a 
37°C. 

As micobacterias crescem mais em uma atmosfera com C0 2 de 3 a 11%. O uso de C0 2 e obrigatorio quando se 
utiliza o meio de Middlebrook 7H11. Entretanto, quando o problema e falta de espago na incubadora para manter as 
culturas, elas podem ser retiradas da atmosfera com C0 2 depois de 7 a 10 dias, porque os microrganismos estarao na 
fase logaritmica de crescimento e serao menos dependentes de C0 2 . Por motivos ainda parcialmente esclarecidos, as 
micobacterias nao crescem bem nas j arras de extingao a vela. A concentragao de C0 2 das incubadoras deve ser 
monitorada diariamente e devem ser mantidos registros da temperatura e do nivel de C0 2 da incubadora. 

Metodos rapidos para estabelecer o diagnostico 

Esfregacos para pesquisa de BAAR 

Um dos metodos mais praticos e prontamente disponiveis para abreviar o tempo decorrido ate o diagnostico da TB e 
aumentar a FCR aplicada aos especimes clinicos, de forma a aumentar a sedimentagao das micobacterias repletas de 
lipidios. 2 ' 1 ' 1 A correlagao mais direta entre esfregagos positivos e as culturas positivas tomou o exame de um 
esfregago corado para pesquisa de BAAR um pouco mais confiavel como indicador de infecgao micobacteriana. Em 
uma revisao dos fatores que afetam a utilidade clinica da microscopia para pesquisa de BAAR, Lipsky concluiu que, 
quando os resultados de todos os especimes de cada paciente sao considerados conjuntamente, o esfregago alcool- 
acido tern valor preditivo alto e ainda e um dos testes mais rapidos para detectar infecgoes micobacterianas. 1 

Sistemas de cultura em caldo 

De forma a assegurar o isolamento ideal das micobacterias, recomenda-se inocular os especimes em um sistema de 
caldo e um meio solido. 317 Os sistemas de caldo sao mais sensiveis que os meios solidos e permitem crescimento 
mais rapido. O primeiro sistema a base de caldo para crescimento e detecgao de micobacterias foi o sistema 
radiometrico semiautomatizado BACTEC® TB460. Alguns estudos demonstraram que, em comparagao com os 


meios de cultura solidos convencionais, o BACTEC® TB460 era mais sensivel (/. e., resultava no isolamento de 
mais micobacterias) e reduzia em varios dias o tempo necessario a detecgao de crescimento. 13 ’ 35 ’ 65 ’ 66 ’ 82,216 ’ 268 ’ 290 O 
BACTEC® TB460 tambem conseguia diferenciar o CMTB das micobacterias nao tuberculosas (MNT) utilizando p- 
nitro-a-acetilamino-P-hidroxipropiofenona, que inibe o crescimento dos microrganismos do CMTB."* As 
desvantagens desse sistema sao o uso de agulhas (com o risco potencial de causar contaminagao cruzada) 58,219 e a 
necessidade de descartar o material radioativo utilizado. Como o fabricante nao referencia mais o uso do 
BACTEC® TB460, ele nao sera mais citado daqui em diante. Quase todos os laboratories que utilizavam esse 
sistema substituiram-no por um dos sistemas de caldo nao radiometricos automatizados descritos a seguir. 

Mycobacteria Growth Indicator Tube Systems (MGIT®). O MGIT® (BD Diagnostic) e um tubo de vidro 
com fiindo arredondado, que contem como base o caldo de Middlebrook 7H9 modificado. Um composto 
fluorescente esta embebido em silicone no fiindo do tubo. Esse composto e sensivel ao oxigenio dissolvido no 
caldo; isto e, a presenga de oxigenio no meio nao inoculado serve para impedir a emissao de luz fluorescente. A 
medida que as micobacterias em crescimento ativo consomem o oxigenio dissolvido, a fluorescencia e revelada e 
pode ser detectada manualmente por exame do tubo sob luz UV com comprimento de ondas longo (lampada de 
Wood). O crescimento tambem pode ser detectado quando se observa turbidez heterogenea ou graos ou flocos 
diminutos no meio de cultura. 

O sistema MGIT® pode ser usado para cultivar quase todos os tipos de especime, exceto sangue e urina. De 
forma a assegurar seu desempenho ideal, deve-se acrescentar ao caldo o suplemento de crescimento OADC (acido 
oleico, albumina, dextrose e catalase) e uma mistura de antibioticos (PANTA; polimixina B, anfotericina B, acido 
nalidixico, trimetoprima e azlocilina). A mistura de antibioticos inibe o crescimento das bacterias contaminantes. O 
suplemento OADC fomece acido oleico, que e um estimulante metabolico importante para as micobacterias; 
albumina para ligar-se aos acidos graxos livres toxicos; dextrose como fonte de energia; e catalase para destruir os 
peroxidos toxicos, que possam estar presentes no meio. Depois de acrescentar o suplemento e a mistura PANTA, o 
tubo e inoculado com 0,5 ml do especime ou do seu concentrado; acrescentar mais que 0,5 ml do especime pode 
afetar negativamente o desempenho do teste. A tampa e recolocada e os ingredientes sao misturados invertendo-se o 
tubo varias vezes. Para a leitura manual, os tubos sao colocados em uma incubadora a 37°C e sao “lidos” em dias 
altemados, comegando no segundo dia depois da inoculagao. Os tubos sao lidos sob uma lampada de Wood, 
colocando-os com a mistura de teste entre um controle positivo (solugao de sulfeto de sodio) e um negativo (tubo 
MGIT® nao inoculado). Enquanto o examina os tubos em busca de uma coloragao laranja-brilhante no fiindo dos 
tubos positivos, o tecnico deve usar oculos de protegao UV; um reflexo alaranjado tambem pode ser detectado no 
menisco. Os tubos positivos sao corados para BAAR, de preferencia utilizando a tecnica da carbolfiicsina. Os tubos 
negativos sao devolvidos a estante da incubadora e examinados novamente a intervalos regulares por ate 6 semanas. 

Hanna et al. ni usaram o sistema MGIT® para testar 193 especimes (44 pacientes) obtidos de varias partes do 
corpo quanto a presenga das especies de Mycobacterium. Os autores estudaram as concentragoes nos escarros de 32 
pacientes, dos quais ao menos um esfregago para BAAR era positivo. As culturas pelo sistema MGIT® foram 
positivas em 31 (CMTB, 25; CMA, 4; e M. haemophilum, 2) pacientes. Os tubos MGIT® foram positivos em mais 
tres pacientes com esfregagos negativos; houve um resultado falso-negativo em um paciente com pouquissimos 
BAAR no esfregago. O tempo medio ate a detecgao foi de 10,4 dias (variagao: de 4 a 26). As duas cepas de M. 
haemophilum foram isoladas por acrescimo de um disco X (hemina) ao tubo MGIT® e sua incubagao a 30°C. 

Em vez da leitura manual dos tubos, eles podem ser colocados em um equipamento como o MGIT 960 ou 320. 
Esses dois equipamentos sao sistemas nao radiometricos automatizados, que usam os tubos MGIT® e sensores para 
detectar fluorescencia interpretada visualmente na versao manual descrita antes. O sistema acomoda 960 (ou 320) 
tubos de plastico, que sao monitorados continuamente. Varios estudos demonstraram que as caracteristicas de 
desempenho foram comparaveis as do BACTEC® TB460 e/ou outros sistemas 
automatizados. 64 ’ 117,118,130 ’ 183 ’ 230 ’ 248 ’ 272 ’ 323 ’ 354,355 

Sistema de detecgao de micobacterias MB/BacT ALERT®. O MB/BacT ALERT® e um sistema 
automatizado para detectar crescimento de micobacterias, cujo desenho e semelhante ao sistema de hemocultura 
BacT/Alert®. Os frascos de MB/BacT contem caldo de Middlebrook 7H9 enriquecido em uma atmosfera de C0 2 , 
nitrogenio e oxigenio a vacuo. Por essa razao, esses frascos fomecem condigoes nutricionais e ambientais 
apropriadas ao isolamento das especies de Mycobacterium encontradas mais comumente nos especimes clinicos que 


no sangue. Pouco antes do uso, acrescenta-se a cada frasco um suplemento antibiotico (anfotericina B, azlocilina, 
acido nalidixico, polimixina B, trimetoprima) e fatores de crescimento registrados comercialmente pelo proprietario 
para promover o crescimento das especies de Mycobacterium e evitar a p ro life rag ao de bacterias contaminantes, que 
possam sobreviver aos procedimentos de descontaminagao e concentragao. O fiindo de cada frasco com caldo e 
adaptado a um sensor permeavel a gas, cuja cor muda de verde-escuro para amarelo-brilhante quando ha produgao 
de C0 2 no caldo pelo metabolismo das micobacterias. Os frascos sao colocados com o fiindo voltado para cima 
dentro de celulas separadas na camara de incubagao e a luz refletida e usada para monitorar continuamente a 
formagao de C0 2 pelas micobacterias. 

Assim como o MGIT® 960, as caracteristicas de desempenho do MB/BacT ALERT® sao melhores que as 
obtidas com o uso apenas dos meios solidos 98 e sao comparaveis as do sistema BACTEC® TB460 e/ou outros 
sistemas de cultura e detecgao totalmente automatizados. 65,230,246 

VersaTREK® (antes conhecido como ESP® Culture System III). O sistema VersaTREK® (Thermo 
Scientific) e uma adaptagao do seu sistema de hemocultura. Quando e colocado em uma gaveta especial existente no 
modulo de incubagao, cada frasco de cultura e conectado a um sensor, que consiste em um encaixe plastico, uma 
agulha retrocedida e uma membrana hidrofobica. Desse modo, cada frasco e monitorado continuamente (a cada 24 
minutos) quanto a qualquer alteragao da pressao de gas produzida pela atividade metabolica dos microrganismos no 
frasco de cultura. As alteragoes significativas de pressao sao sinalizadas com base na taxa de consumo de oxigenio 
pelo metabolismo microbiano, dentro do espago morto do frasco de cultura. 

Os frascos contem um meio de cultura liquido (VersaTREK® Myco Broth), um suplemento de crescimento, um 
suplemento antibiotico e esponjas de celulose. As esponjas fomecem uma plataforma para o crescimento das 
micobacterias, que Simula os alveolos pulmonares. 

Estudos iniciais demonstraram que o ESP® MYCO System era uma opgao aceitavel para o cultivo e a detecgao 
das micobacterias originadas de todos os tipos de especimes, inclusive sangue. ' 19,368 Mais tarde, Williams-Bouyer et 
al , 359 compararam o ESP® Culture System II com o BACTEC® MGIT 960 e o Middlebrook 7H11 e o agar seletivo 
7H11, examinando 3.151 amostras no total. Os indices de isolamento de todas as micobacterias foram de 71,2% 
com o ESP® II, 63,9% com o MGIT 960 e 61,8 com os meios de Middlebrook, Entretanto, com excegao do M. 
gordonae, os indices de isolamento das demais micobacterias foram de 70,2%, 72,6% e 66,3%, respectivamente. 
Essas diferengas nao eram estatisticamente significativas. 

Com as cepas isoladas por esses dois sistemas automatizados, os tempos medios ate a detecgao de todas as 
micobacterias e membros do complexo M. tuberculosis foram, respectivamente, de 15,8 e 17,4 dias (ESP® II) e 
12,5 e 11,9 dias (BACTEC® MGIT 960) (P < 0,05). Sinais falso-positivos ocorreram menos comumente com as 
culturas no BACTEC® MGIT 960 (23 [0,7%]), em comparagao com as culturas no ESP® II (84 [2,7%]) (p < 0,01). 

BACTEC® MYCO/F LYTIC. O frasco de hemocultura BACTEC® MYCO/F LYTIC contem um agente litico para 
liberar as micobacterias fagocitadas pelos leucocitos. O frasco e incubado e monitorado automaticamente, como 
tambem ocorre com outros frascos de hemocultura BACTEC®. Alem das micobacterias em crescimento, o 
BACTEC® MYCO/F LYTIC e um sistema de cultura adequado para bacterias e fungos que possam estar presentes 
na corrente sanguinea. 93,335 Em uma comparagao direta de alguns produtos disponiveis no mercado, Crump et al. 65 
avaliaram o desempenho dos sistemas BACTEC® 13A (BD Diagnostic), BACTEC® MYCO/F LYTIC (BD 
Diagnostic), BacT/ALERT® MB (bioMerieux) e ISOLATOR® 10 lise-centrifugagao (Wampole Laboratories) para 
detectar micobacterias em adultos. Dos 600 pacientes testados, 85 (14%) eram positivos para CMA e 9 (2%) tinham 
outras especies de micobacterias. Dentre os 26 conjuntos completos (tres frascos e um tubo) e preenchidos 
adequadamente (5 ± 1 ml), dos quais foi isolado CMA, o BACTEC® 13A foi positivo para 19 (73%), o BACTEC® 
MYCO/F LYTIC foi positivo para 21 (81%), o BacT/ALERT® MB foi positivo para 22 (85%) e o ISOLATOR® 10 
foi positivo para 21 (81%). Dentre as seis comparagoes dois a dois possiveis, os tempos medios ate a detecgao para 
isolamento do CMA de cada frasco dos conjuntos adequadamente pareados foram de 13,5 dias para o BACTEC® 
13A versus 12,8 dias para o MYCO/F LYTIC com 33 dos 340 pares; 14,1 dias para o BACTEC® 13A versus 11,6 
dias para o BacT/ALERT® MB com 38 dos 380 pares; 12,6 dias para o BACTEC® 13A versus 20,0 dias para o 
ISOLATOR® 10 com 26 dos 261 pares; 12,8 para o BACTEC® MYCO/F LYTIC versus 11,0 dias para o 
BacT/ALERT® MB com 33 dos 340 pares; 13,2 dias para o BACTEC® MYCO/F LYTIC versus 20,4 dias para o 
ISOLATOR® 10 com 24 dos 230 pares; e 9,9 dias para o BacT/ALERT® MB versus 19,0 dias para o ISOLATOR® 


10 com 24 dos 257 pares. Os autores nao detectaram diferengas significativas de positividade entre os sistemas. 
Contudo, houve diferengas nos tempos medios ate a detecgao. O tempo de detecgao foi mais curto com o 
BacT/ALERT® MB, seguido do BACTEC® MYCO/F LYTIC e BACTEC® 13A e, por ultimo, o ISOLATOR® 10. 
Os autores observaram que os sistemas monitorados continuamente (BACTEC® MYCO/F LYTIC e 
BacT/ALERT® MB) foram tao sensiveis e, no geral, mais rapidos para detectar bacteriemia por CMA que os 
sistemas ISOLATOR® 10 manual convencional e BACTEC® 13A. Outros autores tambem demonstraram que esse 
metodo foi superior aos tradicionais. 196 

Cromatografia li'quido-gasosa e cromatografia h'quida de alta performance 

As analises dos acidos graxos celulares de cadeias longas por cromatografia liquido-gasosa (GLC; do ingles, gas- 
liquid chromatography) sao realizadas para facilitar a caracterizagao das micobacterias. O metodo liquido-gasoso de 
pirolise de Reiner, no qual os acidos micolicos de cadeias longas sao decompostos em produtos de clivagem tipicos, 
esta limitado principalmente aos laboratories de pesquisa. 2 * 1 ’ Tisdall desenvolveu um metodo de GLC para 
saponificar os microrganismos em NaOH metanolico, que permite a identificagao correta da maioria das especies 
micobacterianas com base nos tragados cromatograficos e nas caracteristicas das colonias. 320 Guerrant et al. ni 
usaram a metanolise acida para isolar esteres metilicos dos acidos micolicos das celulas bacterianas - um metodo 
que nao e apenas menos demorado que as tecnicas de saponificagao, como tambem e mais sensivel para detectar 
contagens baixas de micobacterias. Com essa tecnica, pode-se utilizar um volume de apenas 1 mm de 
microrganismos e o tempo total de analise e menor que duas horas. 

O sistema comercial aprovado pela FDA conhecido como MIDI Sherlock® Microbial Identification System 
(Microbial ID, Newark, DE), que consiste em um 1100 HPLC® e um computador, e um metodo rapido e confiavel 
de confirmagao das culturas de micobacterias. O sistema computadorizado inclui uma biblioteca de 40 perfis 
lipidicos da parede celular das especies de Mycobacterium mais importantes no contexto medico, que foram obtidos 
de cepas adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection) e tambem incluem varias cepas isoladas da 
pratica clinica. O uso da espectrometria de massa ions-negativa para detectar acido tuberculostearico nos especimes 
clinicos tambem e promissor na detecgao rapida das micobacterias nos especimes em laboratories que dispoem dos 
equipamentos necessarios. 177 

A cromatografia liquida de alta performance, que utiliza detecgao de fluorescencia (CLAP-FL) dos esteres 6,7- 
dimetoxicumarinicos do acido micolico, tern sido usada para a identificagao rapida de M. tuberculosis e M. avium 
diretamente de amostras de escarro com esfregagos positivos corados por fluorocromo e culturas BACTEC® 12B 
com crescimento inicial. Em um estudo de 132 amostras de escarro positivas para M. tuberculosis e 48 especimes 
positivos para CMA, CLAP-FL fez identificagoes diretas com sensibilidades de 56,8% e 33,3%, respectivamente. 147 
Quando se utilizou a CLAP-FL para testar culturas crescidas em frascos de BACTEC® 12B, as sensibilidades 
foram de 99% e 94,3%. A especificidade foi de 100% nessas duas avaliagoes. Cage tambem identificou 
corretamente 117 das 126 micobacterias (93%) no nivel de especies, que foram cultivadas no meio BACTEC® 12B 
suplementado com acido oleico. 37 Glickman eta/. 100 produzem um arquivo informatizado com os padroes de perfis 
dos acidos micolicos tipicos de 45 especies de Mycobacterium. Com a utilizagao deste sistema para avaliar 1.333 
cepas representativas de 24 especies de Mycobacterium, foi possivel identificar 97% das cepas corretamente (o 
indice de precisao da identificagao do M. tuberculosis foi de 99,85%; do CMA, 98%). Desse modo, para os 
laboratories que dispoem do equipamento e utilizam sistemas de reconhecimento informatizado dos padroes, as 
micobacterias podem ser identificadas com precisao e rapidez utilizando os dados cromatograficos gerados pela 
CLAP. Esses sistemas competem diretamente com os metodos baseados em acidos nucleicos para a identificagao 
rapida das micobacterias. 

Amplificagao de acidos nucleicos 

Os testes de amplificagao de acidos nucleicos (NAAT; do ingles, nucleic acid amplification test ) para detecgao 
direta do CMTB nos especimes clinicos foram langados no mercado em meados e final da decada de 1990. 62 Esses 
ensaios, que estao descritos detalhadamente mais adiante neste capitulo, tern valor agregado significativo nos testes 
para micobacterias. Os resultados positivos permitem o diagnostico e o tratamento mais precoces da TB, reduzem o 
periodo de contagiosidade e possibilitam prognostico mais favoravel; os resultados negativos podem eliminar 
investigagoes desnecessarias dos contatos. Contudo, esses ensaios tern limitagoes, de forma que os resultados devem 


ser interpretados com cautela. Sua sensibilidade e menor que a das culturas e, por esta razao, um resultado negativo 
nao exclui o diagnostico de TB; resultados falso-posidvos sao possiveis; e eles aumentam os gastos do laboratorio. 

Os CDC (Centers for Disease Control and Prevention) publicaram as seguintes recomendagoes quanto ao uso 
dos NAAT para diagnosticar TB. Todos os medicos e programas de controle da TB devem ter acesso a um NAAT 
para detecgao direta do CMTB e estes ensaios devem ser a pratica padronizada para pacientes suspeitos de ter esta 
doenga. O NAAT deve ser realizado no minimo em uma amostra respiratoria de cada paciente suspeito de TB, 
porque um unico resultado positivo pode reforgar este diagnostico e todos os especimes com resultados negativos 
devem ser testados para a presenga de inibidores. O tempo entre a coleta da amostra e o resultado do NAAT deve ser 
o menor possivel, de preferencia na faixa de 48 horas; os laboratories que realizam um destes ensaios devem 
participar de um programa de avaliagao da competencia. 

Identificacao das micobacterias por metodos convencionais 

Embora as indicagoes atuais das tecnicas moleculares representem o padrao para a identificagao das micobacterias 
isoladas em cultura, os metodos convencionais ainda sao uteis e estao descritos resumidamente a seguir. Os Quadros 
19.1 a 19.15 online apresentam uma descrigao detalhada dos principios, reagentes, procedimentos e interpretagao de 
varias tecnicas laboratoriais, inclusive metodos de digestao-descontaminagao, alem de testes bioquimicos (incluidos 
na Tabela 19.7). O uso dos ensaios moleculares - inclusive analises por sondas de acido nucleico - esta descrito 
separadamente. 

Temperatura ideal de isolamento e taxas de crescimento 

Cada especie de Mycobacterium tern uma temperatura ideal de crescimento e faixas de tempo necessario ao seu 
isolamento em cultura (Tabela 19.7). O tempo decorrido ate o isolamento varia, dependendo do tipo de meio 
utilizado - o intervalo medio ate o isolamento das micobacterias em meios a base de ovos e de cerca de 21 dias, mas 
varia de apenas 3 a 5 dias, ate 60 dias, dependendo das especies e da quantidade de micobacterias presentes no 
especime clinico. Em geral, o tempo necessario ao isolamento em meios solidos e mais curto (varios dias) quando se 
utiliza o agar 7H10 ou 7H11, contanto que se utilize a tecnica de observagao microscopica das microcolonias 
(descrita adiante). O uso da cultura a base de caldo abrevia consideravelmente os tempos de isolamento. 66,160,268 

Qualquer meio de cultura nao seletivo padronizado pode ser usado para avaliar o tempo de crescimento, seja nas 
partes inclinadas dos tubos ou nas placas de Petri. Uma colonia bem isolada do microrganismo testado deve ser 
subcultivada em caldo 7H9 contendo Tween 80 e incubada por varios dias, ou ate que o meio fique ligeiramente 
turvo. O caldo e diluido a 1:100 e os riscos para isolamento sao realizados no meio de teste, seja nas partes 
inclinadas do tubo ou nas placas de Petri, de forma a obter coldnias isoladas. Para determinar a taxa de crescimento 
com precisao, e necessario usar um inoculo suficientemente diluido para produzir colonias isoladas. Um inoculo 
com grandes quantidades de micobacterias de crescimento lento pode formar uma colonia visivel dentro de alguns 
dias e isto pode dar uma impressao falsa quanto a taxa de crescimento. Culturas estocadas de M. tuberculosis com 
taxas de crescimento conhecidas devem ser usadas como controle das micobacterias de crescimento lento; do 
mesmo modo, culturas estocadas de M. fortuitum podem ser usadas como controle para comparar micobacterias de 
crescimento rapido. 

As placas de Petri com agar 7H10 ou equivalente sao preferiveis ao uso dos meios em tubo, porque o aspecto 
das microcolonias em desenvolvimento pode ser estudado por um microscopio de dissecgao ou de baixo aumento. 
Com experiencia, a avaliagao da morfologia dessas microcolonias pode ser util a exclusao de algumas micobacterias 
e pode resultar na classificagao preliminar de outras. Runyon publicou diretrizes com base nas quais as 
microcolonias das diversas especies de micobacterias podem ser diferenciadas pelos profissionais que adquiriram 
experiencia com essa abordagem. 

Koneman et al. do laboratorio de microbiologia clinica da University of Illinois, Chicago, conseguiram detectar 
as microcolonias de 29 especies de Mycobacterium isoladas de amostras clinicas de escarro com esfregagos 
positivos, que foram cultivadas em agar 7H10 depois de 6,1 dias em media (variagao: 3 a 12 dias), em comparagao 
com os intervalos medios de isolamento usando metodos visuais padronizadas (32,4 dias com meio de LJ e 27,9 
dias com agar 7H11) (comunicagao pessoal). O tempo medio ate a detecgao dessas 29 cepas isoladas foi de 5,8 dias 
com o sistema BACTEC® utilizando frascos 12B radiometricos. Os resultados desse estudo indicaram que as 
micobacterias podem ser detectadas por observagao das microcolonias no mesmo intervalo curto possibilitado pelo 


sistema BACTEC®. O metodo das microcolonias tambem pennite avaliar a morfologia das colonias, fornecendo 
informagoes nao oferecidas pelo sistema BACTEC® e ajudam a fazer a caracterizagao presuntiva inicial de uma 
especie de Mycobacterium ainda indefinida. Se forem utilizadas sondas no processo de identificagao, esses dados 
morfologicos poderiam ser usados para facilitar a selegao das sondas. Em um estudo que avaliou o intervalo ate a 
detecgao, o tempo medio de detecgao das microcolonias de M. tuberculosis foi de 11 dias no agar Middlebrook 
7H11, enquanto foi de 16 dias com os frascos de MB/BacT® e de 19,5 dias com o meio de LJ.' ,N 

Conforme mencionado antes, algumas especies de Mycobacterium - inclusive M. marinum e a maioria das 
micobacterias de crescimento rapido - crescem melhor sob temperaturas ligeiramente abaixo da temperatura 
corporal central. Isso tambem pode estar associado ao fato de que as doengas causadas por esses microrganismos, 
especialmente M. marinum, afetam mais comumente os membros, que sao ligeiramente mais trios que a temperatura 
corporal central. Por essa razao, os laboratories devem incubar as culturas para micobacterias obtidas de especimes 
clinicos que possam conter estes microrganismos (p. ex., biopsias de pele dos membros) a 30° a 32°C. 

Tabela 19.7 Caracteristicas diferenciais de micobacterias. 



Temperatura ideal de 

Pigmentacao do crescimento 

Teste da 
niacin a 

Redncao de 
nitrato 

Hidrolise do 


isolamento (tempo ate 
o crescimento) 

Claro 

Escuro 

Tween 80- 
10 dias 

M. tuberculosis 

37°C (12 a 25 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

+ 

+ 

V 

M. africanum 

37°C (31 a 42 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

V 

V 

- 

M. bovis 

37°C (24 a 40 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

V 

- 

- 

M. ulcerans 

32°C (28 a 60 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

- 

M. kansasii 

37°C (10 a 20 dias) 

Amarelo 

Caramelo 

- 

+ 

+ 

M. marinum 

30°C (5 a 14 dias) 

Amarelo 

Caramelo 

V 

- 

+ 

M. simiae 

37°C (7 a 14 dias) 

Amarelo 

Caramelo 

+ 

- 

+/- 

M. asiaticum 

37°C(10a 21 dias) 

Amarelo 

Caramelo 

- 

- 

+ 

M. szulgai 

37°C (12a 25 dias) 

Amarelo a 
alaranjado 

Amarelo-37°C 
Caramelo-25°C 

- 

+ 

V 

M. scrofulaceum 

37°C (10 dias) 

Amarelo 

Amarelo 

- 

- 

- 

M. gordonae 

37°C (10 dias) 

Amarelo a 
alaranjado 

Amarelo 

- 

- 

+ 

M. thermoresistible 

45°C (7 dias) 

Amarelo 

Amarelo 

- 

+ 

+ 

M. flavescens 

37°C(7 a 10 dias) 

Amarelo 

Amarelo 

- 

+ 

+ 

M. xenopi 

42°C (14 a 28 dias) 

Amarelo 

Amarelo 

- 

- 

- 

Complexo M. avium 

37°C (10 a 21 dias) 

Caramelo a 
amarelo-claro 

Caramelo a 
amarelo-claro 

- 

- 

- 

M. haemophilum 

30°C (14 a 21 dias) 

Cinza 

Cinza 

- 

- 

- 

M. malmoense 

37°C (21 a 28 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

+ 

M. shimoidei 

37°C (14 a 28 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

+ 

M. genavense 

37°C (14 a 28 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

+ 

M. celatum 

37°C (14 a 28 dias) 

Caramelo 

Caramelo a amarelo 

- 

- 

- 

M. gasti 

37°C (10 a 21 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

+ 

Complexo M. terrae 

37°C (10 a 21 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

V 

+ 

M. triviale 

37°C (10 a 21 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

+ 

+ 

M. fortuitum 

32°C (3 a 5 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

+ 

V 

M. chelonae 

28°C (3 a 5 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

V 

- 

V 

M. abscessus 

32°C (3 a 5 dias) 

Caramelo 

Caramelo 

- 

- 

V 

M. smegmatis 

32°C (3 a 5 dias) 

Amarelo 

Amarelo 

- 

+ 

+ 


+ = positiva; -= negativa; V = variavel; espagos em branco = pouco ou nenhum dado. 




Catalase 


Capta- 


Crescimento eni 



Semi- 

quantitativa 

pH 7,0; 
68° C 

Arilsulfatase, 

3 dias 

Urease 

Pirazinamidase 

cao de 
ferro 

T2H 

(1 mg/mi) 

NaCIa 
5%, 28° C 

Agar 

MacConkey 

M. tuberculosis 

<45 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. africanum 

>45 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. bovis 

<45 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

M. ulcerans 

>45 

+ 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. kansasii 

>45 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. marinum 

>45 

- 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. simiae 

>45 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 


M. asiaticum 

>45 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 


M. szulgai 

>45 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. scrofulaceum 

>45 

+ 

- 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

M. gordonae 

>45 

+ 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

- 

M. thermoresistible 

>45 

+ 

- 

+ 


- 


+ 

- 

M. flavescens 

>45 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

- 

M. xenopi 

<45 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Complexo M avium 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

V 

M. haemophilum 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 


M. malmoense 

<45 

V 

- 

V 

V 

- 

+ 

- 


M. shimoidei 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. genavense 

>45 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. celatum 

<45 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. gastri 

<45 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

Complexo M. terrae 

>45 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

- 

V 

M. triviale 

>45 

+ 

V 

- 

V 

- 

+ 

+ 


M. fortuitum 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

4 

4 

M. chelonae 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. abscessus 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

4 

4 

M. smegmatis 

>45 

+ 

- 



+ 

+ 

- 



Producao de pigmento 

Determinar se uma especie de Mycobacterium desconhecida e capaz de formar colonias pigmentadas no escuro 
(escotocromogenas) ou apenas depois da exposigao a luz (fotocromogenas) nao e muito util a identificagao final das 
especies, mas pode ajudar a reduzir as possibilidades (Quadro 19.5 online). M. tuberculosis nao produz pigmento, 
alem de uma coloragao ligeiramente acastanhada, mesmo depois de ser exposto a luz. A Tabela 19.7 descreve outras 
especies de Mycobacterium capazes de produzir pigmentos (Prancha 19.2 C a E). 

Acumulo de niacina 

Todas as micobacterias produzem niacina, mas apenas o M. tuberculosis, o M. simiae e algumas cepas do M. 
africanum, M. bovis, M. marinum e M. chelonae nao contem a enzima necessaria para converter a niacina em 
ribonucleotidio de niacina. Desse modo, a avaliagao se houve acumulo de niacina no meio de cultura e um teste 
diferencial valioso para identificar estas especies micobacterianas, principalmente M. tuberculosis (Quadro 19.10 
online). Pesquisadores desenvolveram tiras de papel-filtro impregnadas com reagentes, que eliminam a necessidade 
de usar brometo de cianogenio (uma substancia altamente toxica), que era necessario ao metodo descrito 
originalmente para realizar este teste. O aparecimento de cor amarela no meio de teste incubado com uma fita 
reagente indica acumulo de niacina e teste positivo (Prancha 19.1 D). E essencial que ocorra crescimento suficiente 
no meio primario a base de ovos; caso contrario, o risco de obter resultados falso-negativos aumenta. 





Reducao dos nitratos a nitritos 

Apenas algumas especies de micobacterias, especialmente M. tuberculosis, produzem nitrorredutase, que catalisa a 
redugao do nitrato a nitrito. O aparecimento de cor vermelba depois de acrescentar acido sulfanilico e N- 
naftiletilenodiamina a um extrato da cepa a ser identificada indica a presenga de nitrito e caracteriza um teste 
positivo (Quadro 19.11 online). O teste deve ser realizado cuidadosamente usando tres culturas de controle - uma 
que reconhecidamente causa reagao positiva forte, uma que produz reagao positiva fraca e a ultima com reagao 
negativa. Alem de reforgar a identificacao de M. tuberculosis, o teste de redugao do nitrato tambem e fundamental 
para a identificagao de M. kansasii e M. szulgai (Tabela 19.7 e Prancha 19.1 E). 

Hidrolise do Tween 80 

Tween 80® e o nome comercial de um detergente, que pode ser util na identificagao das micobacterias que 
produzem uma lipase que decompoe este composto em acido oleico e sorbitol polioxietilado. Esse teste ajuda a 
identificar M. kansasii, que pode produzir reagao positiva em apenas 3 a 6 horas. Duas micobacterias 
escotocromogenas que formam colonias aparentemente semelhantes - M. gordonae (positivo) e M. scrofulaceum 
(negativo) - podem ser diferenciadas por meio do teste de hidrolise do Tween 80. A Tabela 19.7 descreve as reagoes 
de hidrolise do Tween 80 por outras micobacterias; o procedimento deste teste esta descrito detalhadamente no 
Quadro 19.14 online e a Prancha 19.2 G ilustra uma reagao positiva. 

Atividade de catalase 

A maioria das micobacterias produz catalase; contudo, nem todas as especies conseguem produzir reagoes positivas 
depois do aquecimento da cultura a 68°C por 20 minutos (catalase termoestavel). A maioria das cepas de M. 
tuberculosis e outros membros do CMTB nao produzem catalase termoestavel, com excegao de algumas cepas 
resistentes a INH, com as quais os resultados desse teste sao especialmente valiosos como marcador substituto em 
potencial. A atividade de catalase e avaliada por um metodo semiquantitativo pela determinagao da altura alcangada 
pela coluna de bolhas produzidas pelo acrescimo de peroxido de hidrogenio as colonias em crescimento de uma 
cultura em tubo (Quadro 19.6 online). Para realizar esse teste, o meio de LJ deve ser derramado no tubo em posigao 
vertical para formar uma superflcie nivelada, em vez de inclinada. Essa superficie e profusamente inoculada com o 
microrganismo a ser testado e incubada por 14 dias, antes de acrescentar o reagente peroxido de hidrogenio. O teste 
e considerado positivo quando a coluna mede mais de 45 mm (Prancha 19.2 H). Uma avaliagao rapida da existencia 
de atividade de catalase pode ser realizada acrescentando-se algumas gotas do peroxido de hidrogenio as colonias 
cultivadas na superficie do agar Middlebrook 7H10 e observando-se a efervescencia imediata das bolhas (Prancha 
19.2 I). 

Atividade de arilsulfatase 

A determinagao da atividade enzimatica da arilsulfatase micobacteriana ajuda a diferenciar as micobacterias de 
crescimento rapido das micobacterias nao fotocromogenas do grupo III (Prancha 19.2 J). M. marinum, M. kansasii, 
M. szulgai e M. xenopi tambem produzem quantidades pequenas dessa enzima. Entretanto, essas especies de 
crescimento mais lento nao produzem enzima suficiente para causar uma reagao claramente positiva. O 
aparecimento de cor vermelho no meio de teste indica a formagao de fenolftaleina livre e caracteriza uma reagao 
positiva (Quadro 19.4 online). 

Atividade de urease 

A avaliagao da atividade de urease e um teste importante para diferenciar M. scrofulaceum (positivo) de M. 
gordonae (negativo). Alem disso, esse teste ajuda a diferenciar M. gastri (positivo) de outros membros do grupo III 
de micobacterias nao cromogenas (Tabela 19.7). Para avaliar se determinada especie de micobacteria produz urease, 
deve-se inocular o microrganismo em agua destilada contendo um concentrado a base de ureia, ou usar discos de 
papel-filtro contendo ureia, que entao sao acrescentados a agua destilada. O Quadro 19.15 online descreve os 
detalhes do teste de urease, utilizado para identificar as especies de Mycobacterium (Prancha 19.2 K). 


Pirazinamidase 


O teste de pirazinamidase e especialmente util para diferenciar M. bovis (reagao positiva fraca a niacina) de M. 
tuberculosis, ainda que muitas outras micobacterias sejam positivas (Tabela 19.7). Pirazinamidase e uma enzima que 
desamina a pirazinamida (PZA) e produz acido pirazinoico, que forma uma faixa vermelha no meio de cultura . 143 O 
Quadro 19.12 online descreve os detalhes desse teste, enquanto a Prancha 19.2 L ilustra a reagao final do teste. 

Captagao de ferro 

As micobacterias de crescimento rapido tern algumas semelhangas. A capacidade demonstrada pelo M. fortuitum de 
captar sais de ferro soluveis do meio de cultura e produzir uma coloragao marrom-ferruginosa quando se acrescenta 
solugao aquosa de citrato de ferro amoniacal a 20 % e uma caracteristica util, que diferencia este microrganismo do 
grupo de M. chelonae/M. abscessus, que nao tern esta propriedade (Quadro 19.9 online). 

Inibigao do crescimento pela hidrazida de acido tiofeno-2-carboxilico 

A hidrazida de acido tiofeno-2-carboxilico (T2H) inibe seletivamente o crescimento de M. bovis, enquanto a maioria 
das outras micobacterias - inclusive M. tuberculosis - pode crescer em um meio contendo este composto. Essa 
caracteristica e especialmente util para diferenciar determinadas cepas de M. bovis (Quadro 19.8 online e Prancha 
19.1 F). Por exemplo, 30% das cepas BCG (bacilo de Calmette-Guerin) de M. bovis podem ter reagao fraca a 
niacina, enquanto outras podem ser redutores fracos de nitrato, as vezes tomando um pouco dificil a diferenciagao 
entre estas cepas e M. tuberculosis por estes testes. 

Crescimento com cloreto de sodio a 5% 

A capacidade de proliferar em um meio de cultura a base de ovos contendo NaCl a 5%, quando e incubado a 28°C, 
e uma propriedade compartilhada por M. triviale e por algumas cepas de M. flavescens, M. fortuitum e M. abscessus 
(Tabela 19.7). Outras micobacterias nao toleram essa concentragao salina alta. Existem no mercado tubos com 
partes inclinadas contendo meio de LJ e NaCl a 5%. Esse teste nao pode ser realizado em um meio a base de agar 
(Quadro 19.13 online). 11 ' 

Crescimento no meio de MacConkey 

O agar MacConkey, do qual a violeta cristal foi suprimida, promove a proliferagao das micobacterias de 
crescimento rapido. Contudo, a maioria das outras especies de Mycobacterium nao consegue crescer nesse meio. O 
Quadro 19.7 online detalha o procedimento desse teste. 

Classificagao das micobacterias 

Em geral, a demonstragao de que um microrganismo indefinido e “alcool-acidorresistente” e o primeiro indlcio de 
que ele possa ser uma micobacteria. Alcool-acidorresistencia e uma expressao usada para descrever as bacterias que 
resistem a descoloragao por alcool acidificado, depois que foram coradas com carbolfucsina. Algumas especies de 
bacterias, especialmente Nocardia e Rhodococcus, retem a carbolfucsina apenas quando se utiliza um agente 
descolorante menos potente, como um acido inorganico em concentragao baixa (p. ex., EESO 4 a 1% ou HC1 a 1%). 
Essas bacterias sao descritas como “parcialmente alcool-acidorresistentes”. 

No final da decada de 1950, na medida em que outras especies de micobacterias alem de M. tuberculosis eram 
isoladas com frequencia crescente na pratica medica, Runyon propds o agrupamento destes microrganismos 
“atipicos” com base em sua taxa de crescimento e produgao de pigmento (Boxe 19.2). Contudo, o termo “atipico” 
realmente nao e apropriado, porque esses microrganismos simplesmente sao diferentes do CMTB. Os termos 
preferiveis sao MNT e micobacterias diferentes do CMTB (MOTT; do ingles, mycobacteria other than 
tuberculosis). Os avangos de nossos conhecimentos em genetica, estrutura celular e propriedades fenotipicas 
anomalas das especies micobacterianas antigas e recem-identificadas ampliaram nosso entendimento alem de 
simplesmente agrupar as especies com base no sistema de classificagao tradicional de Runyon. Alem disso, algumas 
cepas de M. kansasii, por exemplo, sao pigmentadas no escuro ou nao pigmentadas (ou seja, qualificando-se para 0 
grupo II ou III de Runyon, respectivamente). Por isso, pode haver confusao quando se toma como base esses 
criterios fenotipicos. Desse modo, Woods e Washington sugeriram uma classificagao clinica das micobacterias 
(Boxe 19.3), que foi aperfeigoada a partir de uma sugestao publicada antes por Wolinski . 364,370 


No entanto, para o microbiologista treinado tradicionalmente, a scparagao entre CMTB e MNT e a classificagao 
preliminar deste ultimo em um dos quatro grupos de Runyon ainda serve como orientagao inicial esclarecedora. O 
fato de que algumas cepas de M. kansasii (geralmente fotocromogeno) podem ser nao pigmentadas ou ate 
escotocromogenas e ainda que M. szulgai seja escotocromogeno a 37°C, mas fotocromogeno a 25°C (certamente 
criando uma excegao ao esquema de Runyon) nao sugere que as orientagoes antigas devam ser totalmente 
descartadas, mas sim que a variabilidade fenotipica destes microrganismos deva ser reconhecida e incorporada aos 
esquemas de identificagao convencionais. 


Boxe 19.2 


Esquema de classificagao de Runyon para as micobacterias nao tuberculosas 

Grupo Lfotocromogenas 

Grupo II: escotocromogenas 

Grupo III: nao fotocromogenas 

Grupo IV: micobacterias de crescimento rapido 


Identificagao laboratorial das micobacterias e suas sindromes clinicas relacionadas 

A identificagao das micobacterias pelos metodos tradicionais requer paciencia, familiaridade com os parametros de 
cada caracteristica diferencial e um conjunto de cepas de controle. Alem disso, o processo e demorado e comumente 
nao permite a identificagao exata no nivel das especies. Nem todos os laboratories devem ter capacidade de 
identificar todas as micobacterias no nivel das especies. O numero de pacientes com TB em determinado hospital 
dos EUA nao e grande e pode ser prudente usar os servigos de um laboratorio de referenda para realizar 
identificagao definitiva e testes de sensibilidade das cepas clinicamente importantes isoladas no laboratorio de nivel 
basico. O diretor de cada laboratorio precisa determinar a extensao dos servigos oferecidos para atender as 
necessidades da pratica medica local. 


Boxe 19.3 


Esquema de classificagao de Woods e Washington, versao atualizada 

Especies potencialmente patogenicas aos seres humanos 

Complexo M. avium 
I/I. kansasii 

Micobacterias de crescimento rapido: grupo de M. fortuitum, grupo de/W. chelonae/M. abscessus 

M. scrofulaceum 

M. xenopi 

M. szulgai 

M. malmoense 

M. simiae 

M. genavense 

M. marinum 

M. ulcerans 

M. haemophilum 

M. celatum 

Micobacterias saprofiticas que raramente causam doenga nos seres humanos 

M. gordonae 
M. asiaticum 
M. terrae 
M. triviale 
M. shimoidei 




M. gastri 

M. nonchromogenicum 
M. paratuberculosis 

Especies com taxa de crescimento intermediary 

M. flavescens 

Outras especies de crescimento rapido 

M. thermoresistible 
M. neoaurum 
Grupo de M. smegmatis 
Grupo de M. mucogenicum 
M. mageritense 
M. wolinskyi 


Revisao das especies de Mycobacterium | Aspectos laboratoriais e correlagoes clinicas 

Embora o diagnostico presuntivo de TB pulmonar possa ser estabelecido com base na historia clinica, nos sintomas 
referidos, no exame fisico, nas evidencias radiograficas da doenga e na presenga de BAAR no escarro, o diagnostico 
defmitivo depende do isolamento do agente etiologico em cultura ou da demonstragao de sua presenga pelos 
metodos de amplificagao de acidos nucleicos. Hoje em dia, existem varias MNT reconhecidas como patogenos 
importantes e cada uma tern potencial diversificado de causar doenga e, em alguns casos, perfis singulares de 
sensibilidade aos farmacos antimicobacterianos, que precisam ser defmidos por exames laboratoriais. Grande 
variedade de especies de Mycobacterium pode ser isolada de focos extrapulmonares. As caracteristicas das culturas 
em laboratorio e as manifestagoes de algumas micobacterioses humanas (Boxe 19.4 e Tabela 19.8) estao descritas 
resumidamente nos paragrafos subsequentes e nos Quadros de correlagoes clinicas. 

Complexo Mycobacterium tuberculosis. Os membros do CMTB sao as unicas micobacterias importantes 
para a saude publica e, por esta razao, constituem o foco principal da identificagao nos laboratories clinicos (Quadro 
de correlagoes clinicas 19.1). 

Mycobacterium tuberculosis. Tradicionalmente, ensinava-se que as cepas classicas de M. tuberculosis podiam 
ser diferenciadas fenotipicamente de M. bovis, M. microti e M. africanum. Contudo, varias linhas de evidencia como 
as analises dos extratos antigenicos, os epitopos-alvo para anticorpos monoclonais e os estudos da relagao entre 
antigenicidade e DNA sugerem que M. tuberculosis, M. bovis, M. microti e M. africanum representem uma unica 
especie que, hoje em dia, sao agrupados sob o termo geral de CMTB. 


Boxe 19.4 


Especies de Mycobacterium \ Ordem de frequencia 

Complexo Mycobacterium tuberculosis 

Fotocromogenas 

M. kansasii 
M. marinum 
M. simiae 
M. asiaticum 

Escotocromogenas 

M. scrofulaceum 

M. szulgai (fotocromogeno a temperatura ambiente) 

M. xenopi 
M. celatum 
M. gordonae 

Nao fotocromogenas 

Complexo M. avium 




M. paratuberculosis 
M. terrne, M. gastri e M. triviale 
M. shimoidei 
I/I. malmoense 
M. haemophilum 

Micobacterias de crescimento rapido 

Grupo de M. fortuitum 

Grupo de M. chelonae/M. abscessus 

Patogenos humanos raros 

Outras micobacterias 

M. ulcerans 
I/I. genavense 


Alguns testes relativamente simples sao necessarios para identificar a maioria dos membros do CMTB. A seguir, 
ha uma relagao das caracteristicas fenotipicas por meio das quais a identidade de M. tuberculosis pode ser 
estabelecida: 

• Formagao de colonias nao pigmentadas, rugosas, cor caramelo-claro depois de 14 a 28 dias de incubagao a 37°C 
com meio de LJ ou Middlebrook (Prancha 19.1 G e H) 

• Desenvolvimento de microcolonias depois de 5 a 10 dias de incubagao no agar Middlebrook 7H10 ou 7H11, 
com formagao de cordoes serpentiformes atribuidos a produgao do “fator corda” (Prancha 19.1 C e H) 

• Acumulo de niacina (Prancha 19.1 D). M. simiae, algumas cepas de M. bovis e cepas ocasionais de M. marinum 
e de M. chelonae tambem podem ser niacino-positivos; por isso, essa caracteristica deve ser utilizada junto com 
outras propriedades 

• Redugao dos nitratos em nitritos (Prancha 19.1 E) 

• Capacidade de crescer em presenga de T2H (Prancha 19.1 F) 

• Atividade de catalase ausente. 

Nos esfregagos corados com carbolfiicsina, a morfologia celular tipica de M. tuberculosis e de um bacilo fino e 
ligeiramente curvo medindo 0,3 a 0,6 por 1 a 4 nm, que se cora intensamente em vermelho (reagao acida rapida 
forte) com aspecto frisado (Prancha 19.1 B). Nos esfregagos preparados a partir de culturas, geralmente e dificil 
dispersar os bacilos que parecem formar aglomerados irregulares ou faixas paralelas. Os cordoes tipicos podem ser 
demonstrados nas preparagoes obtidas das culturas em caldo, nas quais os agregados de BAAR formam cordoes 
serpentiformes longos. Na coloragao pelo Gram, as micobacterias podem apresentar-se como bacilos gram-positivos 
frisados. Os frisos representam a coloragao heterogenea do bacilo. A presenga de uma especie de Mycobacterium 
tambem pode ser considerada nas coloragoes por Gram quando sao encontrados bacilos que se coram fracamente ou 
nao sao corados e estao circundados por um halo claro (Prancha 19.1 I). O corante violeta cristal do reagente de 
Gram nao penetra na espessa parede lipidica cerosa das micobacterias, que podem parecer frisadas ou praticamente 
uma imagem negativa contra o fundo realgado pelo contracorante. 

Mycobacterium bovis. Mycobacterium bovis (Quadro de correlagoes clinicas 19.2) pode ser diferenciado das 
coloragoes classicas deM tuberculosis pelas seguintes caracteristicas: 

• A maioria das cepas e niacino-negativa 

• Os nitratos nao sao reduzidos a nitritos 

• Nao ha produgao de pirazinamidase 

• Inibigao seletiva do crescimento pelo T2H; M. bovis nao cresce no meio contendo T2H. 

As cepas humanas classicas tem taxas de crescimento muito lentas e formam colonias com aspecto “disgonico” 
no meio de LJ. A maioria das cepas cresce melhor no meio de LJ que no agar Middlebrook 7H11 ou seus 
equivalentes. O meio mais favoravel ao crescimento de M. bovis contem piruvato a 0,4% sem glicerol. Nos casos 
tipicos, as colonias apresentam cor caramelo-clara, sao baixas e pequenas e podem parecer lisas ou rugosas no meio 
contendo ovos. No agar Middlebrook 7H11, as colonias sao muito finas e comumente mostram poucos ou nenhum 



cordao (aspecto “semelhante a gotas de agua”). Essas colonias tambem podem ser scrnelhantes as formas disgonicas 
dos microrganismos do CMA. Entretanto, os membros do CMA sao catalase-positivos a 68°C, nao produzem urease 
e sao pirazinamidase-positivos. Quando se acrescenta piruvato ao meio de cultura, as colonias podem formar 
cordoes serpentiformes semelbantes a M. tuberculosis eugonico. 

Tabela 19.8 Nomenclatura de algumas micobacterias. 


Nome verdadeiro da 

especie 

Patogenicidade 

humana relativa 

Equivalente aos grupos 

de Runyon 

Nome comum 

aceitavel 

Comentarios 

M. tuberculosis 

+ + + 


Baciloda 

tuberculose 

humana 

Causa tuberculose humana - altamente 

contagioso. 

M. bovis 

M. ulcerans 

M. africanum 

+ + + 

+ + + 

+ + + 


Baciloda 

tuberculose 

bovina 

Causa tuberculose humana e bovina; as 

cepas avirulentas sao usadas nas 

vacinas de bacilos de Calmette-Guerin 

(BCG). 

Causa infecgoes cutaneas nas regioes 

tropicais. 

Encontrado no norte e no centra da Africa. 

M. kansasii 

+ + + 

Fotocromogeno 1 


Raramente nao e pigmentado ou e 

escotocromogeno. 

M. marinum 

+ + + 

Fotocromogeno 1 


Causa infecgoes cutaneas, geralmente 

associadas a exposigao a agua. 

I/I. simiae 

M. genavense 

+ + 

+ + 

Fotocromogeno 1 


A fotorreatividade pode ser instavel; 

niacino-positivo. 

Requer micobactina J para crescer nos 

meios solidos. Tende a causar doenp 

disseminada nos pacientes com AIDS. 

M. asiaticum 

+ + 

Fotocromogeno 1 


Assemelha-se a M. simiae, mas se difere 

antigenicamente. 

I/I. scrofulaceum 

+ + 

Escotocromogeno II 


Pode causar linfadenite cervical. 

M. szuigai 

+ + + 

Fotocromogeno 1 a 25°C 

Escotocromogeno II a 37°C 


Associado a doenps pulmonar e 

extrapulmonar cronicas; composi^ao 

singular de lipi'dios da parede celular. 

M. xenopi 

+ + 

Escotocromogeno II 


Cresce lentamente, melhor a 42°C; pode 

contaminar sistemas de agua quente. 

M. celatum 

+ 

Indefinido(vertexto) 


Tendencia a causar Infecgoes respiratorias 

nos pacientes com AIDS. Muito 

semelhante a /W. xenop/. 

I/I. gordonae 

Rara 

Escotocromogeno II 

Baciloda agua de 

torneira 

Raramente e patogenico aos seres 

humanos. 



M. thermoresistible 

0 

Escotocromogeno II 


Cresce a 52°C. Nao e urn patogeno humano 

comprovado. 

Complexo M. avium 

+ + + 

Nao fotocromogeno III 0 

Bacilo de Battey 

Pode causar infeegao disseminada nos 

pacientes com AIDS. 

M. terrae 

Rara 

Nao fotocromogeno III 

Bacilodorabanete 

Pode ser muito semelhante a M. triviale. 

I/I. shimoidei 

+ 



Semelhante ao complexo M. terrae. Casos 

raros de infeegoes pulmonares. 

I/I. triviale 

0/+ 

Nao fotocromogeno III 

Bacilo V 


M. malmoense 

+ + + 

Nao fotocromogeno III 


Micobacteria de crescimento lento, 

geralmente causa doen^a pulmonar. 

M. haemophilum 

+ + + 

Nao fotocromogeno III 


Causa lesoes cutaneas, geralmente em 

pacientes imunossuprimidos. 

Grupo de M. fortuitum 

+ + 

Grupo IV de crescimento 

rapido 


Causa principalmente infec^oes cutaneas; 

pode causar doenp pulmonar e 

infeegao nosocomial. 

I/I. chelonae 

+ + 

Grupo IV de crescimento 

rapido 


Pode causar infeegoes cutaneas, 

principalmente nos pacientes com 

imunossupressao celular. 

M. abscessus 

+ + 

Grupo IV de crescimento 

rapido 


Causa principalmente infec^oes cutaneas. 

Pode causar doen^a pulmonar nos 

pacientes com doen^a respiratoria 

cronica ou fibrose cfstica. 


As cepas isoladas dos pacientes com AIDS podem produzir pigmento amarelo-claro a medida que envelhecem. 


Quadro de correlates ch'nicas 


19.1 


Mycobacterium tuberculosis. 


Nos casos tipicos, a tuberculose corner nos pulmoes, que podem desenvolver infiltrados difusos, finamente nodular, espedalmente nas regioes 
apicais dos lobos superiores, mas tambem dispersos para outros focos na forma miliar ou como tuberculose exsudativa progressiva (Prancha 19.3 A). 
As lesoes cavitarias localizadas principalmente nas regioes apicais dos lobos superiores sao comuns e alguns pacientes podem desenvolver urn 
tuberculoma solitario (ou "lesao em moeda"), que pode fazer parte de urn complexo de Ghon antigo (Prancha 19.3 B e C). A forma disseminada ou 
miliar da infecgao ocorre em alguns pacientes, geralmente com desnutrigao, imunossupressao ou outras doen^as debilitantes cronicas. Com base no 
polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigao por PCR, Jereb et a/. 143 conseguiram identificar a fonte de urn surto de M. tuberculosis 
entre 10 receptores de transplantes renais de urn hospital, que era urn unico paciente exposto depois do transplante em outro hospital, antes de sua 
transference. Nos receptores de transplante renal recem-infectados, o tempo medio de incuba<;ao ate o ini'cio da tuberculose foi de 7,5 semanas. Esse 
relato ilustra como as tecnicas moleculares podem ajudar a detectar fontes localizadas de tuberculose, de forma que o isolamento imediato possa ser 
adotado para evitar transmissao hospitalar da doen^a. 

A reativagao da tuberculose, ou forma adulta, e urn processo inflamatorio lentamente progressive, que afeta os pulmoes e caracteriza-se por 
inflamagao granulomatosa, que pode erodir para dentro dos bronquios (Prancha 19.3 D). Quando uma cavidade rompe, grandes quantidades de 
bacilos da tuberculose sao espalhadas para os focos intrapulmonares recem-estabelecidos e tambem podem ser expectoradas quando a cavidade 
rompe para dentro de urn bronquio, com potencial de infectar outros contatos proximos. Tosse, emagrecimento, febre baixa, dispneia e dor toracica 
sao os sinais e sintomas ch'nicos habituais da tuberculose pulmonar progressiva cronica. Essa e uma descrigao do que se conhece como tuberculose 
secundaria ou de reativagao. Nos pacientes com AIDS, a doen^a e mais semelhante a tuberculose progressiva primaria e caracteriza-se por menos 
fibrose focal e necrose caseosa, progressao mais rapida e dissemina^ao miliar envolvendo praticamente qualquer orgao do corpo. 





A meningite tuberculosa e relativamente rara nos EUA. Os pacientes podem ter cefaleia, alteragio do estado mental ou, raramente, progridem 
com manifesta^oes ch'nicas de meningismo grave. Na maioria dos casos, ao menos urn dos tres parametros laboratoriais do liquido cefalorraguidiano 
esta alterado: aumento da contagem de celulas, geralmente com linfocitose; redu^ao dos niveis de glicose; ou eleva^ao das concentrates de 
protei'nas, embora gualguer urn destes parametros possa estar normal. Os BAAR podem ser identificados nos especimes centrifugados de cerca de 
40% dos pacientes, mas este indice de positividade aumenta com a guantidade de exames realizados no LCR. Patologicamente, o acometimento das 
meninges e mais acentuado na base do cranio, onde as alteragoes macroscopicas variam de opacificagao difusa ate a present de exsudato gelatinoso 
espesso acumulado principalmente nas areas gue recobrem a ponte e as areas adjacentes ao guiasma optico (Prancha 19.3 E). 

Tradicionalmente, a bacteriemia de M. tuberculosis era considerada rara; contudo, em urn estudo de 285 pacientes com tuberculose confirmada 
por cultura, dos guais tambem foram obtidas amostras para hemocultura, Bouza et al. 2S demonstraram gue 50 (14%) tinham bacteriemia. Dentre 
esses, 81% estavam infectados pelo HIV. Em 14 pacientes, sangue foi o primeiro especime do gual os microrganismos foram isolados. Em seu estudo 
de 517 pacientes com infecgoes sanguineas possivelmente adguiridas nas comunidades da Africa Subsaariana, Archibald et aU demonstraram gue, 
dentre 145 pacientes com infecgao comprovada da corrente sangumea (81% eram HIV-positivos), o patogeno isolado mais comumente foi M. 
tuberculosis (39% dos casos). 

Nos EUA, a maioria das cepas de M. tuberculosis isoladas de pacientes gue nao estao em tratamento e sensi'vel aos farmacos tuberculostaticos 
primarios e responde ao tratamento recomendado com guatro farmacos. Os testes de sensibilidade das micobacterias estao descritos mais adiante 
neste capitulo. 



Mycobacterium bovis. 


Nos casos tfpicos, Mycobacterium bovis causa tuberculose bovina, mas tambem pode infectar outros animais, inclusive caes, gatos, porcos, coelhos, 
alces, veados e, possivelmente, algumas aves de rapina. Fanning e Edwards investigaram 446 contatos de seres humanos com alces domesticados em 
Alberta, Canada, dos guais 81 tinham reaqio cutanea positiva a M. bovis. M Dentre esses casos, 50 tinham entrado em contato com animais cultura- 
positivos, inclusive urn paciente com infecgao pulmonar ativa por M. bovis diagnosticada por uma amostra de escarro positiva. Por meio dos ensaios 
de identidade de DNA (DNA fingerprinting) utilizando IS67 70 como marcador genetico. Van Soolingen etal , 334 conseguiram determinar guais cepas de 
M. bovis causaram infecgoes humanas na Argentina e foram transmitidas do gado, enguanto as cepas gue causaram doen<;a humana em pacientes 
gue viviam na Holanda foram contraidas de outros animais exceto gado (varios animais silvestres e de zoologico). Em algumas regioes da Escocia e da 
Europa oriental, nas guais a criagao de gado de corte e leiteiro ainda e o principal meio de subsistence, M. bovis ainda pode ser responsavel por 
aproximadamente 39% dos casos de tuberculose. 357 A tuberculose pulmonar bovina transmitida aos seres humanos e muito semelhante aquela 
causada pelo /W. tuberculosis. 

Na epoca em gue os seres humanos ordenhavam fisicamente as vacas com frequence maior que hoje em dia, as infec^oes cutaneas dos dedos 
das maos eram comuns e comumente causavam osteomielite e osteoartrite nos dedos (Prancha 19.3 F). Urina e urn especime comum do qual M. 
bovis e isolado nos laboratories ch'nicos, porque a cepa do BCG e usada para irrigar a bexiga como estimulante imunologico para tratar carcinoma 
vesical. Essa possibilidade deve ser considerada quando se isola uma micobacteria de crescimento lento das amostras de urina. Em alguns pacientes, a 
cepa BCG utilizada nao e totalmente atenuada e pode causar cistite. 


Nas regioes altamente endemicas do mundo, as cepas BCG de M. bovis usadas como vacina simulam M. 
tuberculosis porque sao “eugonicas” ou crescem mais rapidamente (3 a 4 semanas no meio de LJ), tern aspecto 
rugoso e cor caramelo-clara e, em alguns casos, acumulam niacina. Entretanto, essas cepas ainda sao sensiveis ao 
T2H e podem ser diferenciadas por esta caracteristica. A morfologia microscopica das celulas de M. bovis nos 
esfregagos acido-alcool nao e distinta. 

Fotocromogenos 

Mycobacterium kansasii. M. kansasii e uma causa importante de doenga pulmonar clinica, radiologica e 
histopatologicamente semelhante a tuberculose (Quadro de correlagoes clinicas 19.3). Entretanto, a doenga 
pulmonar causada por M. kansasii nao tern as mesmas implicagoes a saude publica que a TB e nao e transmitida de 
um paciente a outro. Originalmente conhecido como “bacilo amarelo” depois que foi descrito pela primeira vez por 
Buhler e Poliak em 1953, M. kansasii e uma micobacteria fotocromogena classificada no grupo I de Runyon. 
Embora ocorram infeegoes por esse microrganismo em todos os estados americanos, a maioria dos casos e 
notificada nos estados do sul (Texas, Louisiana e Florida), do meio-oeste (Illinois) e na California. Os homens sao 
infectados mais comumente que as mulheres (razao aproximada de 3:1), mas a doenga nao e comum em criangas. A 
doenga extrapulmonar na forma de peritonite em paciente com dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD; do 





ingles, continuous ambulatory peritoneal dialysis) e muito menos comum que a doenga pulmonar, mas foi 
descrita. 95 

► Aspectos laboratoriais. As cepas tipicas de M. kansasii crescem a taxas praticamente iguais ou ligeiramente mais 
rapidas que M. tuberculosis a 37°C. A dependencia da luz para produzir um pigmento amarelo visivel (Prancha 19.2 
C) e a formagao de cristais avermelhados de caroteno com a incubagao prolongada sao dois aspectos caracteristicos 
de M. kansasii. Nos casos tipicos, as colonias mostram aspecto intermediario entre completamente rugosas e 
inteiramente lisas; contudo, algumas cepas sao totalmente rugosas ou lisas. Em geral, as microcolonias tipicas tern 
centros elevados e cordoes curvilineos de bacilos nas bordas extemas mais finas, que podem ser confundidos com 
os cordoes serpentiformes de M. tuberculosis. Alem da fotocromogenicidade, as caracteristicas fenotipicas pelas 
quais se pode confirmar a identidade de M. kansasii sao: 



Mycobacterium kansasii. 


0 quadro di'nico mais comum e de doen<;a pulmonar cronica semelhante a tuberculose que, nos casos classicos, afeta os lobos superiores. A maioria 
dos pacientes tern indicios de cavitagao com retraces fibroticas e a doenga e lentamente progressiva. As infecgoes extrapulmonares ou disseminadas 
sao menos frequentes, embora tenham sido relatados casos de linfadenite semelhante a escrofula (TB linfatica), infecgoes cutaneas semelhantes a 
esporotricose, osteomielite, infecgoes dos tecidos moles e tenossinovite. Dillon et al., 74 em particular, descreveram a destruigao progressiva das 
estruturas profundas do punho e da mao, que pode ocorrer nos casos de tenossinovite. A doenga disseminada pode ocorrer nos pacientes com 
imunossupressao profunda e foi descrita em pacientes com AIDS. Jacobson e Isenberg descreveram uma infecgao causada pelo M. kansasii em um 
paciente aidetico, que se apresentou com pneumonite intersticial granulomatosa, mas relataram que apenas 0,2% dos pacientes com AIDS tinham 
coinfecgoes por este microrganismo. 138 Contudo, em seu estudo referido a Louisiana (uma regiao endemica do AL kansasii), Valainis et al. m 
acompanharam por 60 meses pacientes atendidos em dois centros de referenda de Nova Orleans e demonstraram que 31,9% dos individuos HIV- 
positivos tinham coinfecgao por M. kansasii. Em um estudo retrospectivo de 35 pacientes de Kansas City, a incidencia da infecgao por M. kansasii nos 
pacientes com AIDS era tres vezes maior que a das infecgoes por AL tuberculosis.' 2 0 tratamento padrao para infecgoes por AL kansasii indui 
isoniazida, rifampicina e etambutol, mas a rifampicina e o mais importante. Um esquema alternative igualmente eficaz e rifampicina, etambutol e 
claritromicina. 

Nos pacientes aideticos, as infecgoes por AL kansasii geralmente ocorrem quando as contagens de linfocitos CD4 estao abaixo de 50/p£ e, em 
muitos casos, ocorrem complicates graves potencialmente fatais. Levine e Chaisson revisaram 19 pacientes com coinfecgao por AL kansasii e HIV, dos 
quais 14 tinham apenas infecgoes pulmonares, tres apresentavam doenga pulmonar e extrapulmonar e dois tinham apenas infecgoes 
extrapulmonares. 1 Todos os pacientes com infecgao pulmonar apresentaram febre com tosse por no minimo 2 semanas. As radiografias do torax 
mostravam infiltrados localizados nos lobos superiores, infiltrados intersticiais difusos ou lesoes cavitarias com paredes finas, ou uma combinaqio 
destas lesoes. Alguns autores descreveram outras infecgoes por AL kansasii em pacientes com AIDS. 124,294 Em um paciente, foram demonstrados 
granulomas caseosos na parede intestinal e nos linfonodos mesentericos com acumulo de histiocitos espumosos semelhantes aos da doenga de 
Whipple. Giladi etal. descreveram um caso de peritonite por AL kansasii associada ao cateter peritoneal de uma mulher de 62 anos em CAPD, 
provavelmente o primeiro caso deste tipo. Tortoli et ai m isolaram um grupo de cepas de AL kansasii, que nao formavam hibridos no teste 
AccuProbe* (Gen-Probe, San Diego, CA) de identificagao em cultura de AL kansasii e estava daramente associado ao grau de imunossupressao. Isso 
sugere que possam ser necessarios outros testes de identificagao para as cepas negativas no teste AccuProbe. 

Existem relatos de cepas de AL kansasii resistentes a rifampicina. Wallace et al. descreveram 36 pacientes dos quais eles isolaram AL. kansasii 
resistente a rifampicina e 90% ja tinham sido tratados com este farmaco. 340 Entretanto, a maioria dos pacientes respondeu ao esquema de quatro 
farmacos com base nos testes de sensibilidade in vitro e culturas de escarro, que se tornaram negativas em 90% dos pacientes tratados depois de um 
intervalo medio de 11 semanas. 


• Hidrolise rapida do Tween 80 (dentro de 3 dias) 

• Redugao forte de nitratos em nitrito 

• Reagao de catalase rapida, inclusive no teste a 68°C 

• Atividade de pirazinamidase forte. 

Em casos menos frequentes, podem ser encontradas cepas escotocromogenas ou nao cromogenas, inclusive 
algumas cepas com atividade fraca de catalase. Nas preparagoes alcool-acidas, as celulas de M. kansasii sao 
tipicamente longas e largas e apresentam faixas ou barras transversals bem-defmidas (Prancha 19.2 M), 
provavelmente devido a utilizagao dos lipidios do meio de cultura. Embora os micobacteriologistas experientes 




possam estabelecer uma identificagao presuntiva com base na coloragao alcool-acida, outros testes sao necessarios 
antes que se possa fazer a identificagao defmitiva. 

Mycobacterium marinum. Em 1926, enquanto estudava doengas infecciosas dos peixes de agua salgada, 
Aronson descobriu uma nova especie de Mycobacterium, mais tarde denominada Mycobacterium marinum (“do 
mar”). 8,346 Esse microrganismo tambem era conhecido como M. platvpoecilus em razao das infecgoes detectadas nos 
peixes placoides mexicanos e tambem como M. balnei (nome referido a banhos ou spas). Todos sao o mesmo 
microrganismo (Quadro de correlagoes clinicas 19.4). A exposigao a agua geralmente e o indicio da historia clinica, 
que sugere o agente etiologico da doenga. 87 

► Aspectos laboratoriais. Quando e isolado dos especimes clinicos, M. marinum cresce preferencialmente entre 30° 
e 32°C, mas tambem pode crescer a 37°C, ainda que nao tanto. Em geral, as subculturas crescem melhor a 37°C que 
a cultura inicial do especime clinico. As colonias aparecem dentro de 8 a 14 dias; as coldnias que crescem no escuro 
podem nao ser pigmentadas. Quando sao expostas a luz, as colonias formam um pigmento amarelo forte e podem 
ser enrugadas e asperas, ou lisas e hemisfericas, principalmente quando sao cultivadas nos meios de Middlebrook 
7H10 ou 7H11 (que contem acido oleico e albumina). Ao exame microscopico, as celulas de M. marinum sao 
bacilos relativamente longos com barras transversais frequentes. 

A fotocromogenicidade e o crescimento preferencial entre 30° e 32°C sao indicios iniciais para a identificagao 
de M. marinum. Outras caracteristicas pelas quais se pode estabelecer a identificagao defmitiva sao as seguintes: 

• Algumas cepas podem acumular niacina 

• Os nitratos nao sao reduzidos a nitritos 

• O Tween 80 e hidrolisado 

• Urease-positiva 

• Pirazinamidase-positiva 

• Nao ha produgao de catalase termoestavel. 

Mycobacterium simiae. Weiszfeiler e Karczag nomearam M. simiae em 1969, 0(1 em reconhecimento ao 
primeiro isolamento deste microrganismo 4 anos antes por Karassova et a/. 349 de macacos Macaca rhesus 
importados da India para a Hungria (Quadro de correlagoes clinicas 19.5). Mais tarde, M. simiae foi considerado 
identico a uma cepa niacino-positiva de uma micobacteria do grupo III isolada em Cuba por Valdivia et al. de 
pacientes com tuberculose pulmonar. Os autores denominaram essa micobacteria M. habana, a qual, como 
posteriormente demonstrado, era M. simiae. 

► Aspectos laboratoriais. As colonias de M. simiae desenvolvem-se dentro de 2 a 3 semanas nos meios a base de 
ovos e, nos casos tipicos, sao lisas. A maioria das cepas e fotocromogena. A exposigao prolongada a luz pode ser 
necessaria as cepas isoladas que nao produzem pigmento. As reagoes bioquimicas essenciais a identificagao desse 
microrganismo sao as seguintes: 

• Aciimulo de niacina 

• Hidrolise do Tween 80 (pode ser lenta e necessitar de mais de 10 dias) 

• Atividade acentuada de catalase termoestavel. 


A reprodutibilidade baixa das reagoes com algumas cepas podem dificultar ate certo ponto a identificagao com 
base nos testes convencionais. 

Mycobacterium asiaticum. Em varios aspectos, Mycobacterium asiaticum e fenotipicamente semelhante a M. 
gordonae\ ambos tern atividade intensa de catalase, hidrolisam Tween 80 e sao negativos para urease e redugao de 
nitrato. 346 Contudo, M. asiaticum e fotocromogeno, enquanto M. gordonae e escotocromogeno. M. asiaticum 
tambem e bioquimicamente semelhante a M. simiae, com excegao de que e niacino-negativo. M. asiaticum tern um 
perfil singular de rRNA 16S e isto justifica sua classificagao como especie diferente. 309 



Mycobacterium marinum. 


Nos casos tipicos, as infecgoes por M. marinum afetam a pele e, em geral, ocorrem quando a pele traumatizada fica em contato com agua doce 
inadequadamente dorada ou agua salgada (p. ex., piscinas, aquarios de peixes tropicais, tones de resfriamento da agua). Fisher relatou infecgoes 
cutaneas em tres salva-vidas e citaram estas infecgoes como risco ocupacional. 50 Hoyt etal. m descreveram varias infecgoes dos tecidos profundos e 





tenossinovite destrutiva em Pescadores da regiao de Chesapeake Bay. Varias outras citagoes de infecgoes cutaneas profundas, geralmente das maos e 
comumente associadas as atividades aquaticas (p. ex., limpar peixes), induem pacientes com tenossinovite, artrite e bursite e outros com 
osteomielite. 16 ' 50 ' 131 

Tambem podem ocorrer lesoes cutaneas semelhantes a esporotricose, com disseminagao central ao longo dos vasos linfaticos originados de uma 
area ulcerada no foco de inoculagao primaria; contudo, nos casos mais tipicos, as lesoes sao nodulos subcutaneos dolorosos, avermelhados ou 
vermelho-azulados, que geralmente afetam o cotovelo, joelho, dedo do pe ou da mao ("granuloma da piscina"). Essas lesoes tern sido confundidas 
com nodulos reumatoides. 9 

0 tratamento antimicrobiano esta descrito adiante neste capitulo. 



Mycobacterium simiae. 


Existem relativamente poucos relatos de infecgao humana por M. simiae. Relatos isolados de infecijoes pulmonares foram publicados em Franca, 
Israel, Tailandia e EUA. 185 Esses autores relataram o caso de urn homem aidetico de 43 anos, que desenvolveu infecgao micobacteriana disseminada. 
Os microrganismos foram isolados de sangue, h'quido jejunal e biopsias do duodeno e do reto. Embora tenham sido relatados alguns casos adicionais 
de infecgao por M. simiae em pacientes com AIDS, esta coinfec^ao nao e comum e nao serve como marcador. 236 A experience dos israelenses com M. 
simiae e curiosa, porque 399 cepas foram isoladas de 287 pacientes no periodo de 1975 a 1981, principalmente de habitantes da planicie costeira de 
Tel Aviv. 179 A maioria das cepas isoladas era de comensais relacionados com fontes de agua da regiao. Algumas infecgoes pulmonares ocorreram nos 
pacientes dos quais essa micobacteria foi isolada varias vezes, geralmente como complicaqio de doenps pulmonares cronicas preexistentes. 

Tambem existem relatos de doenga disseminada com acometimento renal depois da infecgao pulmonar. 


Existem relatos raros de infecgao humana na literatura. O primeiro indicio de que esse microrganismo poderia 
ser patogenico foi um relato publicado na Australia por Blacklock. 24 Dois dos cinco pacientes tinham doenga 
pulmonar cavitaria progressiva; tres nao mostravam evidencia de doenga pulmonar progressiva; e as cepas isoladas 
do escarro pareciam representar colonizagao secundaria. O primeiro caso de infecgao pulmonar causada por M. 
asiaticum publicado nos EUA foi de um homem de 62 anos, que vivia em Los Angeles. ' 16 Tambem foram relatadas 
quatro cepas isoladas na Florida. 1 " 2 Dawson et al. 69 descreveram o isolamento do M. asiaticum do liquido aspirado 
da bolsa olecraniana de um paciente com infecgao pos-operatoria. A infecgao regrediu com drenagem, trocas 
regulares dos curativos e imobilizagao, sem necessidade de usar antimicrobianos. 

Escotocromogenos 

Mycobacterium scrofulaceum. O nome scrofulaceum dessa especie e derivado de scrofula (“escrofula”, ou 
linfadenite micobacteriana). Essa micobacteria foi denominada em 1956 por Prissick e Mason em referenda a forma 
mais comum da doenga causada por este microrganismo, ou seja, linfadenite cervical das criangas 253 (Quadro de 
correlagoes clinicas 19.6). Entretanto, M. scrofulaceum nao e a unica micobacteria que pode causar linfadenite 
cervical. Gill et al. 96 revisaram 16 casos de criangas com essa doenga, cuja etiologia era M. scrofulaceum em seis 
casos, M. tuberculosis em quatro e CMA em quatro. 96 

Kirschner et al} 61 isolaram grandes quantidades de M. scrofulaceum das aguas de pantanos de varias regioes da 
Georgia, West Virgina e Virgina, indicando que as fontes hidricas ambientais provavelmente estejam ligadas a 
incidencia mais alta de infecgoes escrofulosas diagnosticadas nestas areas. Concentragoes altas dessas micobacterias 
foram detectadas na agua morna com pH baixo, teores reduzidos de oxigenio dissolvido, niveis altos de zinco 
soluvel e concentragoes elevadas de acidos humico e fulvico. 

► Aspectos laboratoriais. As colonias de M. scrofulaceum crescem lentamente (4 a 6 semanas) em diversas 
temperaturas (25°C, 31°C e 37°C). Os microrganismos formam colonias, que geralmente sao lisas, de consistencia 
amanteigada e globoides com pigmentagao variando entre amarelo-claro e laranja-escuro (Prancha 19.2 D). A 
produgao de pigmento nao depende da luz e, por esta razao, M. scrofulaceum esta incluido entre os 
escotocromogenos do grupo II de Runyon. 

As reagoes bioquimicas principais que caracterizam esse microrganismo sao: 

• Incapacidade de hidrolisar Tween 80 

• Incapacidade de reduzir nitratos em nitritos 

• Teste positivo para catalase a 68°C 





Urease-positiva. 


Mycobacterium szulgai. M. szulgai, descrito oficialmente como especie em 1972 por Marks et al., 194 tem seu 
nome em homenagem ao microbiologista polones T. Szulg. A caracteristica singular dessa especie e a produgao de 
pigmento dependente da temperatura. Quando e cultivado a 37°C, M. szulgai e escotocromogeno, enquanto se toma 
fotocromogeno quando e cultivado a temperatura ambiente (25°C). Por essa razao, para avaliar a 
fotocromogenicidade de uma cepa desconhecida de M. szulgai, as placas expostas a luz devem ser incubadas a 
temperatura ambiente e nao a 37°C. O pigmento escotogenico produzido sob temperatura mais alta afasta qualquer 
chance de detectar qualquer pigmento fotogenico que possa ser produzido (Quadro 19.5 online e Quadro de 
correlagoes clinicas 19.7). 


Quadro de correlates clinicas 


19.6 


Mycobacterium scrofulaceum. 


Linfadenite e a apresentagao ch'nica classica da infecgao por M. scrofulaceum, que afeta mais comumente crian^as com idades de 18 meses a 7 anos 
(uma faixa etaria na qual ocorrem violates das barreiras mucosas durante a erupgao dos dentes). Em seguida, as taxas de incidencia mais altas 
ocorrem nos adultos jovens com dentes molares cortantes. A linfadenite e unilateral e acomete os linfonodos da cadeia cervical alta adjacente a 
mandibula ou retroauricular (Prancha 19.3 6 e H). Em geral, os linfonodos drenam na superfine da pele e nao causam complicates, exceto pelos 
graus variados de retraces fibroticas residuais nas areas de penetragao superficial dos trajetos fistulares. A doenga afeta comumente criangas 
saudaveis, a dor geralmente e minima e nao ha sinais e sintomas constitucionais. A colonizagao da boca e da faringe pelo microrganismo parece ser a 
origem da infecgao. A incidencia alta dessa doenga entre as criangas pequenas parece estar relacionada com a viola^ao das gengivas durante as 
empties dos dentes, epoca em que o sistema imune ainda e relativamente imaturo. A doenga localizada e mais bem tratada por incisao e drenagem 
cirurgica dos linfonodos afetados. 


► Aspectos laboratoriais. O crescimento e relativamente rapido e as colonias rugosas ou lisas desenvolvem-se 
dentro de 2 semanas a 37°C. Pode ser detectado um pigmento alaranjado, que e intensificado com a exposigao a luz 
suave. Nos esfregagos alcool-acidos, as celulas de M. szulgai aparecem como bacilos moderadamente longos, 
alguns com barras transversais semelhantes a M. kansasii. 

As reagdes bioquimicas essenciais a identificagao de Mycobacterium szulgai sao as seguintes: 

• Hidrolise lenta do Tween 80 

• Redugao de nitratos em nitritos 

• Atividade de catalase positiva 

• Intolerancia ao NaCl a 5%. 

Mycobacterium xenopi. M. xenopi (Xenopus , um genero de sapo) foi isolado primeiramente de um sapo 
africano. Pogas de agua quente e fria, inclusive tanques de armazenamento de agua e geradores de agua quente dos 
hospitais, sao fontes potenciais de infecgoes nosocomiais (Quadro de correlagoes clinicas 19.8). Embora nao fosse 
considerado patogenico no passado, o M. xenopi foi incriminado em varias infecgoes. 326 Wolinski relatou infecgoes 
por M. xenopi em 50 pacientes, principalmente na Inglaterra, Franga, Dinamarca, Austria e EUA. 364 Os passaros que 
frequentam as regioes costeiras da Gra-Bretanha constituem um reservatorio importante. 

► Aspectos laboratoriais. As colonias de M. xenopi tem crescimento lento, sao pequenas e verticals e produzem 
pigmento amarelo tipico, embora algumas cepas nao sejam pigmentadas. O crescimento e mais rapido a 42°C que a 
37°C, mas nao ocorre a 25°C. Embora estivesse incluido entre as micobacterias nao fotocromogenas no passado, as 
colonias amarelas intensamente pigmentadas encontradas no isolamento primario sugerem que M. xenopi possa ser 
classificado mais apropriadamente entre os escotocromogenos. As colonias tendem a ser rugosas e pode haver um 
micelio aereo evidente. O exame das microcolonias jovens cultivadas no agar 7H10 demonstra um aspecto tipico de 
“ninho de passaro”, com projegoes semelhantes a gravetos. Ramificagoes e extensoes filamentosas aparecem nas 
colonias mais antigas. Ao exame microscopico, os esfregagos alcool-acidos contem bacilos filamentosos longos, 
que sao afilados nas duas extremidades e tendem a formar paligadas. 







Maloney ef al: 93 publicaram sua experience com tres pacientes portadores de infecgoes causadas por M. szulgai e revisaram 24 casos publicados 
anteriormente na literatura. Infecgoes pulmonares ocorreram em dois ter^os desses casos e as radiografias do torax demonstraram doen^a apical 
unilateral ou bilateral com formaqio de cavidades semelhantes a tuberculose ( M. tuberculosis). Tambem existem o relato de urn paciente com 
infecgao pulmonar persistente causada pelo M. szulgai . 55 Febre, tosse, hemoptise e emagrecimento eram sinais e sintomas comuns. As infec^oes 
extrapulmonares por M. szulgai citados nessa revisao induiam bursite olecraniana, tenossinovite, sindrome do tunel do carpo, osteomielite e doem;a 
cutanea localizada. 



Mycobacterium xenopi. 


A maioria das infecgoes humanas causadas por M. xenopi sao pulmonares e semelhantes as gue sao detectadas nos pacientes infectados por M. 
tuberculosis, M. kansasii ou CMA. As anormalidades radiograficas incluem condensates multinodulares, cavidades e fibrose. Em geral, as infecgoes 
acometem pacientes com doen^a pulmonar preexistente ou condi0es predisponentes, inclusive alcoolismo, neoplasias malignas e diabetes melito. 
Contreras etal. revisaram 89 pacientes adultos com infecgoes pulmonares e demonstraram gue M. xenopi era o segundo microrganismo isolado mais 
freguentemente (38% dos casos). 57 Do mesmo modo, em uma revisao das culturas positivas para micobacterias nao tuberculosas (exceto CMA e M. 
gordonae), isoladas de 86 pacientes atendidos no State University of New York Health Sciences Center no Brooklyn, os autores demonstraram gue o M. 
xenopi foi a especie isolada mais comumente (33 pacientes). 291 A maioria dessas cepas foi isolada dos especimes respiratorios de pacientes com AIDS. 
Outro estudo tambem relatou o isolamento de 28 cepas de M. xenopi dos pacientes gue viviam na provincia de Ontario, Canada. 299 Em 19 pacientes, a 
cepa isolada nao foi considerada significativa; nove cepas foram isoladas de homens de meia-idade com outras doen^as pulmonares cronicas. Na 
provincia de Ontario, M. xenopi tern sido a segunda micobacteria nao tuberculosa isolada mais comumente, superada apenas pelo CMA. 

Em geral, a disseminaqio intrapulmonar ocorre nos pacientes aideticos; nos casos de doen<;a disseminada, I/I. xenopi tambem pode ser isolado 
do material aspirado da medula ossea. 10 As infec<;6es causadas por essa micobacteria nao sao comuns nos pacientes HIV-positivos. Em dois homens 
HIV-positivos com infecijao pulmonar sintomatica, os autores relataram sudorese noturna, tosse e dor pleurftica. 139 Esse microrganismo cresceu nas 
culturas de varios especimes respiratorios obtidos de cada paciente. Os dois pacientes melhoraram com tratamento com varios antimicrobianos. 
Tambem existe o relato de infeqao pulmonar em urn receptor de 39 anos com aloenxerto. 7 Outros autores publicaram casos de infecgoes 
extrapulmonares isoladas nos ossos, linfonodos, epidfdimo, trajetos fistulares e protese de articulaqio temporomandibular. 364 Ha relatos de infec^oes 
da coluna lombar: urn destes pacientes era uma mulher imunocompetente de 77 anos, gue desenvolveu urn abscesso paravertebral. 254,258 Urn surto 
de infecgoes pulmonares foi relatado em 13 pacientes de urn conjunto habitacional de Praga, Republica Tcheca. A fonte dessas infecgoes parecia ser 
o sistema de abastecimento de agua da localidade, porgue os microrganismos foram isolados da agua das torneiras de cinco apartamentos. Tortoli et 
al. revisaram as caracterfsticas microbiologicas de 64 cepas de M. xenopi isoladas de pacientes gue viviam em Floren^a, Italia, durante urn perfodo de 
15 anos. 326 A homogeneidade das caracterfsticas biogufmicas e de cultura e dos perfis de sensibilidade antimicrobiana dessas cepas sugeriram gue 
possa existir urn foco endemico na regiao de Floren^a. 


As reagoes bioqirimicas essenciais a identificagao de Mycobacterium xenopi sao as seguintes: 

• Crescimento ideal a 42°C 

• Pigmento escotocromogeno amarelo 

• Sem acumulo de niacina 

• Redugao de nitratos negativa 

• Produgao de catalase apenas a 68°C 

• Arilsulfatase-positivo 

• Pirazinamidase-positivo. 

Mycobacterium celatum. O nome M. celatum foi proposto para essa especie de Mycobacterium por Butler et 
al? 6 O grupo de Runyon mais apropriado para o M. celatum ainda nao foi defmido. A primeira cepa isolada foi 
descrita como nao cromatogena; contudo, outros pesquisadores demonstraram que as cepas isoladas produziam um 
pigmento amarelo fraco no escuro. M. celatum e muito semelhante fenotipicamente a M. xenopi e difere apenas por 
seu crescimento escasso a 45°C, pela formagao de colonias grandes no agar 7H10 e pela produgao de quantidades 
minimas do acido graxo 2-docanosol. M. celatum pode ter reagao cruzada com CMTB quando se utiliza o teste 
AccuProbe® (Gen-Probe, San Diego, CA) com sonda de DNA marcada com ester de acridina; embora tenha sido 
descrito, este problema ainda nao foi resolvido. 3 ' 1 M. celatum foi isolado de especimes respiratorios e, menos 
frequentemente, do sangue, das fezes e do liquido cefalorraquidiano obtidos de pacientes que residiam em diversas 
regioes geograficas, inclusive EUA, Finlandia e Somalia. Essa micobacteria pode causar doenga grave (pulmonar e 






disseminada) nos pacientes com AIDS. 24 No relato inicial de Butler etal., cerca de um tergo das cepas foi isolado 
de pacientes aideticos. 36 Haase el al. 114 descreveram um caso de linfadenite cervical unilateral (semelhante a 
escrofula) em uma crianga imunocompetente. 

Mycobacterium gordonae. Mycobacterium gordonae raramente causa infecgoes humanas, mas pode ser a 
micobacteria mais frequentemente isolada nos laboratories de microbiologia clinica (Quadro de correlagoes clinicas 
19.9). Esse microrganismo esta presente principalmente nos ambientes aquaticos, o que explica sua designagao 
altemativa como M. aquae, ou “bacilo da agua de tomeira”. 

► Aspectos laboratoriais. Mycobacterium gordonae e escotocromogeno e pode ser facilmente reconhecido por suas 
colonias lisas com pigmentagao amarelo-alaranjada intensa, que se formam depois de 7 dias de incubagao a 37°C 
(Prancha 19.2 E). M. gordonae hidrolisa Tween 80 e produz catalase termoestavel, nao produz urease e nao reduz 
nitratos em nitritos. Por tambem ser escotocromogeno, M. flavescens e uma micobacteria que pode ser confundida 
fenotipicamente com M. gordonae', contudo, o primeiro tern atividade de urease e reduz nitratos em nitritos, duas 
caracteristicas nao demonstradas por M. gordonae. M. flavescens e um comensal dos seres humanos e nao causa 
doenga conhecida. 


Quadro de correlates clinicas 


19.9 


Mycobacterium gordonae. 


Na maioria dos casos, Mycobacterium gordonae e um contaminante. E importante realizar uma revisao cuidadosa das manifestagoes clinicas e 
histopatologicas do paciente e, se possivel, repetir o isolamento do microrganismo antes de atribuir a doenga do paciente a M. gordonae. Existem 
varios casos isolados de infecgoes causadas por esse microrganismo, inclusive meningite secundaria a invasao de shunts ventriculoatriais, doenga 
hepatoperitoneal, endocardite de uma protese de valva aortica, lesoes cutaneas da mao e, possivelmente, pacientes com doenga pulmonar. 
Tambem existem casos publicados de doenga disseminada, infecgoes dos tecidos moles, infecgoes cronicas do trato urinario e peritonite de um 
paciente em dialise peritoneal. 140 ' 141,348 ' 378 Contudo, Wayne e Sramek, depois de revisarem alguns dos supostos casos de infecgoes por M. gordonae 
publicados antes, alertaram que nao havia describes dos microrganismos e correlates clinicas convincentes em muitos casos publicados nesses 
artigos e que ainda existe duvida quanto a patogenicidade real desta micobacteria. Quando M. gordonae e isolado de especimes clinicos, cada cepa 
deve ser cuidadosamente identificada e deve ser realizada uma correlagao clinica cuidadosa para determinar o significado clinico de um 
microrganismo que, na maioria dos casos, e um contaminante. 


Micobacterias nao fotocromogenas 

Complexo Mycobacterium avium. As cepas de M. avium e de M. intracellulare - referidas comumente como 
CMA - estao amplamente distribuldas nas aguas, no solo, nos mamlferos e nas aves. Nos seres humanos, esses 
microrganismos inicialmente eram considerados pouco patogenicos e uma causa rara de doenga (Quadro de 
correlagoes clinicas 19.10). Contudo, a epidemia de AIDS demonstrou a patogenicidade dessas micobacterias nos 
pacientes com depressao da imunidade mediada por linfocitos T. 102 

Os membros do CMA podem ser isolados de muitas fontes ambientais, inclusive estuarios de rios, piscinas, solo, 
poeira domestica, plantas e roupas de cama. As fontes naturais de agua, inclusive agua potavel, acarretam algum 
risco de infeegao humana por esses microrganismos. ’ 7 As aguas com salinidade moderada (salinidade entre 1 e 
2%), que tern acidez relativamente alta (pH entre 4,5 e 6,5) e estao localizadas em altitudes mais baixas, sao ideais a 
promogao da propagagao dos microrganismos do CMA;’ 1 As infecgoes humanas causadas pelo CMA podem ocorrer 
depois da ingestao de agua e alimentos contaminados (o trato intestinal parece ser o foco primario da infeegao dos 
pacientes HIV-positivos) ou da inalagao dos microrganismos contidos nos aerossois aquosos. Wendt et aid' 2 
detectaram o CMA em goticulas de 0,7 a 3,3 pm suspensas acima das superficies de agua doce, ou seja, 
suficientemente pequenas para alcangar os espagos alveolares; estes microrganismos podem ser altamente 
concentrados nas correntes de ar que emanam das interfaces da agua do mar com o ar. Embora aves, suinos e outras 
especies de aves e animais sejam infectados e excretem esses microrganismos nas fezes, que podem permanecer 
viaveis por periodos longos no solo, a transmissao dos animais aos seres humanos e rara e a transmissao entre os 
seres humanos nao foi comprovada. 136 


Quadro de correlagoes clinicas 


19.10 


Complexo Mycobacterium avium. 


As condigoes que predispoem as pessoas a desenvolver infecgoes pulmonares causadas por CMA incluem: doenga pulmonar obstrutiva cronica, 
independentemente da causa primaria; bronquiectasia; aspiragao cronica ou pneumonias recidivantes; tuberculose; pneumoconioses; fibrose cistica; 






e carcinoma broncogenico. 07,149,15 A doen<;a pulmonartambem pode acometer mulheres pos-menopausa sem condiijoes predisponentes, a chamada 
si'ndrome de Lady Windermere em referenda a personagem vitoriana de Oscar Wilde, que tinha o habito peculiar de suprimir sua fosse. Nos pacientes 
imunocompetentes, as manifesta^oes pulmonares da doemja causada pelo CMA sao semelhantes as da tuberculose pulmonar [M. tuberculosis ): fosse, 
fadiga, emagrecimento, febre baixa e sudorese noturna. As anormalidades radiograficas induem nodulos solitarios ou infiltrados mais difusos, mas 
tambem pode ocorrer doen^a cavitaria, embora menos frequentemente que na tuberculose. 

0 surto mais expressivo da doem;a causada pelo CMA nas ultimas decadas tern ocorrido nos pacientes com AIDS. Em uma revisao da doenga 
causada pelo CMA em pacientes HIV-positivos antes do uso generalizado do tratamento antirretroviral altamente ativo (HAART; highly active 
antirretroviral therapy), os autores demonstraram que esta doenga geralmente era disseminada e ocorria nos estagios finais da infecgao pelo HIV. 190 0 
risco de desenvolver essa doenga entre os pacientes com AIDS e contagens de linfocitos CD4 menores que 50 e alto (45% dentro do primeiro ano 
depois do diagnostico). 46 Quando esses microrganismos foram isolados do escarro ou do trato gastrintestinal, 60% dos pacientes tinham doenga 
disseminada. A doenga disseminada caracteriza-se por febre intermitente, sudorese, fraqueza, anorexia e emagrecimento em progressao 
relativamente rapida. Alguns pacientes podem ter dor abdominal ou diarreia com ma absorijao. 0 acometimento pulmonar significativo nao era 
frequente, apesar do isolamento dos membros do CMA das amostras de escarro. Mais de 90% dos pacientes com doenga disseminada tern 
bacteriemia e os microrganismos sao detectados nos monocitos circulantes; por isso, as hemoculturas para micobacterias sao recomendadas para 
isolar os microrganismos desses pacientes. Urn estudo relatou contagens de colonias de ate 10 6 unidades formadoras de colonias (UFC)/m£, embora 
contagens na faixa de 10 1 a 10 2 sejam mais comuns. 365 

Em urn estudo sobre infecijoes micobacterianas de 94 pacientes com AIDS, cerca de 25% dos individuos infectados pelo CMA tinham doenga 
pulmonar significativa, em contraste com 83% dos pacientes infectados por M. tuberculosis e doen<;a pulmonar. 215 Alem disso, o diagnostico de 
tuberculose dassica precedeu o diagnostico de infecqio pelo HIV em dois ter^os dos pacientes, em contraste com a doenga causada pelo CMA, que era 
a complicagao secundaria da AIDS em todos os pacientes estudados. Os membros do CMA tambem foram isolados dos pacientes com AIDS e 
meningite tuberculosa, reiterando a importance de considerar alguns patogenos coexistentes nos pacientes que chegam ao estagio de 
imunossupressao. i5/ 0 isolamento desses microrganismos do h'quido cefalorraquidiano indicava doem;a disseminada e o prognostico deste grupo de 
pacientes nao era favoravel. Contudo, a doem;a disseminada associada ao CMA tornou-se muito menos comum desde a introdugao do HAART para 
tratar a infecgao pelo HIV. 

As alteragoes histologicas tipicas encontradas nos cortes de tecidos corados com hematoxilina-eosina dos pacientes com AIDS e doenga 
disseminada por CMA sao agregados de macrofagos espumosos repletos de bacilos alcool-acidorresistentes, que se assemelham as celulas da 
hanseniase associadas as infecgoes por I/I. leprae (Pranchas 19.2 P; 19.3 I e J) ou a doen<;a de Whipple quando ha acometimento do trato 
gastrintestinal. Os pacientes com evidencia histologica de acometimento gastrintestinal (e pulmonar) sempre tern doem;a disseminada. 46 A ingestao 
de agua ou alimentos contaminados certamente poderia ser o mecanismo de transmissao principal. A histologia da doenga localizada associada ao 
CMA dos pacientes sem AIDS inclui inflamagao necrosante e/ou granulomas, com ou sem necrose caseativa. 

Nas criangas, os membros do CMA tambem podem causar linfadenite cervical semelhante a escrofula. ' Woods e Washington citaram varias 
outras infecgoes causadas pelo CMA, inclusive sinovite granulomatosa, doenga do trato geniturinario, lesoes cutaneas, osteomielite, meningite e 
ulceras do intestino grosso. " 


O CMA tem distribuigao mundial; contudo, existem areas endemicas nas regioes geograficas temperadas, 
inclusive EUA, Canada, Gra-Bretanha, Europa, Holanda e Japao. 136 Os membros do CMA sao as micobacterias nao 
tuberculosas (MNT) associadas mais comumente a doenga humana. Quando a infecgao pelo E1IV foi reconhecida 
pela primeira vez, o aumento global da incidencia das infecgoes causadas pelo CMA acompanhou a incidencia dos 
casos de AIDS. Por exemplo, dentre 161.074 pacientes com AIDS notificados aos CDC ate dezembro de 1990, 
houve mais de 12.000 casos de infecgoes causadas por MNT; em 96% destes pacientes, o agente etiologico era um 
dos membros do CMA. 128 A infecgao pelo HIV e o fator de risco principal das infecgoes disseminadas causadas por 
essas micobacterias; 224 contudo, a incidencia das infecgoes disseminadas pelo CMA entre os pacientes HIV- 
positivos diminuiu drasticamente desde a introdugao do tratamento antirretroviral altamente ativo (HAART; highly 
active antirretroviral therapy). O CMA tambem e uma causa importante de doenga pulmonar cronica, que 
geralmente acomete tres grupos de pacientes: portadores de doengas pulmonares preexistentes com lesoes 
fibrocavitarias apicais; mulheres pos-menopausa com bronquiectasia e opacidades nodulares; e pacientes com 
fibrose cistica. 

► Aspectos laboratoriais. Os membros do CMA podem formar tres tipos de colonias: (1) lisas, opacas e abauladas; 
(2) lisas, transparentes e planas; e (3) rugosas (Prancha 19.2 N e O). As cepas isoladas dos pacientes com AIDS 
geralmente formam colonias da variante lisa, transparente e plana, de acordo com as analises das microcolonias 
(Prancha 19.2 A e B). Alguns autores acreditam que essas colonias transparentes e planas sejam mais virulentas que 



as cepas que formam outros tipos de colonias. 63,280 ’ 286,312 EmboraM avium tenha sido classificado originalmente no 
grupo III de Runyon (micobacterias nao cromogenas), na experiencia de alguns autores certas cepas isoladas dos 
pacientes com AIDS tinham graus variados de pigmentagao amarela, que se tomava mais intensa a medida que 
envelheciam. Entretanto, Doern et al. 16 demonstraram que a maioria de suas cepas nao era pigmentada. Stormer e 
Falkingham mostraram que as cepas isoladas dos pacientes HIV-positivos nao eram pigmentadas e tinham mais 
tendencia a ser resistentes aos antimicrobianos, em comparagao com as cepas pigmentadas. ’ 12 

O exame microscopico dos esfregagos alcool-acidos demonstra celulas, que geralmente sao curtas e tem 
formato cocobacilar. Nas fases iniciais da cultura e em determinadas condigoes, podem ser encontrados bacilos 
longos e frnos. Em geral, a coloragao e homogenea, ou seja, nao ha formagao de faixas ou riscas. Fenotipicamente, 
as cepas do CMA sao mais bem caracterizadas por um conjunto de reagoes negativas (Tabela 19.7). Esses 
microrganismos nao produzem catalase termoestavel e podem crescer nos meios contendo T2 H; todas as outras 
reagoes bioquimicas sao negativas. Com a disponibilidade de uma sonda de acido nucleico para confirmaqao dos 
resultados da cultura dos membros do CMA, o tempo maior necessario a realizagao da identificagao das especies 
pelos metodos convencionais nao mais se justifica. Embora seja comum utilizar sondas combinadas para CMA, em 
alguns casos pode ser importante determinar se o agente etiologico e M. avium ou M. intracellulare, porque alguns 
autores sugeriram que a doenga causada pelo primeiro parece ser mais grave que a atribuida ao segundo. 375 

A maioria das cepas do CMA e resistente aos farmacos tuberculostaticos usados comumente. O mecanismo da 
resistencia esta baseado na impermeabilidade da parede celular. 2< ’° A sintese de enzimas que inativam 
aminoglicosidios e antibioticos peptidicos nao foi demonstrada, embora algumas cepas produzam betalactamases. 214 
O efeito surfactante do Tween 80 na parede celular pode potencializar o efeito de alguns antimicrobianos; o 
etambutol tambem altera a permeabilidade da membrana celular e isto explica por que este farmaco pode atuar 
sinergicamente no sentido de potencializar os efeitos de alguns outros farmacos tuberculostaticos. 12,1 O acrescimo 
dos macrolidios aos esquemas terapeuticos melhorou drasticamente o prognostico dos pacientes com doenga 
causada pelo CMA. 

Mycobacterium paratuberculosis e doenga de Crohn. Hermon-Taylor et al. m citaram o estudo de um cirurgiao 
de Glasgow (T. K. Dalziel), que publicou uma descrigao detalhada da enterite crdnica humana e propos que a 
doenga seja causada pelos mesmos microrganismos responsaveis pela doenga de Johne, um disturbio intestinal 
ulcerativo associado a diarreia cronica do gado. A doenga de Johne e conhecida desde 1895 e acreditava-se que 
estivesse associada a um BAAR, que poderia ser detectado nos tecidos dos animais infectados; contudo, naquela 
epoca, nao foi possivel cultivar este microrganismo. Entretanto, poucos anos depois, uma micobacteria de 
crescimento lento foi fmalmente isolada da mucosa intestinal dos animais infectados, que era conhecida 
inicialmente como bacilo de Johne e depois foi denominada M. paratuberculosis. 

Em 1984, enquanto trabalhavam com Hermon-Taylor e seus colegas do St. George’s Hospital em Londres, 
Chiodini et a/. 48 relataram o isolamento de uma especie de Mycobacterium desconhecida extremamente exigente de 
tres pacientes com doenga de Crohn. Depois de esforgos consideraveis, esses pesquisadores identificaram o 
microrganismo como membro do grupo III de Runyon diretamente relacionado com os complexos M. avium e M. 
paratuberculosis. Varios casos adicionais ligando M. paratuberculosis a doenga de Crohn foram publicados nos 
EUA, Holanda, Australia e Franga. 4 ' Outra evidencia de que a micobacteria da doenga de Crohn e M. 
paratuberculosis sejam o mesmo microrganismo provem de outro estudo ainda nao publicado pelo grupo do St. 
George’s Hospital, que demonstrou fragmentos de restrigao do DNA identicos entre estes dois grupos de 
microrganismos. 2 " 1 

Gitnick et al. relataram o isolamento de micobacterias exigentes (inclusive M. paratuberculosis ) de cinco dentre 
82 especimes intestinais retirados cirurgicamente de 27 pacientes com doenga de Crohn em atividade." Essas cepas 
precisaram de 4 a 8 meses para crescer em cultura e esse pode ser um dos motivos pelos quais tais microrganismos 
nao sao isolados nos laboratories clinicos. Prantera et al. 251 fomeceram evidencia indireta da associagao entre 
doenga de Crohn e M. paratuberculosis, demonstrando niveis sericos altos de anticorpo antimicobacteriano 
detectado nos pacientes depois do tratamento bem-sucedido com dapsona - um fenomeno semelhante ao que e 
observado depois do tratamento dos casos classicos de TB. Com PCR e uma parte da sequencia de insergao IS900 
de M. paratuberculosis como sonda, Sanderson et al. 2 * 1 conseguiram identificar o DNA deste microrganismo em 
65% dos especimes de biopsia dos pacientes com doenga de Crohn, em comparagao com apenas 4,3% dos pacientes 
com colite ulcerativa e 12,5% dos individuos saudaveis, respectivamente. Do mesmo modo, Fidler et al.* 6 


demonstraram que o material obtido dos granulomas dos tecidos da doenga de Crohn (31 especimes de biopsia do 
estudo) tinha tendencia muito maior de amplificar o DNA especlfico de M. paratuberculosis por PCR, que os 
tecidos sem doenga de Crohn (10 biopsias de pacientes com colite ulcerativa utilizados como controles negativos). 
Se as micobacterias realmente causam doengas intestinais, abordagens terapeuticas novas (especialmente doenga de 
Crohn) podem ser utilizadas. Essa associagao nao foi comprovada com base nos postulados de Koch (ver um 
comentario sobre paratuberculose em Cocito et al.).'" 

Mycobacterium terrae, M. gastri e M. triviale. Esses microrganismos tambem sao micobacterias nao 
fotocromogenas de crescimento lento que, no passado, geralmente nao eram reconhecidas como patogenos, mas 
raramente sao encontradas nos laboratories clinicos (Quadro de correlagoes clinicas 19.11). Essas micobacterias 
podem ser diferenciadas com base nas caracteristicas descritas na Tabela 19.7. As colonias de M. triviale podem ser 
semelhantes as do CMA ou, em alguns casos, podem ser tao asperas que sao confundidas com os bacilos da 
tuberculose; contudo, estas cepas sao niacino-negativas e podem crescer nos meios contendo NaCl a 5%. M. triviale 
tambem hidrolisa o Tween 80 em 5 dias, enquanto os membros do CMA sao Tween-negativos. M. gastri e M. terrae 
tambem sao especies nao fotocromogenas, que tambem podem precisar ser diferenciadas em alguns casos (Tabela 
19.7). M. terrae tambem e conhecido como “bacilo do rabano”, porque foi isolado inicialmente de lavados deste 
legume. As colonias de M. terrae tendem a ser mais lisas que as colonias asperas de M. triviale. 

Mycobacterium shimoidei. Em 1988, Imaeda et a/., 135 com base em estudos de homologia do DNA, 
estabeleceram oficialmente M. shimoidei como especie diferente. Desde a descrigao do primeiro caso, outras 
infeegoes clinicas causadas por M. shimoidei tambem foram relatadas. Esse microrganismo foi descrito como causa 
de infeegoes pulmonares dos pacientes que viviam na Australia e na Alemanha; este ultimo paciente adquiriu esta 
infeegao como complicagao da silicose cronica. 346 Fenotipicamente, M. shimoidei difere dos membros do complexo 
M. terrae pelas reagoes de catalase negativa e (3-galactosidase positiva e de M. malmoense pela reagao de fosfatase 
acida positiva. Contudo, como as reagoes de P-galactosidase e fosfatase acida raramente sao realizadas nos 
laboratories clinicos, a identificagao dessa especie com base nas propriedades fenotipicas e dificil. 


Quadro de correlates clinicas 


19.11 


Mycobacterium terrae e Mycobacterium triviale. 


Embora no passado fossem considerados como um complexo, M. terrae e M. triviale tambem podem ser descritos separadamente. Com base nos 
estudos de Woods e Washington, essas micobacterias foram incriminadas em varias infeegoes humanas: artrite septica causada por /W. triviale em um 
bebe; sinovite e osteomielite causadas por M. terrae em um homem jovem com pancitopenia de Fanconi; e, possivelmente, infeegao disseminada por 
M. terrae em uma mulher jovem com tuberculose miliar no passado. 570 Pesquisadores relataram varios casos de infeegao pulmonar causada por M. 
ferae. 173,321 Krishneref al. descreveram o caso de um paciente e citaram seis casos publicados anteriormente de infeegoes respiratorias. 03 Peters e 
Morice descreveram um caso de infeegao pulmonar de uma mulher de 64 anos com carcinoma de ovario, que apresentou infiltrados miliares nas 
radiografias de torax e tambem tinha erupgao cutanea nos membros. As lesoes pulmonares e cutaneas regrediram depois de 6 semanas de 
tratamento com isoniazida, rifampicina e pirazinamida, apesar da "resistenda" aparente a estes farmacos com base nos testes de sensibilidade in 
vitro. Petrini et al: 4 relataram o caso de um paciente com tenossinovite da mao causada por M. terrae. 0 tendao e a bainha tendinea estavam 
edemaciados e tinham inflamagao cronica, granulomas e necrose ao exame histologico. A tenossinovite causada por esse microrganismo tambem foi 
descrita no dedo de um pescador de meia-idade, que sofreu feridas por perfuragao enquanto manuseava as barbatanas de uma perca-prateada. 


Mycobacterium malmoense. Em 1977, Schroder e Juhlin isolaram uma nova especie de Mycobacterium de 
quatro pacientes com doenga pulmonar. 288 Os autores denominaram esse microrganismo de Mycobacterium 
malmoense, em referenda a cidade sueca de Malmo, na qual os pacientes viviam. Tambem existem relatos dessa 
doenga na Escocia. 90 M. malmoense foi isolado de pacientes americanos: 12 cepas por Good et al. em 1980 103 e 4 
pacientes com doenga pulmonar cronica por Albers et al., dos quais dois desenvolveram doenga progressiva 6 
(Quadro de correlagoes clinicas 19.12). 

► Aspectos laboratoriais. Nos casos tipicos, esse microrganismo cresce lentamente. Algumas cepas sao detectadas 
depois de apenas 2 a 3 semanas de incubagao a 37°C; contudo, outras podem necessitar de ate 12 semanas ate que as 
colonias sejam visiveis. Essa necessidade de incubagao prolongada - maior que o periodo usado na maioria dos 
laboratories clinicos - pode resultar em subdeteegao. As colonias tipicas de M. malmoense sao branco-acinzentadas, 
lisas, brilhantes, opacas e abauladas. Elas sao incolores e a exposigao a luz nao produz pigmento. Nos esfregagos 
alcool-acidos, M. malmoense tem a forma de bacilos cocoides ou bacilos curtos sem faixas transversais. 

As reagoes bioquimicas essenciais para a identificagao de Mycobacterium malmoense sao as seguintes: 




• Nao ha acumulo de niacina 

• Nao ha rcdugao de nitratos em nitritos 

• Hidrolise positiva de Tween 80 

• Produgao de catalase a 68°C 

• Pirazinamidase-positiva. 

Mycobacterium haemophilum. Sompolinsky et al. 306 foram os primeiros a isolar M. haemophilum em 1978 de 
uma lesao subcutanea de um paciente israelense com doenga de Hodgkin (Quadro de correlagdes clinicas 19.13). 
Como o nome da especie sugere, M. haemophilum requer hemoglobina ou hemina para proliferar. Agar-chocolate, 
agar Columbia com sangue de cameiro a 5%, agar Mueller-Hinton com suplemento de Fildes ou meio de LJ 
contendo citrato de ferro amoniacal a 2% e apropriado para o isolamento desse microrganismo. McBride et al. 
relataram sucesso em isolar M. haemophilum utilizando um meio que continha base de Casman, sangue de cameiro 
aquecido a 5% e violeta cristal. Em vista da chance remota de isolar esse microrganismo na maioria dos laboratories 
dos EUA, o uso de uma fita de fator X na area de inoculagao do agar 7H10 - conforme foi sugerido por Vadney e 
Hawkins - e uma altemativa aceitavel nos casos suspeitos. ' 


Quadro de correlates clinicas 


19.12 


Mycobacterium malmoense. 


Nas ultimas decadas, M. malmoense tern sido relatado com frequencia crescente como patogeno pulmonar. Nos casos tipicos, a infeqao acomete 
pacientes com doen^as pulmonares coexistentes, geralmente homens de meia-idade com pneumoconioses. 3 Em geral, as anormalidades 
radiologicas sao indistinguiveis da tuberculose. Jenkins e Tsukamora 142 descreveram dois casos de linfadenite cervical, enquanto Warren ef al. 343 
publicaram o caso de um paciente americano com doenga pulmonar cronica. Albers etal. 6 acreditam que as infeqoes por /W. malmoense possam ser 
subnotificadas, porque algumas cepas requerem incubagao por 8 a 12 semanas ou mais, antes que ocorra crescimento visivel - um periodo mais 
longo que o tempo durante o qual as culturas sao conservadas na maioria dos laboratories. Simultaneamente, e importante usar um meio de cultura 
em caldo, que passou a ser o padrao de cultura para micobacterias, de forma a aumentar a positividade das cepas de crescimento especialmente 
lento. 25 Outros casos relatados induem linfadenite de uma menina de 5 anos, infeqao cutanea septica de um paciente com tricoleucemia e varios 
casos de infeegao em pacientes HlV-positivos. 39,51,60 ' 244 ’ 360 Em um paciente, a infeegao foi tratada eficazmente com etambutol, ciclosserina e 
isoniazida, apesar da multirresistencia nos testes de sensibilidade in vitro. A inexistencia de uma correlagao dara entre os testes de sensibilidade in 
vitro e a resposta dinica foi descrita ha mais de 10 anos. 13 Na experience desses autores, a omissao do etambutol do esquema terapeutico, mesmo 
que tenha mostrado resistencia nos testes in vitro, foi responsavel por uma resposta insatisfatoria ao tratamento. 


A maioria das infeegoes afeta a pele e os tecidos subcutaneos, possivelmente como um reflexo da propensao 
desse microrganismo de proliferar sob temperatura mais baixa. 169 Gupta et a/. 113 descreveram um paciente com 
AIDS, que desenvolveu osteomielite e infeegao cutanea e foi tratado eficazmente com minociclina. Kiehn et al. 
publicaram quatro casos de pacientes imunossuprimidos, dos quais dois tinham AIDS e dois eram receptores de 
transplantes de medula ossea alogenica. 14 Em razao das necessidades singulares de hemina e temperatura mais 
baixa para seu crescimento ideal, esses autores sugeriram que M. haemophilum deva ser considerado quando os 
especimes fomecidos por pacientes imunossuprimidos com doenga inexplicavel nao isolem micobacterias nas 
condigoes habituais de cultura, ou quando sao encontrados BAAR nos esfregagos. 314 

► Aspectos laboratoriais. O crescimento ideal ocorre entre 28° e 32°C; algumas cepas crescem a 20°C, mas o 
crescimento e minimo ou inexistente a 37°C. O crescimento e estimulado pela incubagao em atmosfera com C0 2 a 
10%. As colonias tipicas podem ser asperas ou lisas depois de 2 a 4 semanas de incubagao a 32°C no meio a base de 
ovos ou no agar 7H10 (suplementado com hemina ou na superficie do qual se coloca uma “tira X”, conforme foi 
descrito antes). Essa micobacteria nao produz pigmento, mesmo depois de ficar exposta a luz. Ao exame 
microscopico, as celulas sao curtas, curvas e fortemente alcool-acidorresistentes, sem faixas ou listras. M. 
haemophilum tambem e bioquimicamente inerte e a unica reagao de pirazinamidase e a unica positiva dentre todos 
os testes convencionais usados comumente para identificar micobacterias. 

Micobacterias de crescimento rapido 

Grupo de Mycobacterium fortuitum e grupo de M. chelonae/M. abscessus. As micobacterias de crescimento 
rapido sao microrganismos terrestres e aquaticos onipresentes, que contaminam suprimentos de agua, inclusive 
reagentes e solugoes liquidas usadas nos hospitais. As manifestagoes clinicas das infeegoes causadas por essas 





bacterias estao descritas no Quadro de correlagoes clinicas 19.14. As especies de micobacterias de crescimento 
rapido que mais comumente causam doenga nos seres humanos pertencem ao grupo de M. fortuitum (especialmente 
M. fortuitum ) e grupo de M. chelonae/M. abscessus (principalmente M. chelonae e M. abscessus subesp. abscessus 
[antes conhecido como M. abscessus ]). As especies que fazem parte do grupo de M. fortuitum sao as seguintes: M. 
fortuitum, M. peregrinum, M. senegalense, M. setense, M. septicum, M. porcinum, M. houstonense, M. boenickei, M. 
brisbanense e M. neworleansense. A identificagao no nivel de especies requer tecnicas moleculares, mas na maioria 
dos casos nao tem muito significado clinico; contudo, sua identificagao pode ser util em estudos epidemiologicos. 
As especies do grupo de M. chelonae/M. abscessus sao: M. chelonae, M. immunogenum, M. abscessus subesp. 
abscessus (antes referido como M. massiliense e M. bolletii ) e M. salmoniphilum. No passado, o complexo M. 
chelonae/M. abscessus era relatado nos laudos dos laboratories. Contudo, a diferenciagao entre M. chelonae e M. 
abscessus subesp. abscessus e recomendada porque este ultimo e mais resistente aos antimicrobianos. 33 ' 68,283,373 
► Aspectos laboratoriais. Por definigao, as micobacterias sao classificadas como microrganismos de crescimento 
rapido quando proliferam em um meio so lido dentro de 7 dias depois da subcultura. As colonias jovens sao lisas e 
hemisfericas, geralmente com consistencia butirosa ou cerosa. Nos casos tipicos, as colonias do grupo de M. 
fortuitum e do grupo de M. chelonae/M. abscessus nao sao pigmentadas, mas podem parecer amareladas 
(encardidas) ou cor de creme claro (Prancha 19.2 Q). No agar Middlebrook 7H11 ou no agar de glicerol-farinha de 
milho, M. fortuitum pode formar extensoes filamentosas ramificadas nas colonias de 1 a 2 dias. Algumas cepas 
formam colonias mais rugosas com hifas aereas curtas, que sao mais bem-demonstradas sob um estereomicroscopio. 
M. chelonae nao forma essas extensoes filamentosas. 

As micobacterias descritas antes geralmente conseguem proliferar no agar MacConkey sem violeta cristal. Alem 
disso, elas formam colonias lisas e abauladas, que podem ter pigmentagao ligeiramente rosada (Prancha 19.2 R). 
Elas tambem podem crescer no agar-sangue de carneiro (SBA; do ingles, sheep blood agar) comum e, inicialmente, 
formam colonias puntiformes minusculas (Prancha 19.2 S). Os microbiologistas devem ficar atentos a essa 
possibilidade e preparar coloragoes alcool-acidas, alem da coloragao pelo Gram, para que possam fazer a 
identificagao correta. 


Quadro de correlates clinicas 


19.13 


Mycobacterium haemophilum. 


Nodulos subcutaneos dolorosos, areas de inflamagao e/ou ulceras que podem transformar-se em abscessos e fistulas com drenagem sao 
apresenta^oes clinicas comuns da infecgao por M. haemophilum. Rogers etal . 21 relataram casos de doenga disseminada em pacientes com AIDS, nos 
quais havia varias lesoes cutaneas nos membros superiores, nas maos e nos pes. Em um estudo com 13 pacientes infectados por M. haemophilum e 
provenientes de 7 hospitals metropolitanos de Nova York, as manifesta<;6es clinicas eram lesoes cutaneas disseminadas, bacteriemia e invasao dos 
ossos, das articulates, dos vasos linfaticos e dos pulmoes. Os autores desse estudo ressaltaram que as tecnicas inadequadas de cultura podem 
retardar os resultados ou produzir resultados falso-negativos, levando ao nao estabelecimento do diagnostic pelo laboratory. E possivel que as 
infecgoes sejam mais comuns que se pensava, em razao dessas dificuldades de cultivar o microrganismo. 

M. haemophilum tambem foi isolado dos punhos e dos tornozelos de pacientes com tenossinovite grave e de uma lesao cutanea, um linfonodo e 
um dos olhos de um homem, que foi o primeiro caso de infecgao por M. haemophilum publicado no Canada. 0 segundo paciente era uma menina 
canadense de 3 anos com linfadenite, que tambem foi incluida nesse estudo. 92,318 Os pacientes com linfopenia tern risco especialmente alto de 
desenvolver essas infecgoes; estudos demonstraram que dialise renal e tratamento com corticosteroides predispoem as infecgoes por M. 
haemophilum} 05 '™ 


Quadro de correlates clinicas 


19.14 


Micobacterias de crescimento rapido. 


0 grupo de M. fortuitum e o grupo de M. chelonae/M. abscessus sao as micobacterias de crescimento rapido (MCR) mais importantes na pratica clinica. 
Diversas infecgoes foram associadas a esses microrganismos, inclusive infecgoes da pele e dos tecidos subcutaneos (que sao as mais comuns), ossos, 
pulmoes, sistema nervoso central, proteses de valvas cardiacas e doen<;a disseminada. 34 ' 89,370 ' 297 Wallace e Brown revisaram 100 cepas de M. chelonae 
isoladas da pele, dos tecidos subcutaneos e dos ossos ao longo de um periodo de 10 anos. 339 As apresentai;6es mais comuns eram infecgoes cutaneas 
(53%), celulite localizada ou osteomielite (35%) e infecgoes associadas aos cateteres (12%). Os fatores de risco predisponentes as infecgoes eram 
transplantes de orgaos, artrite reumatoide e outras doen^as autoimunes e traumatismo, inclusive procedimentos medicos invasivos. Anteriormente, 
Wallace etal. 341 tinham revisado 125 infecgoes humanas causadas por MCR. Cinquenta e nove por cento desses casos envolviam a pele e os tecidos 
subcutaneos (p. ex., infecgoes de feridas pos-operatorias, traumatismo acidental e injegoes com agulhas contaminadas). 






Os surtos hospita lares de infecgoes cutaneas por/W. fortuitum foram associados a exposiqio a um aparelho contaminado e a contaminaqio de urn 
equipamento de desinfecgao automatizada de broncoscopios.'"' Tambem ha o relato de uma sindrome cutanea dinicamente bem-diferenciada, 
que estava associada a infecgao causada por um dos membros do entao chamado complexo M. chelonae (naquela epoca, M. abscessus nao era 
diferenciado rotineiramente de M. chelonae) entre receptores de transplantes renais, que consistia em lesoes nodulares dolorosas e renitentes nos 
membros. 5 ' A disseminaqio esporotricoide dessas infecgoes pode ocorrer nos pacientes imunossuprimidos e raramente a infecqio cutanea por MCR 
pode ser atribufda a extensao da doem;a disseminada. 77,21 ’ As infecgoes cutaneas causadas por essas micobacterias tambem foram associadas as 
tintas de tatuagem. 252 

Existem relatos de varios outros quadras clinicos causados pelas MCR. Pesquisadores relataram casos de ceratite em usuarios de lentes de contato 
rigidas e gelatinosas. 30 - 151 A maioria dessas infecdes ocorre depois de traumatismos e o tratamento com antibioticos topicos geralmente nao e eficaz; 
por esta razao, pode ser necessario realizar ceratoplastia para conseguir a cura. Alguns autores sugeriram que os esfregagos alcool—acidos preparados 
com raspados da cornea devam ser realizados em todos os pacientes com ulceras cronicas da cornea. 265 Os pacientes em dialise peritoneal 
ambulatorial continua tambem estao sujeitos a desenvolver peritonite causada por MCR. 49,81,164 ' 204 ' 307 Por essa razao, e recomendavel realizar culturas 
para micobacterias nos pacientes com peritonite associada a dialise peritoneal ambulatorial continua, quando as culturas rotineiras nao conseguem 
demonstrar microrganismos. As MCR devem ser consideradas quando os esfregaijos corados pelo Gram preparados a partir de especimes retirados do 
h'quido peritoneal ou dos h'quidos de dialise mostram o que parecem ser bacilos gram-positivos difteroides ou em forma de contas mal caracterizados. 
Em geral, o paciente e curado rapidamente com a remogao do cateter, a drenagem das colegoes h'quidas e o uso de antimicrobianos apropriados. 

As MCR podem causar pneumonia e as infecgoes pulmonares causadas por M. abscessus sao especialmente graves. 341 Essas micobacterias sao 
ubiquas em muitas fontes de agua e podem colonizar as vias respiratorias dos pacientes com mecanismos de defesa locais comprometidos, 
debilitados ou imunossuprimidos, ou que sao portadores de doen^a pulmonar obstrutiva cronica de longa duragao. Burns etalf estudaram um surto 
de culturas de escarro positivas para M. fortuitum entre 16 pacientes tratados em uma enfermaria de reabilitagao de alcoolicos. A eletroforese em 
campo pulsado dos fragmentos grandes produzidos por enzimas de restrigao do DNA genomico revelou que as 16 cepas isoladas eram identicas. Os 
autores demonstraram que a origem da contaminado era uma torneira ligada aos canos de abastecimento de agua dos chuveiros usados por estes 
pacientes; nenhum caso adicional ocorreu depois que os chuveiros foram desligados e descontaminados. 

Existem varios relatos de infecgoes associadas aos cateteres causadas por MCR. Raad etal . 255 revisaram 15 pacientes com cancer infectados - 
nove por M. fortuitum e seis por I/I. chelonae. Quatro pacientes com bacteriemia e infecgoes dos cateteres recuperaram-se depois da remoqio do 
cateter e a introdudo imediata do tratamento antibiotico. A bacteriemia recidivou em sete pacientes nos quais os cateteres foram mantidos e que 
foram tratados apenas com antibioticos. Os pacientes com infecgoes do tunel do cateter subcutaneo precisaram ser tratados cirurgicamente para curar 
a infecdo. Os pacientes com micobacteriemia estao sujeitos a desenvolver endocardite infecciosa, principalmente se tiverem uma protese valvar ou 
malformaijoesvalvares. 

As infecdes pot Mycobacterium chelonae tambem foram descritas nos pacientes com neutropenia febril, que e um fator de risco desta doen<;a. 

Outras infecdes causadas por MCR sao: otite media por M. chelonae em razao da transference dos microrganismos entre os pacientes por 
instrumentos contaminados; aortite depois da substituigao da valva aortica; infecdes da ferida esternal; endocardite; infecdes associadas a um 
bypass cardiaco; hepatite; sinovite; abscesso retroperitoneal como complicado de uma ferida causada por projetil de arma de fogo no flanco; e 
infecdo disseminada por M. fortuitum em um paciente com AIDS. 133,189 ' 270 ' 287 ' 300 ' 351 ' 370 Infecdes pos-traumaticas dos tecidos moles por 
Mycobacterium smegmatis foram descritas em um homem de 21 anos e uma mulher de 29 anos, que se envolveram em dois acidentes 
automobilfsticos diferentes. 223 0 primeiro paciente apresentou uma lesao com drenagem na perna esquerda e linfadenopatia inguinal, enquanto a 
ultima tinha uma area subcutanea de celulite com drenagem cronica na parte posterolateral da coxa. Os autores tambem citaram 12 casos de 
infecdes por M. smegmatis publicados na literatura, descartando quaisquer duvidas de que este microrganismo nao seja patogenico. Por fim, mais 
tarde, Newton e Weiss demonstraram que /W. smegmatis era a causa de uma pneumonia de aspiragao. 222 

As MCR variam quanto a sua sensibilidade in vitro aos antimicrobianos. Por exemplo, a maioria das cepas do grupo de M. fortuitum e sensfvel a 
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT), enquanto quase todos os membros do grupo de M. chelonae/M. abscessus sao resistentes. A maioria dos 
componentes do grupo de M. fortuitum, o grupo de M. smegmatis e M. mucogenicum sao sensiveis ao imipenem; a maioria das cepas de M. cheionae e 
sensivel a tobramicina; e a maioria das cepas de M. abscessus e sensivel a amicacina. De acordo com as diretrizes do CLSI (Clinical and Laboratory 
Standards Institute), os testes de sensibilidade antimicrobiana devem ser realizados com todas as cepas de MCR dinicamente significativas. 


Ao exame microscopico das preparagoes coradas com reagentes alcool-acidos, as micobacterias geralmente sao 
pleomorficas e variam de formas filamentosas longas a bacilos curtos e grossos. Nos casos tipicos, nao ha 
ramificagao ou esta e rudimentar; em alguns casos, as celulas podem ser esfericas ou inchadas com corpos ovoides 
que nao se coram em uma das extremidades. Algumas cepas de M. fortuitum podem crescer dentro de 48 horas no 
SB A a 5% comum. As celulas micobacterianas apresentam-se como bacilos gram-positivos filamentosos delgados e 
curtos, que se coram fracamente (Prancha 19.2 T). 



Silcox et al. 291 identificaram as seguintes caracteristicas, que indicam que uma cepa isolada pertenga ao grupo 
das micobacterias de crescimento rapido: 

• Alcool-acidorresistencia 

• Nenhum pigmento produzido 

• Crescimento em meios solidos em menos de 7 dias sob temperatura ideal 

• Atividade de arilsulfatase presente em 3 dias 

• Crescimento a 28°C no agar MacConkey especial (sem violeta cristal). 

A identificaqao precisa das micobacterias de crescimento rapido requer metodos moleculares (descritas adiante 
neste capitulo). 

Patogenos humanos incomuns. Entre as micobacterias de crescimento rapido que infrequente ou raramente 
causam doenga nos seres humanos estao os membros do grupo de M. mucogenicum (M mucogenicum, M. 
auagnense e M. phocaicum), M. mageritense, M. wolinskyi, micobacterias de crescimento rapido e pigmentagao 
precoce (M neoaurum, M. canariasense e M. cosmetician) e micobacterias de crescimento rapido pigmentadas 
como M. smegmatis, M. goodie e M. thermoresistible (esta ultima tern a capacidade singular de crescer a 52°C). A 
raridade dos relatos descrevendo doengas causadas por M. thermoresistible nos seres humanos indica que a 
exposigao seja minima, ou que este microrganismo seja pouquissimo virulento. Weitzman et al. relataram um caso 
de infecgao por essa micobacteria em uma mulher imunossuprimida com febre, tosse e emagrecimento.' As 
radiografias mostraram doenga pulmonar cavitarias. M. thermoresistible foi isolado do escarro e de um especime 
obtido por broncoscopia. O exame histologico de uma biopsia de pulmao mostrou numerosos abscessos e 
granulomas com celulas gigantes de Langhans. Wolfe e Moore descreveram uma mulher com infecgao mamaria 
adquirida depois de uma mamoplastia de ampliagao. J< ' 3 

Outras micobacterias 

Mycobacterium ulcerans. A maioria das infecgoes causadas por M. ulcerans foi relatada na Africa Central e 
Ocidental, Malasia, Nova Guine, Guiana, Mexico e Australia (Quadro de correlagoes clinicas 19.15). O nome 
“ulcera de Baimsdale” e usado para descrever as lesoes cutaneas causadas pelas infecgoes por M. ulcerans em 
referenda a cidade australiana na qual este microrganismo foi isolado pela primeira vez por Alsop e Searls na 
decada de 193 0. 256 A maioria das infecgoes humanas ocorre nas regioes tropicais depois de incursoes humanas nas 
florestas tropicais. 120 Alguns autores sugeriram que as micobacterias sejam transportadas do solo para os sistemas 
lacustres de drenagem, onde se multiplicam ao longo de alguns meses ou anos. Os seres humanos sao infectados por 
esses microrganismos presentes nos estuarios contaminados. 

► Aspectos laboratoriais. M. ulcerans cresce preferencialmente a 33°C, mas nao ha qualquer crescimento a 37°C. 
Cerca de 6 a 12 semanas depois, surgem colonias asperas, ligeiramente acastanhadas ou nao pigmentadas, convexas 
a planas, com contomos irregulares, que comumente se assemelham as colonias de M. tuberculosis. Ao exame 
microscopico, as celulas alcool-acidorresistentes sao moderadamente longos e baciliformes, sem formagao de faixas 
ou contas. M. ulcerans e biologicamente inerte e, dentre todos os testes usados para identificar micobacterias, 
apenas a atividade de catalase termoestavel e positiva. 

Mycobacterium genavense. M. genavense e uma MNT nao pigmentada de crescimento lento, isolada raramente, 
e causa infecgoes nos pacientes com AIDS. Essa micobacteria foi reconhecida primeiramente por Boettger et al., 2 ' 
que descobriram um padrao singular utilizando o DNA extraido das micobacterias cultivadas nos meios de 
hemocultura BACTEC® 13A. Os fragmentos dos genes ampliflcados foram sequenciados diretamente e os perfis 
eletroforeticos foram determinados em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio. Os autores estudaram 
16 cepas com um perfil de sequencia de DNA singular e denominaram oficialmente os microrganismos como M. 
genavense em referenda a um paciente aidetico de 28 anos, que vivia em Genebra e do qual foi isolado pela 
primeira vez. Mais tarde, utilizando ensaios para sequenciamento do gene do rRNA 16S extraido das micobacterias 
nao identificadas isoladas de 15 hemoculturas obtidas de sete pacientes com AIDS, Coyle et al , 61 tambem 
confirmaram a identidade de M. genavense como uma especie diferente. O padrao das sequencias era muito 
semelhante ao de M. simiae, mas as manifestagoes clinicas (febre, emagrecimento, diarreia, hepatosplenomegalia e 
anemia), a resposta ao tratamento e os achados a necropsia eram mais sugestivos das infecgoes por CMA. 22 Ao 
exame histopatologico, a infecgao dos pacientes HIV-positivos por M. genavense causa lesoes caracterizadas por 



massas de histiocitos espumosos e granulomas maldefmidos, cujo desenvolvimento depende da reatividade 
imunologica do hospcdeiro. Em uma serie de necropsias, os orgaos afetados comumente eram intestino delgado, 
bago, figado e linfonodos; os pulmoes, o miocardio e os rins nao eram afetados e este padrao de distribuigao era 
semelbante ao observado nos pacientes com doenga disseminada causada por um dos membros do CMA. 


Quadro de correlates ch'nicas 


19.15 


Mycobacterium ulcerans. 


Nos casos tipicos, a infecgao causada por M. ulcerans - tambem conhecida como ulcera de Buruli - evidencia-se na forma de um "furunculo" ou 
nodulo sob a pele dos membros inferiores, que geralmente se desenvolve na area de um traumatismo progresso. Depois de algumas semanas, essa 
lesao transforma-se em uma ulcera superficial que nao cicatriza e tern base necrotica. Em geral, as lesoes sao indolores, a menos que sejam infectadas 
secundariamente por bacterias. Algumas lesoes podem ser muito graves com necrose coagulativa avascular estendendo-se aos pianos profundos de 
gordura subcutanea. 134 Tambem podem formar-se nodulos satelites, que depois ulceram. 

Essa doemja foi descrita ao menos em 33 pafses localizados na Africa, America do Sul e Paci'fico ocidental. Embora Delaporte et al. 72 tenham 
relatado um dos primeiros casos de infecgao por M. ulcerans em um paciente com AIDS, ela nao e um marcador desta doenga. A ulcera de Buruli e uma 
das 17 doen^as tropicais negligenciadas. Essa Infecgao e progressiva e causa morbidade, limitagoes fisicas e desfiguragao significativas. Ate 80% dos 
pacientes parecem ser curaveis se forem tratados com antimicrobianos apropriados. Veja informa^oes atualizadas sobre ulcera de Buruli na pagina da 
Organizagao Mundial da Saude (www.who.int/topics/mycobacterium_ulcerans/en/.) 


Embora as primeiras cepas tenham sido isoladas de especimes obtidos de pacientes com AIDS na Sulga, 
infecgoes disseminadas causadas por M. genavense tambem foram descritas em outros palses da Europa, nos EUA e 
na Australia. 27,2 ’ 4 Essa distribuigao geografica pode refletir a conscientizagao mais ampla dos profissionais de saude 
quanto a essa especie nova, em vez de areas endemicas selecionadas. M. genavense pode nao ser diagnosticado 
porque cresce apenas nos meios de cultura em caldo ou em um meio solido ao qual se acrescentou micobactina J 
(que nao esta disponlvel na maioria dos laboratorios cllnicos) e requer incubagao prolongada. 

Detecgao e identificagao das micobacterias por metodos moleculares 

Nos ultimos anos, a maioria dos laboratorios de micobacteriologia clinica abandonou a tarefa tediosa e demorada de 
realizar testes bioquimicos para identificagao defmitiva das especies de micobacterias isoladas em cultura. Com 
frequencia crescente, os metodos baseados em biologia molecular sao usados nos laboratorios clinicos para 
identificar as especies de Mycobacterium isoladas em cultura. Por exemplo, o uso dos ensaios com sondas de acidos 
nucleicos praticamente substituiu os testes bioquimicos convencionais usados para identificar CMTB, CMA, M. 
leans as ii e M. gon/onae. 78 ’ 82,152,180,206,220,264,284,327 

Existem quatro aplicagoes principais para as tecnicas moleculares disponiveis nos laboratorios clinicos: 

• Confirmagao das culturas das cepas isoladas de especimes clinicos por meio de sondas de DNA 

• Identificagao das micobacterias por meio do sequenciamento do DNA ou outras tecnicas moleculares 

• Detecgao direta do CMTB nos especimes respiratorios e extrapulmonares utilizando ensaios de amplificagao de 
acidos nucleicos 

• Tipagem das especies de Mycobacterium por perfis de DNA e tecnicas de tipagem. 

A literatura medica relativa ao diagnostico molecular aplicado a identificagao das micobacterias e vasta. Embora 
os metodos moleculares usados nos diversos laboratorios de micobacteriologia variem, quase todos eles usam ate 
certo ponto as tecnicas de diagnostico molecular. O estudo dessas tecnicas tambem possibilita o entendimento 
fundamental da biologia basica das micobacterias e ajuda a determinar a melhor aplicagao das tecnicas mais 
modemas, quando sao introduzidas no laboratorio clinico. A detecgao e a caracterizagao das micobacterias por 
metodos moleculares podem ser classificadas em tecnicas baseadas em amplificagao e tecnicas sem amplificagao. 
Depois da amplificagao, o(s) produto(s) podem ser analisados por sequenciamento do DNA para obter informagoes 
quanto a identidade do microrganismo ou por outras tecnicas ou por tipagem. Os elementos mais importantes dessas 
aplicagoes estao descritos a seguir. 


Metodos de amplificagao de sinais 




Sondas de acido nucleico. As sondas de acido nucleico foram a primeira tecnologia a base de acidos nucleicos 
a ser utilizada rotineiramente no laboratorio de microbiologia clinica para identificar micobacterias em culturas 
positivas. Essas sondas nao isotopicas foram desenvolvidas primeiramente e langadas no mercado pela Gen-Probe 
(hoje Hologic, San Diego, CA). A precisao, a sensibilidade e a especificidade dessas sondas sao muito altas quando 
sao usadas para identificar micobacterias em cultura. 78,104,152,180,206,220,284 As sondas de acidos nucleicos estao 
disponiveis para identificar membros de CMTB, CMA, M. kansasii e M. gordonae. Tambem existem sondas 
separadas para M. avium e M. intracellulare, que podem ser usadas quando a diferenciagao destas duas 
micobacterias e necessaria. 

Em resumo, essa tecnologia usa sondas de DNA de helice simples marcadas com ester de acridina, que formam 
hibridos com o RNA ribossdmico (rRNA) liberado pela micobacteria em teste por agao de um agente litico, calor e 
sonicagao. O RNA ribossomico e um alvo genetico util a identificagao desses microrganismos, porque comumente 
contem sequencias de assinatura e esta presente nas celulas e nas culturas em grandes quantidades em razao da 
proliferagao das micobacterias (/. e., amplificagao biologica). A sonda de DNA e o rRNA formam hibridos de 
acordo com o principio tradicional do pareamento de pares de bases de Watson e Crick, resultando em um complexo 
estavel de DNA-RNA. Depois da inativagao da sonda nao hibridizada, efetua-se uma etapa de geragao de sinais, 
que produz luz detectada por um instrumento. A luz produzida e proporcional a quantidade de sondas presentes e 
utiliza-se um limiar predeterminado para aferir a positividade. As duas horas necessarias para identificar as especies 
para as quais existem sondas geneticas disponiveis representam um avango significative, quando comparadas com o 
processo de identificagao por meio dos metodos tradicionais. 206,284 Os kits disponiveis no mercado tern validade 
longa e isto tambem amplia sua utilidade em um grande numero de laboratories. 

Uma vantagem reconhecida desde o inicio foi o uso dessas sondas nas culturas em caldo positivas que, que 
maioria dos casos, isolam micobacterias com menos tempo que os meios solidos. 82,152,237,264 No esforgo por reduzir 
ainda mais o tempo necessario a deteegao, Forbes et a/. 88 usaram a amplificagao por PCR para detectar M. 
tuberculosis isolado nos caldos de cultura BACTEC® 12B. Com a utilizagao da PCR, os fiascos de BACTEC® 12B 
positivos poderiam ser avaliados quando o indice de crescimento (IC) chegasse a 10, abreviando o tempo de 
incubagao necessario a que este indice alcangasse 100 ou mais. Nesse estudo, o uso da PCR resultou no tempo 
medio de deteegao de M. tuberculosis de 9 dias, em comparagao com os 14 dias necessarios quando se utilizavam 
sondas de acido nucleico aplicadas nas subculturas em BACTEC® 12B em meios solidos. A deteegao de cordoes 
nas coloragoes alcool-acidas preparadas a partir das culturas em caldo com sinais positivos pode ser usada para 
selecionar imediatamente o ensaio para CMTB. 146 

Metodos de amplificagao de acidos nucleicos 

Aplicagoes disponiveis no mercado. Em casos raros, a carga de microrganismos no especime clinico e 
suficientemente grande para conseguir a deteegao por uma sonda genetica quimioluminescente. Entretanto, na 
maioria dos casos, esse metodo e pouco sensfvel para uso direto nas amostras clinicas. Quando a identificagao das 
micobacterias e tentada diretamente nos especimes clinicos, recomenda-se um ensaio a base de amplificagao de 
acidos nucleicos. No final da decada de 1990, dois ensaios de amplificagao de acidos nucleicos disponiveis no 
mercado para detectar membros do CMTB foram aprovados pela FDA para aplicagao nas amostras respiratorias. 
Esses dois testes - ensaio de PCR para M. tuberculosis Amplicor® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) e teste 
Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct (AMTD®), que utiliza amplificagao mediada por transcrigao - foram 
aprovados para uso nos especimes clinicos com esfregagos positivos, enquanto apenas este ultimo foi aprovado para 
amostras respiratorias com esfregagos negativos. Isso representou o ponto culminante de varios estudos de 
desenvolvimento e pesquisas de campo ao longo de varios anos, resultando nos produtos que sao padronizados e 
desenvolvidos de forma a atenuar os problemas de contaminagao por DNA estranho e inibigao das reagoes de 
amplificagao pelos inibidores endogenos. Os ensaios de amplificagao de acidos nucleicos funcionam bem nos 
especimes com esfregagos positivos, mas, como seria esperado, a sensibilidade e menor com as amostras 
respiratorias com esfregagos negativos, em comparagao com as tecnicas de cultura. 20,25 ’ 67,73,132,228,241 ’ 242,281,303,338 

A revisao de todos os estudos publicados por outros pesquisadores ao longo da evolugao das aplicagoes do 
AMTD e PCR nos testes diretos com especimes para identificar micobacterias estaria alem dos propositos deste 
capitulo, mas existem muitos estudos nesta linha. Nos paragrafos seguintes, descrevemos alguns dos estudos de 
cada uma dessas tecnologias aprovadas pela FDA. 


Uma das primeiras pesquisas de campo com o teste AMTD® da Gen-Probe (hoje Hologic, San Diego, CA) foi 
publicada por Jonas el al. em 1993. 14<1 Em um estudo com 758 sedimentos de escarro processado, dos quais 119 
(16%) eram positivos para M. tuberculosis, o ensaio da Gen-Probe alcanqou sensibilidade, especificidade, valor 
preditivo positivo e valor preditivo negativo de 82%, 99%, 97% e 96%, respectivamente; estes valores eram 
comparaveis aos resultados obtidos com cultura e melhores que os fomecidos pelas analises dos esfregaqos. 

Miller et al , 209 realizaram um estudo retrospective de tres especimes respiratorios diferentes de cada um dos 250 
pacientes avaliados por meio do AMTD® e compararam os resultados com os obtidos por microscopia, cultura e 
revisao dos prontuarios clinicos. Desses pacientes, 198 (dos quais foram recolhidos 594 especimes) eram negativos 
para M. tuberculosis com base nas culturas e nos criterios clinicos, enquanto 52 eram positivos (156 amostras). A 
especificidade global do AMTD® foi de 98,5%. Dentre 156 especimes obtidos dos pacientes com TB, os 
microrganismos foram isolados de 142 (91%), a microscopia das preparaqoes alcool-acidas foi positiva em 105 
(67,3%) e o AMTD® foi positivo em 142 (91%). Quando todos os tres especimes de cada paciente foram testados, o 
AMTD® detectou todos os 52 pacientes positivos para TB. 

Em um estudo com 938 especimes respiratorios, Pfyffer et al. 242 demonstraram que o teste AMTD® teve 
sensibilidade de 93,9%, especificidade de 97,6%, valor preditivo positivo de 80,7% e valor preditivo negativo de 
99,3%, depois da resoluqao dos resultados discrepantes com base na revisao dos prontuarios. Esses autores 
concluiram que o AMTD® foi altamente sensivel e especifico para detectar membros do CMTB no intervalo de 
algumas horas. Contudo, os resultados de outro estudo foram menos encorajadores. 25 Dentre 617 especimes das vias 
respiratorias, 590 eram negativos com base na cultura e no AMTD®. Vinte e uma culturas (3,4%) isolaram M. 
tuberculosis', destas, 15 (71,4%) foram detectadas pelo teste AMTD® e seis nao foram identificadas. M. 
tuberculosis nao cresceu nas culturas de seis especimes AMTD®-positivos (28,6%) obtidos de tres pacientes em 
tratamento para TB. Desse modo, a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo e o valor preditivo 
negativo do AMTD® foram de 71,4%, 99%, 99% e 71,4%, respectivamente. Esses autores consideraram o teste 
facil de realizar e altamente especifico, mas teve sensibilidade baixa. Eles sugeriram que a inclusao de um controle 
de amplificaqao interno possa ser util. 

Vuorinen et a/. 338 realizaram estudos comparando o desempenho do produto da Gen-Probe com o teste 
Amplicor® para M. tuberculosis (Roche Molecular Diagnostics, Indianapolis, IN), antes da aprovaqao deste ultimo 
ensaio pela FDA. Esses autores testaram 256 especimes respiratorios obtidos de 243 pacientes quanto a presenqa do 
CMTB por meio do AMTD® e do PCR Roche Amplicor® Mycobacterium tuberculosis Test (Amplicor® PCR). Em 
comparaqao com os resultados das culturas realizadas simultaneamente, as sensibilidades da coloraqao, do AMTD® 
e do Amplicor® PCR foram de 80,8%, 84,6% e 84,6%, respectivamente. As especificidades desses tres testes foram 
de 99,1%, 98,7% e 99,1%, respectivamente. A conclusao desses autores foi de que os dois metodos de amplificaqao 
de acidos nucleicos foram rapidos, sensiveis e especificos para detectar M. tuberculosis nas amostras respiratorias. 

A seguir, apresentamos breves resumos de alguns outros estudos com o teste PCR Roche Amplicor® 
Mycobacterium tuberculosis. Ichiyama et al.} 2 em um estudo paralelo de 422 amostras de escarro obtidas de 170 
pacientes com infecqoes micobacterianas, tambem demonstraram que o sistema AMTD® e o Amplicor® 
Mycobacterium tiveram desempenho igualmente satisfatorio, com concordancia de 98,7%. D’Amato et al. 61 
avaliaram o teste Roche Amplicor® em 985 especimes fomecidos por 372 pacientes. Em comparaqao com as 
culturas e o diagnostico clinico, a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo e o valor preditivo 
negativo foram de 66,7%, 99,6%, 91,7% e 97,7%, respectivamente, valores comparaveis aos resultados das culturas. 
Os autores citaram a grande vantagem de dispor dos resultados do teste em cerca de 6,5 horas depois da chegada das 
amostras ao laboratorio. Wobeser et al: " 2 demonstraram que o ensaio Amplicor® PCR alcanqou sensibilidade, 
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de 79, 99, 93 e 98%, respectivamente, em um 
estudo de 1.480 amostras clinicas obtidas de 1.155 pacientes. Nos especimes com esfregaqos positivos, a 
sensibilidade foi de 98%, em comparaqao com 59% com os especimes esfregaqo-negativos. A sensibilidade e a 
especificidade dos especimes que apresentavam IC positivo no sistema BACTEC® 460 foram de 98 e 100%, 
respectivamente. Em um estudo com 68 crianqas com tuberculose em varios estagios, Delacourt et al. 1 mostraram 
que a PCR foi positiva em 83,3% das 199 amostras obtidas das crianqas com doenqa em atividade, mas tambem em 
38,9% das crianqas assintomaticas. 

Em 2012, a FDA aprovou o uso nos EUA de um terceiro ensaio de amplificaqao de acidos nucleicos - o teste 
Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA). Esse ensaio tern dois componentes: (1) um cartucho plastico, que 



contem li'quido para processamento das amostras e solugoes-tampao de PCR e reagentes de PCR em tempo real 
liofilizados; e (2) o equipamento GeneXpert®, que processa as amostras e realiza o teste de PCR em tempo real 
automaticamente. Esse ensaio detecta simultaneamente M. tuberculosis e a resistencia a rifampicina por 
amplificagao da PCR de um fragmento de 81 pb do gene rpoB deste microrganismo e a pesquisa subsequente de 
mutagoes associadas a resistencia a rifampicina. O controle intemo e um ensaio de sinalizagao molecular hemi- 
nested para detectar DNA do Bacillus globigii. Como especimes aprovados temos o escarro in natura e sedimentos 
concentrados preparados a partir do escarro. O tempo total de processamento manual e menor que 5 minutos por 
especime e os resultados ficam disponiveis em menos de 2 horas. Nos testes de amostras de escarro, a sensibilidade 
versus cultura foi de 98 a 100% com as amostras esfregago-positivas para BAAR e de 69 a 72% com as amostras 
esfregago-negativas. 26 ’ l2l ’~' MI A especificidade do ensaio nesses dois estudos foi de 100%. 

Outro ensaio de amplificagao para CMTB - M. tuberculosis BD ProbeTec® (BD Diagnostic) - esta disponivel 
para uso fora dos EUA e nao foi aprovado pela FDA. Essa ensaio usa amplificagao por deslocamento de faixa e e 
usado para detectar diretamente membros do CMTB nas amostras respiratorias, assim como nas culturas 
positivas. 15 ’ 18,342 Barrett et a/. 15 estudaram especimes respiratorios diretos de 205 pacientes com probabilidade alta 
de ter TB. Dentre os 109 pacientes com TB comprovada por cultura, 101 foram positivos no teste BD ProbeTec®, 
resultando na sensibilidade de 92,7%. Nesse estudo, houve tres reagoes falso-positivas em pacientes infectados por 
MNT e a especificidade foi de 96%. 

O uso dos produtos disponiveis no mercado nao impede que os usuarios encontrem problemas com a adogao e a 
utilizagao do teste. As recomendagoes dos fabricantes devem ser seguidas rigorosamente e os padroes de controle de 
qualidade precisam ser aplicados rigidamente. Esses testes nao substituem as culturas. Ainda existem casos em que 
membros do CMTB sao isolados em cultura, mas nao sao detectados pelos metodos moleculares. Alem disso, a 
descrigao do perfil molecular complete de todos os determinates de resistencia ainda nao esta completa, de forma 
que os testes de sensibilidade fenotipicos precisam ser realizados. Os metodos de cultura devem ser realizados em 
paralelo para cada especime recebido, as manifestagoes clinicas de cada paciente devem ser monitoradas 
cuidadosamente e a comunicagao entre o laboratorio e os medicos de atengao primaria deve ser mantida ao longo de 
todo o processo. Com todas essas ressalvas em mente, a capacidade de diagnosticar casos novos de TB em fase 
inicial tern impacto significativo no tratamento e no controle da infecgao, reduzindo a transmissao da doenga para 
outras pessoas. 

Ensaios de PCR desenvolvidos pelos laboratories, inclusive PCR em tempo real. Alem dos ensaios 
aprovados pela FDA, existem varios ensaios de amplificagao de acidos nucleicos desenvolvidos por laboratories 
(antes conhecidos como “testes caseiros”). Embora nao sejam aprovados para uso pela FDA, esses testes podem ser 
recursos diagnostics importantes nas maos dos usuarios capacitados. A possibilidade de abreviar a detecgao e a 
identificagao dos membros do CMTB e talvez outras especies de Mycobacterium diretamente em varios especimes 
clinicos para algumas horas, em vez de dias e semanas, toma esses ensaios atraentes. Em geral, o custo dos ensaios 
de amplificagao desenvolvido por laboratories e consideravelmente menor que o dos produtos disponiveis no 
mercado, mas a validagao adequada dos ensaios cabe ao usuario do teste. 

Nolte et al. 226 desenvolveram um dos primeiros ensaios de PCR para diagnostic rapido da TB pulmonar; nesse 
artigo, os autores descreveram informagoes basicas importantes, que poderiam ser interessantes para aqueles que 
desejam aprender mais sobre desenvolvimento e implementagao de um ensaio de PCR. Alguns dos problemas 
potenciais que precisam ser considerados quando se utilizam ensaios de amplificagao de acidos nucleicos sao a 
inibigao da amplificagao e a reprodutibilidade do teste. Essas questoes foram analisadas em um estudo publicado 
por Noordhoek et al. envolvendo varios laboratories. 22 Os autores circularam 200 amostras de escarro, saliva e 
agua contendo quantidades conhecidas de celulas da cepa BCG do M. bovis, alem de controles negativos por analise 
de PCR, entre sete laboratories que usavam a sequencia de insergao IS6110 como alvo da amplificagao do DNA. 
Cada laboratorio utilizava seu proprio protocolo de pre-tratamento, extragao do DNA e detecgao do produto da 
amplificagao. Niveis altos de resultados positivos falsos (variagao de 3 a 20%) com PCR foram detectados nos 
laboratories participates, com valor extremo de 77% em um laboratorio. Esse desempenho relativamente ruim 
resultou da falta de monitoramento de cada etapa do procedimento e realga a necessidade do controle de qualidade 
rigoroso durante todas as etapas do ensaio. Alem disso, a inibigao da amplificagao e a notificagao incorreta dos 
resultados negativos falsos podem ser problemas com a PCR. Por isso, o uso de um controle de amplificagao interno 


ou a documentapao e o monitoramento do indice de resultados falso-negativos de um ensaio sao necessarios para a 
acreditapao laboratorial pelo College of American Pathologists para os laboratories que utilizam esses testes. 

A amplificapao de acidos nucleicos em tempo real e um metodo mais rapido para realizar PCR ou outras 
tecnicas de amplificapao, no qual a amplificapao e a detecpao ocorrem na mesma camara de reapao. A camara e 
fechada e isto reduz significativamente a contaminapao dos amplicons no laboratorio. Existem varios ensaios 
desenvolvidos para a detecpao rapida de M. tuberculosis, que utilizam a maioria dos formatos disponiveis. 

Pesquisadores descreveram ensaios que utilizam o sistema LightCycler® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). 
Alguns desses sao especificos para M. tuberculosis e usam um conjunto unico de sondas de transference de energia 
por ressonancia de fluorescencia (FRET; do ingles, fluorescence resonance energy transfer). 1 '"' 2 '' Miller et a/. 208 
estudaram 135 especimes BAAR-positivos, dos quais 105 isolaram M. tuberculosis. O ensaio LightCycler® e o 
teste Amplicor® M. tuberculosis PCR com os quais o FRET foi comparado detectaram 103 dos 105 especimes 
positivos, resultando em sensibilidade de 98,1% para cada um. Os autores tambem estudaram 232 frascos de cultura 
BacT/Alert® MP com especimes respiratorios, dos quais 114 eram positivos paraM tuberculosis. Todas as culturas 
positivas foram detectadas pelo ensaio LightCycler®. 

Shrestha et al. 295 usaram outra abordagem e desenvolveram um ensaio de PCR de faixa estendida para detectar 
todas as micobacterias, mas para diferenciar M. tuberculosis das MNT com base na analise da curva de dissolupao 
pos-amplificapao. Depois de concluir a amplificapao, as curvas de dissolupao podem ser geradas por alguns tipos de 
ensaio de amplificapao em tempo real. Os ensaios que utilizam sondas FRET produzem curvas de dissolupao muito 
bem-defmidas, que distinguem diferenpas de ate um unico nucleotidio nos locais de hibridizapao da sonda. Shrestha 
et al. utilizaram essa propriedade para diferenciar M. tuberculosis das MNT utilizando 186 cepas isoladas por 
cultura e 50 amostras clinicas com culturas positivas para M. tuberculosis. Os ensaios Light-Cycler® e Amplicor® 
M. tuberculosis PCR com os quais ele foi comparado detectaram 48 dos 50 especimes positivos. 

Os resultados dos ensaios de PCR em tempo real sao intrinsecamente quantitativos e, quando sao utilizados com 
padroes, e possivel determinar a quantidade exata de um microrganismo. Kramme et al. 165 descreveram um ensaio 
de PCR em tempo real, que nao apenas detectava a presenpa do microrganismo, como tambem conseguia fomecer 
um indicio quanto a quantidade presente. Do mesmo modo, Rondini et al. 214 desenvolveram um ensaio baseado em 
hidrolise de sondas (/. e., um ensaio de Taqman) para detectar outro micobacteria patogenica cutanea importante - o 
M. ulcerans. 

Analises pos-amplificacao 

Ensaios de hibridizapao reversa em linhas. Em varios aspectos, a hibridizapao reversa e semelhante ao Southern blot 
tradicional, na qual a reapao de hibridizapao da sonda com o amplicon ocorre em nitrocelulose ou um substrato 
semelhante. Com essa tecnologia, as sequencias-alvo sao primeiramente amplificadas por PCR usando iniciadores 
biotinilados. As diversas sondas sao imobilizadas em uma fita de nitrocelulose e o produto amplificado e aplicado 
na fita, que e o inverso de um Southern blot. Na area de hibridizapao das sondas com o amplicon, formam-se linhas. 
Quando esse padrao e comparado com um modelo-chave, e possivel interpretar os resultados dessa reapao (Figura 
19.2). As vantagens sobre o Southern blot tradicional sao que o exame avalia diversas sondas simultaneamente e 
nao e necessario usar radioisotopos. 

A tecnologia de hibridizapao reversa esta disponivel comercialmente na forma de ensaios de sondas em li nh as 
para identificapao rapida das micobacterias. Esses ensaios tern desempenho melhor quando utilizam colonias em 
meio solido ou caldo obtido de uma cultura liquida positiva, embora seja possivel realizar testes diretos em 
especimes com esfregapos BAAR-positivos. A primeira versao do ensaio de hibridizapao reversa era o teste LiPA 
Mycobacteria® (Innogenetics). Esse ensaio utilizava uma PCR de faixa estendida dirigida contra a regiao 
intergenica 16S-23S e sondas para CMTB, CMA e as seguintes especies de micobacterias: M. avium, M. 
intracellulare, M. kansasii, grupo de M. chelonae, M. gordonae, M. xenopi e M. scrofulaceum. Miller et al. 210 
estudaram 60 cepas clinicas de micobacterias isoladas de 59 pacientes utilizando esse produto e nao encontraram 
discrepancias com a identificapao laboratorial rotineira da maioria das cepas, embora algumas nao tenham sido 
identificadas no nivel das especies. Entre as cepas testadas, 26 eram membros do CMTB, 9 M. avium, 3 CMA, 3 M. 
kansasii, 4 M. gordonae e 5 do grupo de M. chelonae. As amostras desses pacientes tinham reapoes positivas para 
CMA e, em seguida, foram confirmadas tambem para M. intracellulare por analise do polimorfismo de 
comprimento dos fragmentos de restripao (RFLP; do ingles, restriction fragment length polymorphism ) por PCR. 


Outras sete especies micobacterianas foram identificadas apenas no nivel de genero {Mycobacterium spp.); seis 
delas eram M. fortuitum e uma era M. szulgai. Varios outros grupos de pesquisadores avaliaram esse produto e 
obtiveram resultados semelhantes e, durante sua realizagao, os autores encontraram alguns problemas de pouca 
importancia, que levaram ao desenvolvimento de uma versao nova aperfeigoada. 315,324,325 A PCR seguida de 
hibridizagao reversa tambem e usada diretamente nos especimes clinicos com resultados excelentes nas amostras 
esfregago-positivas. 4 A versao mais nova - INNO-LiPA® Mycobacteria v2 - ampliou para 16 o numero de 
especies micobacterianas identificaveis. Tortoli et air 24 testaram 197 micobacterias pertencentes a 81 taxons com 
esse produto e obtiveram especificidade e sensibilidade de 100% com 20 das 23 sondas. As sondas especificas para 
o complexo M. fortuitum , para o grupo CMA-M scrofulaceum e para o M. intracellulare tipo 2 apresentaram 
reatividade cruzada com varias micobacterias isoladas raramente dos especimes clinicos. A sensibilidade global foi 
de 100% e a especificidade global foi de 94,4%. 
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■ FIGURA 19.2 Ensaio de hibridizagao reversa INNO-LiPA® MYCOBACTERIA V2 (Innogenetics, Gent, Belgica). Essa fita 
contem uma linha de controle conjugada e sondas de hibridizagao para identificar micobacterias no nivel do genero e obter 
informagoes sobre 16 especies diferentes. (Fotografia retirada da bula do produto comercial.) 

Outros estudos tambem demonstraram que os ensaios de hibridizagao reversa sao uteis a detecgao dos 
determinantes geneticos da resistencia aos diversos farmacos tuberculostaticos. 4 ' 42,70 ’ 144293 ’ 305 Assim como a 
identificagao das especies, a detecgao dos determinantes geneticos de resistencia tambem pode ser realizada 
diretamente nos especimes clinicos. 144 Embora o desempenho seja satisfatorio, especialmente com a rifampicina, a 




sensibilidade e a especificidade ficam abaixo de 100% e, por esta razao, os testes de sensibilidade baseados em um 
metodo fenotlpico ainda precisam ser realizados. 

Sequenciamento do DNA. Hoje em dia, o sequenciamento do DNA para analisar um produto amplificado e um 
metodo comum de analise pos-amplificagao. Embora seja util, essa tecnologia e mais complexa que a hibridizagao 
simples com sondas e frequentemente requer que o usuario tenha experiencia com um software de alinhamento e 
edigao das sequencias e bancos de dados geneticos. A analise dessas regioes variaveis intercaladas entre as regioes 
conservadas, que funcionam como locais de hibridizagao de iniciadores de faixa estendida, tomou-se um recurso 
poderoso na identificagao dos microrganismos. 29,94,101,106,176,259,289,372 

O sequenciamento tradicional do DNA, tambem conhecido como sequenciamento de Sanger, era realizado no 
passado apenas nos laboratories de pesquisa, mas se tomou corriqueiro em muitos laboratories de patologia 
molecular e microbiologia molecular. Esses metodos sao utilizados com sucesso para identificar bacterias, 
micobacterias, nocardias e fungos. Os genes que codificam as subunidades ribossomicas desses microrganismos sao 
os alvos geneticos utilizados mais comumente na identificagao baseada no sequenciamento. 

Essa tecnologia tern revolucionado a identificagao laboratorial dos microrganismos de crescimento lento, 
inclusive micobacterias e nocardias. 52 ' 115,150,203,233,239 Uma das regioes do complexo de genes 16S mais uteis a 
identificagao das micobacterias consiste na regiao hipervariavel A. Essa regiao tern sido usada para realizar a 
identificagao rapida e precisa, baseada no sequenciamento da maioria das micobacterias comuns clinicamente 
relevantes. 75,119 Alem disso, ela tambem e usada para ajudar a identificar e diferenciar as cepas mais dificeis de 
caracterizar. 308 Essa regiao tambem tern sido utilizada com sucesso para identificar a maioria das micobacterias 
clinicamente relevantes por meio do pirossequenciamento. 14 

O MicroSeq® (Applied Biosystems, Inc. [ABI], Foster City, CA) e um sistema disponivel no mercado para 
identificar microrganismos com base no sequenciamento do DNA. Depois do isolamento em cultura, realiza-se uma 
PCR usando os iniciadores fomecidos. Em seguida, a sequencia e determinada por sequenciamento baseado em 
capilares da ABI e o produto e submetido a uma pesquisa em um banco de dados geneticos, que e mantido e 
atualizado pelo fabricante. Hall et a/. 115 estudaram esse banco de dados usando 59 cepas da ATCC e 328 cepas 
isoladas da pratica cllnica. Com base naquilo que se conhece como escore de distancia < 1%, o sistema baseado em 
sequenciamento identificou corretamente 98,3% (58 das 59) cepas da ATCC no grupo ou complexo certo e 90,1% 
(219 das 243) das cepas isoladas da pratica clinica. Entre as cepas restantes com escores de distancia > 1%, 41,1% 
(35 de 85) foram identificadas no nivel das especies, complexos ou grupos corretos, enquanto 15,3% (13 de 85) 
foram identificadas no nivel de especies. O fato mais significativo e que os autores se referiram a intervalo menor 
que 24 horas para identificar as micobacterias, uma observagao fenomenal quando se considera o tempo necessario 
para a identificagao baseada nos metodos fenotipicos tradicionais. 

Os genes rpoB, hsp e tuf tambem tern sido usados com sucesso como alvos geneticos para a identificagao de 
varias bacterias com base no sequenciamento. 79,80,150,174,229,231,267 O gene rpoB, que codifica a RNA-polimerase 
dependente do DNA, foi utilizado por varios grupos de pesquisa para identificar micobacterias. 1 '' 7 158,181,321 ’ O 
sequenciamento desse alvo genetico e popular, porque nao permite apenas identificar os microrganismos, mas 
tambem fomece informagoes sobre a sensibilidade das cepas a rifampicina. 305,306 

Analise de microarray. Os microarrays - dispositivos conhecidos comumente como chips geneticos - tem sido 
amplamente utilizados com fins experimentais e tambem sao usados para identificar micobacterias e detectar 
determinantes geneticos de resistencia. Troesch et al , 329 descreveram o uso de um microarrav, que examinava duas 
regioes geneticas (rDNA 16S e gene rpoB). Com esse microarray, os autores estudaram 70 micobacterias 
representativas de 27 especies diferentes e 15 cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina e conseguiram 
identificar 26 das 27 especies e todos os mutantes resistentes. Os microarrays sao muito promissores, mas sao 
dispendiosos e hoje ainda sao experimentais. 

Tipagem das cepas e perfil de DNA. O advento das tecnicas moleculares permitiu analises de cepas 
especificas de M. tuberculosis com finalidades epidemiologicas. A sequencia de insergao \S6II0 foi identificada 
especificamente como alvo de uma sonda de DNA a ser usada na analise de perfil molecular. 40 ' 41 O IS6110 era 
conservado em todas as cepas de M. tuberculosis estudadas e estava presente em grandes quantidades de copias. A 
tecnica de perfil molecular especifica descrita consistia na digestao do DNA genomico pela endonuclease de 


restrigao BamYW, seguida da separagao dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose e transference dos 
fragmentos de DNA para uma membrana de nailon com hibridizagao da membrana pelos segmentos de DNA 
clonado, que representavam duas partes diferentes do IS6110. 

Varios pesquisadores utilizaram a sequencia de insergao IS6110 como alvo para realizar estudos 
epidemiologicos. Yang et al? 11 compararam os padroes de perfil molecular de 68 cepas micobacterianas isoladas de 
pacientes HIV-positivos com TB da regiao de Dar es Salaam na Tanzania com 66 cepas isoladas de pacientes HIV- 
negativos que viviam na mesma regiao. Os autores observaram 101 padroes de perfil molecular entre esse grupo de 
pacientes e o nivel de diversidade era igual entre os dois. Dentre essas cepas, 8,8% mostraram resistencia a no 
minimo um farmaco, novamente sem qualquer tendencia a concentragao entre um desses grupos. Em um estudo dos 
padroes de perfil molecular do IS1610 de M. tuberculosis isolado de 64 pacientes da Polinesia Francesa, os autores 
identificaram 11 grupos diferentes. 322 A concentragao das cepas com padroes identicos foi evidenciada em alguns 
grupos familiares, indicando que a transmissao ativa desempenha um papel significative na reativagao da doenga 
nessa regiao geografica. Do mesmo modo, em um estudo subsequente, os autores demonstraram um grau elevado de 
semelhanga dos padroes do perfil do IS6110 entre individuos com graus de parentesco proximo. 376 Na Groelandia, 
um dos grupos prevalentes defmidos pelo IS6110 representava 91% dos 245 casos de TB na Dinamarca encontrados 
durante o mesmo periodo. Esses casos foram atribuidos a um grupo de imigrantes da Groelandia, que viviam em 
uma pequena regiao geografica defmida da Dinamarca. 

Van Soolingen et a/. 334 detectaram 43 padroes diferentes de perfil do IS6110 de 153 cepas de M. bovis isoladas 
do gato e dos seres humanos da Holanda e da Argentina, de varios animais dos zoologicos alemaes, de um parque 
florestal da Arabia Saudita e de focas e gatos doentes da Argentina. As cepas que apresentavam apenas uma banda 
eram tipicas das que foram isoladas do gado. Das 20 cepas humanas isoladas na Argentina, 18 apresentavam uma 
unica banda (semelhante a encontrada nas cepas do gado), sugerindo claramente a transmissao dos bovinos aos seres 
humanos. Os padroes de perfil molecular das cepas de M. bovis isolados na Holanda eram difusos, exceto pelos 
padroes semelhantes de cinco pacientes, dos quais todos viviam em Amsterda e tres eram da mesma farm'd a. Cave et 
al. 4{> demonstraram que os padroes de polimorfismo de comprimento do fragmento IS6110 entre seis cepas de M. 
bovis isoladas de um paciente e 42 cepas de M. tuberculosis isoladas de 18 pacientes mantiveram-se estaveis ao 
longo de um periodo de 8 meses a 4,5 anos e nao foram modificados pelas alteragoes dos perfis de resistencia 
antimicrobiana. Esses estudos ilustram a utilidade das analises por endonuclease de restrigao para estudos 
epidemiologicos da TB humana e animal. 

Varios outros elementos repetitivos do DNA foram usados como marcadores por grande numero de 
pesquisadores para tipar as cepas de M. tuberculosis e outras especies de Mycobacterium. Hermans et al} 11 
descobriram um inserto de DNA micobacteriano complexo-especifico, que formava hibridos especificamente com o 
DNA das cepas do CMTB. Um fragmento nao repetitivo com 158 pb dessa sequencia foi amplificado por PCR e 
usado na detecgao seletiva direta das micobacterias do CMTB no liquido pleural, nos lavados bronquios e nas 
biopsias com limite de sensibilidade inferior a 20 celulas (cerca de 10 3 celulas em uma amostra de escarro). Wiid et 
al} 56 usaram o oligonucleotidio GTG5 como marcador para identificar cepas de M. tuberculosis, que consideraram 
ser util nos casos em que algumas cepas deste microrganismo tinham pouco ou nenhum elemento de insergao (p. 
ex., IS6110). Friedman et al} 1 usaram a amplificagao por PCR de segmentos de DNA localizados entre duas copias 
dos elementos repetitivos IS6110 e a sequencia repetitiva polimorfica rica em GC. Um segmento de 439 pb 
amplificado por PCR do gene da proteina do choque termico (HSP; do ingles, heat-shock protein) de 65 kDa foi 
usado para desenvolver padroes de RFLP de varias especies de Mycobacterium de crescimento rapido, inclusive M. 
fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis e M. mucogenicum . 31 ° Em um estudo, o elemento de sequencia de insergao 
repetitiva IS1245 foi usado em cepas isoladas de animais e de seres humanos de M. avium} 11 Em outro estudo, as 
sequencias de insergao repetitivas IS1311 e \S900 foram usadas como sondas de DNA para avaliar o RFLP de 75 
cepas isoladas clinicamente de M. avium . 2/3 Dois marcadores, dos quais um codifica uma proteina de 40 kDa (p40) 
e a sequencia de insergao \S90l-\S902, foram usados como marcadores moleculares na tipagem de 184 cepas de 
CMA isoladas em estudos de campo. 

A separagao por eletroforese em campo pulsado dos fragmentos de restrigao produzidos por digestao do DNA 
cromossomico foi usada na tipagem de 16 cepas de M. haemophilum, das quais 12 apresentaram padroes 
semelhantes, inclusive seis do mesmo hospital/’ 74 Essa tecnica tambem foi usada para identificar pacientes 
infectados por mais de uma cepa do CMA. " 2 O DNA polimorfico amplificado randomico (RAPD; do ingles, 
random amplified polymorphic DNA, tambem conhecido como PCR de iniciadores arbitrarios) foi usado em um 



estudo com varios iniciadores para determinar quais tinham mais poder discriminative para fomecer perfis 
reprodutiveis na tipagem das cepas de M. tuberculosis. 187 Essa tecnica tambem foi utilizada para tipar cepas de M. 
tuberculosis, usando como marcador uma regiao amplificada por PCR que separava os genes que codificam o rRNA 
16S e 23S. 1 Esses autores citaram a tipagem molecular por RAPD como um metodo mais rapido e tecnicamente 
menos exigente que as outras tecnicas de tipagem molecular. Alem disso, sao necessarias quantidades menores de 
DNA que outros metodos, permitindo a analise mais rapida de cepas primarias jovens de M. tuberculosis. 

Kirschner et a.1. 161 desenvolveram “bibliotecas” de perfis de fragmentos de restrigao das subunidades 16S do 
rRNA extraido de varias especies de Mycobacterium, que ja tinham sido caracterizadas por testes bioquimicos ou 
sondas de acido nucleico. O perfil especifico produzido por uma endonuclease de restrigao de uma especie de 
Mycobacterium desconhecida pode ser comparado facilmente com os perfis da “biblioteca”, fomecendo um metodo 
rapido de identificagao precisa sem necessidade de culturas. Do mesmo modo, Avaniss-Aghajani et al. n 
desenvolveram um metodo para identificar cepas de micobacterias diretamente de amostras de agua e especimes 
clinicos. A PCR era usada primeiramente para amplificar uma parte da subunidade pequena (SSU; do ingles, small- 
subunit) do rRNA de 13 especies diferentes de micobacterias usando um iniciador de PCR 5’ que carreava um 
marcador fluorescente para permitir a deteegao do produto amplificado. O produto da PCR era digerido por 
endonucleases de restrigao e os tamanhos dos fragmentos de restrigao marcados eram determinados por um 
sequenciador de DNA automatizado. Pesquisadores desenvolveram uma “biblioteca” de fragmentos de restrigao 5’ 
produzidos por cinco endonucleases de restrigao, que podem classificar 20 especies de Mycobacterium. Cada 
especie tern um comprimento do fragmento de restrigao 5’ singular para cada endonuclease especifica, cujas 
selegoes podem ser usadas para identificar especies desconhecidas. As vantagens dessa tecnica sobre os metodos de 
PCR rapida incluem custo menor e possibilidade de caracterizar varias especies de Mycobacterium e detectar mais 
de uma especie na mesma amostra. 

Os metodos de tipagem das cepas tambem e usado para detectar cepas resistentes do M. tuberculosis. Em 
estudos diferentes, Whelen et al. " ’ e Felmlee et all usaram metodos singulares para detectar mutagoes da 
subunidade beta da RNA-polimerase de M. tuberculosis (rpoB ) e identificar mutagoes associadas mais comumente a 
resistencia a rifampicina. No estudo de um surto de MDR-TB na cidade de Nova York, Plikaytis et air 4 ' 1 usaram um 
ensaio de PCR multiplex direcionado a uma repetigao direta do IS6110 com sequencia interveniente de 556 pb 
(NTF-1) para identificar os pacientes que estavam infectados pelas cepas de M. tuberculosis que eles denominaram 
cepas “W” multidrogarresistentes. Esse ensaio identificou corretamente todas as 48 cepas W de M. tuberculosis 
entre o total de 193 cepas estudadas. Esses estudos indicam o grau de sofisticagao alcangado pelas tecnicas 
moleculares e as aplicagoes praticas nas quais elas sao usadas. 

Testes de sensibilidade antimicrobiana 
Complexo Mycobacterium tuberculosis 

A necessidade de dispor de testes de sensibilidade rapidos e precisos para CMTB e essencial, em razao do 
surgimento de cepas multidrogarresistentes. Os testes de sensibilidade devem ser realizados com a primeira cepa do 
CMTB isolada de qualquer paciente e devem ser repetidos depois de 3 meses de tratamento adequado, quando as 
culturas continuam positivas. Os testes iniciais devem incluir todos os farmacos principais: INF! em concentragao 
critica, rifampicina, etambutol e PZA. 

Proporgao em agar e o metodo de referenda para testar a sensibilidade do CMTB a INF1, rifampicina e 
etambutol. As concentragoes recomendadas no agar Middlebrook TH10 sao as seguintes: INH, 0,2 pg/ni l ; 
rifampicina, 1,0 pg/mf; e etambutol, 5,0 pg/mC . Contudo, a proporgao em agar nao pode ser usado para testar PZA. 
Alem disso, esse metodo nao e rapido e os resultados sao relatados depois da incubagao por 3 semanas, caso haja 
crescimento suficiente. De forma a assegurar a deteegao de resistencia no menor prazo possivel, recomenda-se usar 
um metodo em caldo com tempo de incubagao curto. 367 Os CDC sugerem que os laboratories de microbiologia 
esforcem-se para relatar os resultados dos testes iniciais dentro de 15 a 30 dias depois do recebimento dos especimes 
no laboratorio. 317 Em condigoes ideais, os resultados dos testes de sensibilidade aos farmacos principais devem estar 
disponiveis dentro de 7 a 14 dias depois do isolamento do CMTB. Os farmacos de segunda linha (Tabela 19.9) 
devem ser testados quando uma cepa e resistente a rifampicina ou a dois dos outros farmacos principais. As cepas 
resistentes apenas a INH tambem devem ser testadas quanto a sensibilidade aos outros farmacos de segunda linha, 
caso o tratamento pretendido inclua uma fluoroquinolona. 367 


A frequencia dos mutantes resistentes em uma cultura de bacilos da tuberculose foi estimada em cerca de 1:10 5 
celulas resistentes a INH e 1:10 6 bacterias resistentes a estreptomicina. Quando os dois farmacos (/'. e., INH e 
estreptomicina) sao considerados em conjunto, a incidencia de resistencia e de 1:10", ou seja, a soma das duas 
consideradas separadamente. O conhecimento da incidencia dos mutantes torna-se importante porque estudos 
demonstraram que os pacientes com uma cavidade pulmonar aberta podem ter uma populagao bacilar total entre 10 7 
e 10 9 micobacterias. Por isso, quando esses pacientes sao tratados com um unico agente tuberculostatico, suas 
culturas podem demonstrar rapidamente o surgimento de uma cepa resistente a este farmaco e, por esta razao, o 
tratamento e ineficaz. Consequentemente, os pacientes com TB sempre devem ser tratados inicialmente com os 
quatro farmacos principais citados antes. A falta de adesao do paciente a esse esquema pode resultar no 
desenvolvimento de um bacilo resistente aos farmacos especificos (Figura 19.3). Depois de acompanhar um grupo 
de pacientes coinfectados por M. tuberculosis e HIV, Nolan demonstrou que a falta de adesao ao tratamento para 
tuberculose era a razao principal das falencias terapeuticas. 77 A falta de adesao tambem pode contribuir para a 
falencia terapeutica e o surgimento de resistencia antimicrobiana. 

Um segundo principio dos testes de sensibilidade do CMTB esta baseado na correlagao entre a resposta clinica 
ao tratamento e o resultado dos testes de sensibilidade in vitro. Quando mais de 1% dos bacilos da tuberculose 
presentes sao resistentes a um farmaco in vitro, o tratamento com este farmaco nao e clinicamente eficaz. Por isso, 
os metodos usados nos testes de sensibilidade antimicrobiana das micobacterias devem ser capazes de determinar a 
porcentagem de bacilos sensiveis e resistentes a determinado farmaco, ou fornecer resultados equivalentes quando 
os metodos sao comparados. Quando se utiliza o metodo de proporgao em agar, o inoculo deve ser ajustado de 
forma que o numero de mutantes naturalmente resistentes nao leve erroneamente o tecnico do laboratorio a 
interpretar a cultura como resistente. Pela mesma razao, deve haver um numero suficiente de colonias na placa, de 
forma que a incidencia de resistencia microbiana na faixa de 1% possa ser determinada. Isso e conseguido mais 
facilmente quando 100 a 300 unidades formadoras de colonias (UFC) estao presentes em cada quadrante da placa de 
Petri subdividida em quatro. Para determinar a incidencia de resistencia, pode ser necessario inocular dois conjuntos 
de placas com testes de sensibilidade, do qual o segundo e preparado com uma diluigao de 100 vezes do inoculo 
usado na primeira placa. 

Tabela 19.9 Tuberculostaticos de segunda linha e concentragoes recomendadas no agar Middlebrook 
7H10. 


Farmaco 

Concentragao (pg/mt) 

Isoniazida 

1,0 

Etambutol 

10,0 

Amicadna 

4,0 

Capreomidna 

10,0 

Etionamida 

5,0 

Canamidna 

5,0 

Levofloxadno 

1,0 

Moxifloxadno 

0,5 

Ofloxadno 

2,0 

Acidop-aminosalicilico 

2,0 

Rifabutina 

0,5 

Estreptomicina 

2,0 el 0,0 
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■ FIGURA 19.3 Desenvolvimento de resistencia antimicrobiana das micobacterias ao tratamento com urn e com dois 
farmacos. A. O paciente e tratado apenas com isoniazida (INH). Embora a quantidade menor de mutantes resistentes a 
estreptomicina seja inibida pela INH, as cepas mutantes resistentes a INH sao refratarias e, com o tempo, representam a 
maior parte da populagao. Isso representa uma falencia terapeutica. B. O paciente e tratado com estreptomicina e INH. Os 
mutantes resistentes a estreptomicina sao inibidos pela INH, enquanto os mutantes resistentes a INH sao inibidos pela 
estreptomicina. Desse modo, nenhuma dessas cepas mutantes pode proliferar descontroladamente e o tratamento e bem- 
sucedido. (Reproduzida com base em Crofton J. Some principles in the chemotherapy of bacterial infections. BMJ 1969;2:209- 
212 .) 

O metodo de proporgao em agar e realizado em placas de Petri de plastico divididas em quatro quadrantes. As 
placas podem ser compradas no mercado ou preparadas no proprio laboratorio. Cinco mililitros do meio com agar 
sao colocados em cada quadrante, o primeiro sem qualquer antimicrobiano para funcionar como controle de 
crescimento e os outros tres com concentragoes variadas do farmaco a ser testado. A base pode ser agar 
Middlebrook, 7H10 ou 7H11. 367 Discos de papel contendo quantidades especificas dos agentes tuberculostaticos sao 
aplicados em cada quadrante e o meio de agar sem antimicrobiano e dispensado em cada quadrante. 
Altemativamente, o meio de agar pode ser preparado com o farmaco em forma liquida. Uma cepa de referencia de 
M. tuberculosis - H37Rv (ATCC 27294) - sensivel a todos os farmacos tuberculostaticos principais e secundarios e 
recomendada como controle de qualidade da proporgao em agar e dos metodos preferiveis de testagem de 
sensibilidade em caldo. 





































O primeiro teste de sensibilidade antimicrobiana baseado em caldo para CMTB foi o equipamento BACTEC® 
460 acoplado a uma “coifa de TB”. A base desse teste em caldo e a detecgao radiometrica do l4 C liberado do meio 
llquido 7H12 contendo acido palmltico marcado com 1-[ 14 C] por agao metabolica das micobacterias. 268,205,366,296,207 
O equipamento BACTEC® 460 revolucionou os testes de sensibilidade antimicrobiana para CMTB, mas nao e mais 
referendado pelo fabricante e, por isso, nao sera mais considerado a seguir. 

Em 2002, a FDA aprovou o sistema MGIT® 960 (descrito antes neste capitulo) nao radiometrico totalmente 
automatizado para testar sensibilidade do CMTB a INH, rifampicina, etambutol, PZA e estreptomicina (urn farmaco 
de segunda linha). Alguns estudos demonstraram que o desempenho do sistema MGIT® ao testar os farmacos 
principais e comparavel ao do BACTEC® 460 radiometrico e do metodo de proporgao em caldo, enquanto o tempo 
necessario ate a obtengao dos resultados e semelhante ao do BACTEC® 460. 2,17,127,170,243,278,285 Embora o MGIT® 
960 nao tenha sido aprovado pela FDA para testar outros farmacos de segunda linha alem da estreptomicina, varios 
pesquisadores validaram seu desempenho com esta fmalidade. 170,127,186,269,279 

O sistema MGIT® usa um protocolo de teste em duas camadas: INH, rifampicina e etambutol estao na primeira 
camada e PZA e testada separadamente. O inoculo pode ser preparado a partir de um meio solido ou liquido. De 
forma a assegurar a precisao e a reprodutibilidade dos resultados, e essencial que as recomendagoes do fabricante 
sejam seguidas rigorosamente. Um conjunto de testes de sensibilidade antimicrobiana do sistema MGIT® inclui um 
tubo de controle de crescimento sem farmacos e tubos contendo os antimicrobianos. Quando o IC do tubo de 
controle de crescimento chega a 400 dentro de 4 a 13 dias, o sistema sinaliza a conclusao do teste e interpreta os 
resultados da seguinte forma: uma cepa e considerada resistente a um farmaco quando o IC do tubo contendo este 
antimicrobiano e > 100; ela e considerada sensivel quando o IC e < 100. O teste e invalido quando o IC do tubo de 
controle chega a 400 em menos de 4 dias ou mais de 13 dias; isto indica que o inoculo e muito volumoso ou contem 
contaminantes, ou e insuficiente. 

O teste para PZA no sistema MGIT® difere ligeiramente do teste para os outros tres farmacos principais. A 
preparagao do inoculo e a interpretagao dos resultados sao as mesmas, mas o caldo do tubo MGIT® com PZA tern 
pH reduzido, contem um suplemento separado e o tubo de controle de crescimento com PZA e inoculado com uma 
diluigao de 1:10 do inoculo no tubo contendo este antimicrobiano. O desempenho do sistema MGIT® no teste para 
PZA parece ser inferior ao dos outros farmacos principais. 44,45 Aparentemente, ha um problema de resistencia falsa 
que, com base nos resultados de um estudo, poderia ser corrigida pela redugao do inoculo de 0,5 para 0,25 ml. 245 
Alguns pesquisadores sugeriram que uma combinagao de teste baseado em cultura e sequenciamento do gene pncA 
possa ser uma abordagem mais confiavel para avaliar sensibilidade ou resistencia a PZA. 298 

O sistema VersaTREK® de monitoramento continuo totalmente automatizado, conforme foi descrito antes neste 
capitulo para demonstrar crescimento e detectar micobacterias, tambem foi aprovado pela FDA para testar 
sensibilidade do CMTB a todos os farmacos principais. Assim como o sistema MGIT®, o inoculo pode ser 
preparado a partir de um meio em caldo (VersaTREK® Myco ou agar 7H9) ou solido (meio de LJ ou agar 
7H10/7H11). Os frascos inoculados contendo os farmacos e o frasco sem qualquer antimicrobiano sao colocados no 
aparelho, que monitora automaticamente o crescimento a cada 24 h. Um teste de sensibilidade e valido quando o 
crescimento no frasco de controle e detectado dentro de 3 a 10 dias depois da inoculagao. Os frascos contendo 
antimicrobianos sao monitorados por 3 dias depois da positivagao do frasco de controle. Uma cepa e considerada 
resistente a determinado farmaco quando o crescimento no frasco contendo antimicrobiano e detectado < 3 dias 
depois da detecgao de crescimento no frasco de controle. Uma cepa e considerada sensivel quando nao ha 
crescimento no frasco contendo antimicrobiano, ou quando o crescimento e detectado > 3 dias depois de sua 
detecgao no frasco de controle. Estudos demonstraram concordancia satisfatoria entre o sistema VersaTREK® 
Myco, BACTEC® 460, MGIT® 960 e metodo de proporgao em agar. 19,83,276 

Outro metodo baseado em caldo para testar sensibilidade do CMTB e o TREK Sensititre MYCOTB® MIC com 
96 camaras por placa, que inclui os farmacos principais (exceto PZA) e os de segunda linha. Quando os autores 
escreviam este capitulo, esse teste nao havia sido aprovado pela FDA e, por isso, era utilizado apenas com 
fmalidade experimental. O inoculo e preparado a partir das colonias cultivadas em um meio solido e os resultados 
ficam disponiveis dentro de 10 a 21 dias depois da inoculagao da placa. Em comparagao com o metodo de 
proporgao em agar, o desempenho desse sistema e satisfatorio a excelente, com concordancia categorica de 94 a 
100% em um estudo e de 80 a 99% em outro. 116,182 Esse metodo tern a vantagem de testar simultaneamente 
farmacos principais e de segunda linha e nao requer um equipamento para interpretar os resultados. Contudo, ele 



nao inclui PZA, um inconveniente principal, e o tempo necessario para a liberagao dos resultados e maior que os dos 
sistemas automatizados em caldo. 

Em vista da importancia da detecgao rapida da TB resistente, pesquisadores desenvolveram varios metodos 
moleculares para detectar mutagoes associadas a resistencia. Esses metodos podem ser usados para testar culturas 
positivas (caldo ou colonias) ou especimes BAAR-positivos no esfregago. Entretanto, a resistencia antimicrobiana 
pode ser causada por outras mutagoes diferentes das que sao detectadas por esses metodos; por esta razao, a 
impossibilidade de detectar uma mutagao nao significa necessariamente que a cepa seja fenotipicamente sensivel. 

Os metodos moleculares podem ser divididos entre os que estao baseados em sondas (p. ex., ensaio GeneXpert® 
MTB/RIF da Cepheid, que utiliza sinais moleculares; e os ensaios MTBDR/;/u.v® e MTBDRs7® da E1AIN, que 
usam sondas em linhas) e os que estao baseados em sequencias (p. ex., sequenciamento de Sanger e 
pirossequenciamento). Os metodos baseados em sonda detectam a presenga ou ausencia de mutagoes, enquanto os 
metodos baseados no sequenciamento fomecem sequencias das cepas selvagens ou mutantes. As mutagoes nem 
sempre estao associadas a resistencia antimicrobiana; por isso, a detecgao de uma mutagao por um metodo baseado 
em sondas pode nao significar resistencia fenotipica em todos os casos. Alem disso, como nem todos os 
mecanismos de resistencia sao conhecidos, a impossibilidade de detectar uma mutagao nao exclui defmitivamente 
resistencia. Portanto, embora os metodos moleculares fornegam rapidamente informagoes uteis, todos sao 
coadjuvantes e nao substituem os testes de sensibilidade antimicrobiana fenotipicos. 

O ensaio GeneXpert® MTB/RIF ja foi descrito neste capitulo. A resistencia a rifampicina e detectada quando o 
exame demonstra a existencia de uma ou mais mutagoes da regiao determinante de resistencia a rifampicina de 81 
pb no gene rpoB. O desempenho desse ensaio na detecgao de M. tuberculosis em especimes clinicos foi descrito 
anteriormente. Com respeito a detecgao da resistencia de M. tuberculosis a rifampicina, Zeka et a/. 380 demonstraram 
concordancia total com o metodo de proporgao em agar para 89 dos 429 especimes com culturas positivas para este 
microrganismo: 88 eram sensiveis e um era resistente. Marlowe et a/. 195 testaram 217 especimes, dos quais 130 
tinham culturas positivas para M. tuberculosis. Todos os 130 eram sensiveis a rifampicina no metodo de 
microdiluigao em caldo, mas tres eram inicialmente resistentes com base no GeneXpert®. As culturas em meio 
liquido dos tres especimes com resultados discrepantes foram retestadas pelo GeneXpert®: duas eram sensiveis e 
uma continuou resistente. 

Os ensaios de sondas da HAIN, que utiliza hibridizagao reversa para detectar mutagoes, nao foram aprovados 
pela FDA para uso diagnostico nos EUA, mas tern sido usados em varios outros paises. Os ensaios MTBDR/;/».y® e 
MTBDR.v/® incluem sondas para os tipos selvagens e sondas para varias mutagoes encontradas frequentemente. A 
ausencia de uma banda do tipo selvagem indica a existencia de uma mutagao. A coexistencia de uma banda mutante 
sugere que haja uma mutagao especifica na cepa/amostra. A ausencia das bandas dos tipos selvagem e mutante 
indica a existencia de uma mutagao, mas nao fornece informagoes acerca do tipo de mutagao. O desempenho desses 
ensaios varia, dependendo do farmaco, mas e melhor com a rifampicina e as quinolonas. Com esses dois ensaios, a 
especificidade (sensivel ao farmaco com base no ensaio com sondas em linhas e nos testes de sensibilidade 
antimicrobiana fenotipicos) e > 95% e, com excegao da rifampicina, e maior que a sensibilidade (resistente ao 

ice 010 700 

farmaco com base no ensaio com sondas em linhas e nos testes fenotipicos de sensibilidade antimicrobiana). ’ ■ 

Pesquisadores dos CDC avaliaram o sequenciamento do DNA para detectar resistencia aos farmacos principais e 
de segunda linha em 314 cepas de M. tuberculosis , 38 Os testes fenotipicos foram realizados pelo metodo de 
proporgao em agar, exceto para PZA, que foi testada com BACTEC® 460 ou MGIT® 960. Os loci geneticos 
examinados foram as regioes determinantes de resistencia dos genes rpoB, embB e gvrA, os promotores dos genes 
inhA e eis, as regioes dos genes katG e its com mutagoes estabelecidas e as estruturas de leitura aberta completas 
dos genes tlyA e pncA. As especificidades dos farmacos principais foram de 86% para pncA (PZA), 93% para embB 
(etambutol), 94% para rpoB (rifampicina) e 100% para katG, inhA e katG + inhA (INH). As sensibilidades foram de 
97% (rpoB), 91% (katG + inhA), 85% (pncA) e 79% (embB). As sensibilidades e as especificidades dos farmacos de 
segunda linha foram de 82 e 98% para ciprofloxacino e ofloxacino (gvrA), 86,5 e 96% para canamicina (rrs ou eis), 
90 e 99% para amicacina (rrs) e 61 e 87% para capreomicina (rrs e/ou tlvA). 

Micobacterias nao tuberculosas 

Para testar a sensibilidade antimicrobiana das MNT, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 
recomenda a realizagao de testes com as cepas isoladas da pratica clinica pelo metodo de microdiluigao usando 


caldo de Mueller-Hinton cation-ajustado com OADC ou OAD a 5% e estabelece as diretrizes para CMA, M. 
kansasii (que tambem se aplicam as outras MNT nao exigentes de crescimento lento), M. marinum e micobacterias 
de crescimento rapido. 36 ' As recomendagoes gerais estao descritas nos paragrafos seguintes, mas o documento CLSI 
M24 367 deve ser consultado para conhecer os detalhes especificos. O laudo do exame deve incluir a concentragao 
inibitoria minima (CIM) e uma interpretagao. Os testes de controle de qualidade devem ser realizados com cada lote 
novo de placas com 96 camaras e, a partir de entao, semanalmente ou a cada vez que o teste for realizado a 
intervalos menores que 1 semana. 

Quanto aos testes de sensibilidade do CMA, o unico farmaco principal recomendado na epoca em que o autor 
escrevia este capitulo era claritromicina. Contudo, os estudos publicados por Brown-Elliott et al. : ' 2 apoiam tambem 
a real izagao dos testes para amicacina. Os farmacos de segunda linha, que podem ser uteis em determinados casos, 
sao moxifloxacino e linezolida. Embora etambutol, rifampicina, rifabutina e estreptomicina sejam uteis na pratica 
clinica, nao ha correlagao entre os resultados dos testes de sensibilidade in vitro e a evolugao clinica dos pacientes 
com infecgoes por CMA tratadas com estes farmacos. Por isso, os resultados dos testes de sensibilidade com esses 
antimicrobianos nao devem ser relatados. Se for possivel, as colonias da variante translucida devem ser selecionadas 
para esses testes porque sao consideradas mais virulentas e mais resistentes aos antimicrobianos. As placas devem 
ser incubadas em ar ambiente a 35° a 37°C e examinadas no 1- dia. Se nao houver crescimento suficiente, as placas 
sao reincubadas e examinadas novamente entre os 10 2 e 14 2 dias. O parametro final e turbidez visivel. A cepa 
recomendada para o controle de qualidade e M. avium ATCC 700898, mas outra altemativa aceitavel e M. marinum 
ATCC 927. Os testes de sensibilidade devem ser repetidos quando as culturas continuam positivas depois de 3 
meses de tratamento dos pacientes com doenga disseminada e 6 meses para os pacientes com doenga pulmonar 
cronica. 

O tratamento-padrao para doenga pulmonar causada por M. kansasii consiste em rifampicina, INH e etambutol, 
mas a rifampicina e essencial ao sucesso do tratamento. Outro esquema igualmente eficaz e rifampicina, etambutol e 
claritromicina. O CLSI recomenda que todas as cepas isoladas inicialmente de M. kansasii sejam testadas quanto a 
sensibilidade a rifampicina ou, se for considerado outro esquema altemativo, a rifampicina e a claritromicina. 367 O 
teste de sensibilidade de M. kansasii a INH nao e recomendado, porque os resultados in vitro nao se correlacionam 
com a evolugao clinica e, por esta razao, poderiam transmitir a impressao equivocada de resistencia. As placas de 
microdiluigao sao incubadas a 35° a 37°C em ar ambiente por 7 a 14 dias. Os microrganismos aceitaveis para o CQ 
saoM kansasii ATCC 12478, M. marinum ATCC 927 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. As cepas clinicas de 
M. kansasii resistentes a rifampicina (CIM > 1 pg/m £) devem ser testadas quanto a sensibilidade a rifabutina, 
etambutol, claritromicina (se nao tiver sido testada inicialmente como farmaco principal), amicacina, 
ciprofloxacino, sulfametoxazol-trimetoprima (SXT), linezolida e moxifloxacino. Os testes com estreptomicina 
tambem devem ser considerados; contudo, os limites de sensibilidade e resistencia nao estao estabelecidos e, por 
isso, o laudo deve incluir apenas a CIM. 

Os testes rotineiros da sensibilidade de M. marinum nao sao recomendados, porque as cepas isoladas sao 
consistentemente sensiveis a rifampicina, etambutol, doxiciclina/minociclina, SXT e claritromicina. Contudo, 
quando um paciente nao responde ao tratamento apropriado depois de varios meses e continua a ter cultura positiva, 
os testes de sensibilidade devem ser considerados. As placas de microdiluigao sao incubadas a 28° a 30°C por 7 
dias. Os farmacos testados sao rifampicina, claritromicina, amicacina, doxiciclina ou minociclina, ciprofloxacino, 
moxifloxacino e SXT. 

O tratamento das infecgoes da pele e dos tecidos subcutaneos causadas por micobacterias de crescimento rapido 
deve incluir claritromicina (se a cepa isolada for sensivel) e ao menos um outro farmaco selecionado com base nos 
resultados dos testes de sensibilidade. Os antimicrobianos que devem ser testados sao amicacina, cefoxitina (ate 256 
pg/m £), ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina ou minociclina, imipenem, linezolida, moxifloxacino, SXT e 
tobramicina. 367 A tobramicina e usada para tratar infecgoes causadas por M. chelonae, mas nao as in fee goes devidas 
a M. abscessus ou ao grupo de M. fortuitum. As placas de microdiluigao sao incubadas a 28° a 30°C em ar ambiente 
por 72 horas. Quando nao houver crescimento suficiente depois disso, as placas devem ser examinadas novamente 
no 4 2 e 5 2 dias. Essa e a ultima leitura para todos os farmacos, com excegao da claritromicina. De forma a assegurar 
a deteegao da resistencia induzivel aos macrolidios, as camaras de claritromicina devem ser “lidas” nos dias 7 e 10 e 
novamente no 14 2 dia, a menos que a cepa seja resistente em uma leitura anterior. A CIM e a menor concentragao de 
um antibiotico capaz de inibir completamente crescimento visivel, com excegao de SXT, contra o qual as 
micobacterias de crescimento rapido demonstram arraste. Com esse farmaco, a CIM corresponde a inibigao de 80% 



do crescimento. A cepa recomendada para o CQ e M. peregrinum ATCC 700686, embora as altemativas aceitaveis 
sejam Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 17853 e E.faecalis ATCC 29212. 

Embora a tecnica de microdiluigao em caldo seja considerada o metodo preferido para testar micobacterias de 
crescimento rapido, o Etest® (bioMerieux) pode ser uma opgao viavel. Biehle et al. 2i realizaram ensaios de Etest® 
com 100 cepas isoladas clinicamente de micobacterias de crescimento rapido para seis farmacos: amicacina, 
cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina e imipenem. Esses autores demonstraram concordancia de 
85% entre os resultados do Etest® e as CIM por diluigao em agar com uma diluigao log 2 e concordancia de 97% 
com duas diluigoes log 2 . Os indices de erros significativos e insignificantes foram de 2,2 e 11,7%, respectivamente; 
nao houve erros muito significativos (defmidos pelos autores como discordancia de tres diluigoes log 2 ou mais). A 
concordancia entre os laboratories com as CIM do Etest® determinadas em dois laboratorios independentes foi de 
81% na faixa de uma diluigao log 2 e de 92% na faixa de duas diluigoes log 2 . Esses dados sugeriram que o Etest® 
possa ser um metodo altemativo razoavel para avaliar a sensibilidade antimicrobiana das micobacterias de 
crescimento rapido, mas e necessario realizar mais estudos para testar todos os farmacos recomendados pelo CLSI e 
comparar seus resultados com o metodo de microdiluigao em caldo. 
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Espiroquetas 

Os patogenos humanos classificados como espiroquetas causam doengas com forte impacto em todo o mundo, mas 
a confirmagao laboratorial destas infecgoes pode ser diflcil porque alguns microrganismos sao cultivados apenas in 
vivo e outros ainda nao podem ser cultivados no laboratorio clinico. Embora o diagnostico laboratorial das infecgoes 
causadas por espiroquetas tenha sido baseado historicamente nos testes sorologicos do hospedeiro, os metodos 
moleculares tern sido aperfeigoados progressivamente de forma a aumentar sua sensibilidade de detecgao. O foco 
deste capitulo sao as manifestagoes clinicas e o diagnostico laboratorial das infecgoes causadas por Treponema, 
Borrelia, Leptospira e Spirillum. Ha seculos, a infecgao causada pelo Treponema pallidum subespecie pallidum - 
agente etiologico da sifilis - e uma doenga sexualmente transmissivel (DST) importante que, nos ultimos 15 anos do 
seculo 20, passou por um ressurgimento dramatico, em parte devido a coinfecgao pelo HIV. 128,215,514 Por outro lado, 
Borrelia burgdorferi sensu lato - agente etiologico da doenga de Lyme - foi descoberta ha apenas 25 anos, mas 



depois se tomou o agente etiologico mais comum das espiroquetoses diagnosticadas nos EUA 75,80 e algumas regioes 
da Europa, nas quais os carrapatos vetores do genero Ixodes vivem e desempenham um papel significative na 
transmissao dos espiroquetas dos animais aos seres humanos. 4411,441 A febre recorrente transmitida por carrapatos 
(FRTC) causada pelas especies de Borrelia, a leptospirose causada pelas especies de Leptospira e a febre da 
mordida de rato (FMR) causada pelo Spirillum minus tambem sao doengas zoonoticas classicas adquiridas pelo 

T jf 1 1 'l-T 

contato com reservatorios animais, especialmente em razao da exposigao ocupacional. ’ ’ 

Taxonomia 

Os espiroquetas fazem parte de um grupo bem-definido de bacterias gram-negativas longas e retorcidas em forma 
de helices, resultando em celulas com formato espiralado que medem 0,1 a 3,0 pm de diametro e 5 a 120 pm de 
comprimento (Figura 20.1). 345 Os espiroquetas sao quimioeterotroficos e moveis em razao de um mecanismo 
singular. 87,345 Esses microrganismos sao extremamente moveis por agao dos endoflagelos, que lhes conferem seu 
formato serpentiforme tipico (saca-rolhas) e seus movimentos oscilantes. Os espiroquetas tern filamentos axiais, que 
consistem em organelas semelhantes a flagelos circundados por uma bainha externa e que circundam em forma de 
espiral ao redor da parede celular da bacteria e facilitam seus movimentos rotacionais serpentiformes rapidos, 
mesmo nos liquidos altamente viscosos. 177,231,345 Os filamentos axiais estao fixados a parede celular por discos de 
insergao situados na extremidade da celula. 231,345 Alem de suas caracteristicas metabolicas fenotipicas, a quantidade 
de filamentos axiais e discos de insergao e usada para diferenciar grosso modo os generos que fazem parte da 
familia Spirochaetaceae/ 45 Os treponemas ( Treponema ) sao microrganismos delgados com espirais apertadas (6 a 
10 filamentos axiais ligados por um unico disco de insergao), as borrelias ( Borrelia ) sao mais espessas e tern 
espirais mais frouxas (30 a 40 filamentos axiais ligados por dois discos de insergao) e as leptospiras ( Leptospira ) 
sao muito semelhantes a Borrelia, com excegao de que tern extremidades em forma de gancho (dois filamentos 
axiais ligados por 3 a 5 discos de insergao). 320,345 Contudo, o genero Spirillum tern um flagelo extemo que lhes 
confere motilidade. 



■ FIGURA 20.1 Espiroquetas de T. pallidum. (Cortesia de www.Glown.com.) (Esta figura encontra-se reproduzida em cores 
no Encarte.) 

A Tabela 20.1 descreve a classificagao das bacterias que fazem parte do filo Spirochaetes. Todos os patogenos 
humanos das especies dos generos Treponema, Borrelia e Leptospira sao classificados na ordem Spirochaetales e 
fazem parte das familias Spirochaetaceae e Lcptospiraceae. Brevinema andersonii infecta musaranhos de cauda 
curta ( Blarina brevicauda ) e camundongos de patas brancas ( Peromvces leucopus), m enquanto Cristispira foi 
encontrada em varios organismos aquaticos, inclusive moluscos de agua doce. 346 Spirochaeta sao espiroquetas de 
vida livre encontrados nos ambientes aquaticos ou marinhos. 4 S. plicatilis foi encontrado nos sedimentos dos 
mares profundos, enquanto S. americana e uma bacteria haloalcafilica estritamente anaerobia, que se desenvolve 
nas aguas salgadas alcalinas (semelhante a agua sanitaria) e profundas do lago Mono na California. 107 ,14 ' 1 Algumas 
especies de Brachyspira (Serpulina ) da familia Brachyspiraceae sao agentes etiologicos importantes de doengas 



diarreicas dos seres humanos, dos animais e das aves. 345 B. aalborgi infecta apenas seres humanos e primatas 
superiores. 4 ' 1,1 ' 4 ’’ 424 B. pilosicoli causa espiroquetose intestinal e diarreia nos porcos e pode ser transmitida aos seres 
humanos por via orofecal. 424 A maioria dos casos de espiroquetose do intestino grosso ocorre nos paises em 
desenvolvimento e a espiroquetose colonia humana causada por B. pilosicoli ou B. aalborgi evidencia-se por 
diarreia, sangramento retal e colicas abdominais. 424 ' B. hyodysenteriae causa disenteria nos suinos, enquanto B. 
alvinipulli e um patogeno intestinal de galinaceos. 424 A especie tipica do genero Leptonema e L. Mini, que foi 
retirada do genero Leptospira por sua estrutura singular e pela composiqao das bases do seu DNA. 345,346 A 
patogenicidade de L. Mini ainda nao foi defmida. 

Tabela 20.1 Classificagao dos espiroquetas. 


Mkrorganismo 

Regiao geografica 

Doenga 

Ordem Spirochaetales 



Familia Spirochaetaceae 



Genero 1: Spirochaeta 



Genero IV: Treponema 



T. pallidum subespecie pallidum 

Distribuigao mundial 

Sifilis, sifilis congenita, neurossifilis 

T. pallidum subespecie pertenue 

Asia tropical, Africa, Americas Central e do Sul 

Framboesia (bouba) 

T. pallidum subespecie endemicum 

Africa, Sudeste Asiatico, Oriente Medio, lugoslavia 

Sifilis nao venerea endemica 

T. carateum 

Americas Central e do Sul 

Pinta 

T. denticola e outros espiroquetas orais 

semelhantes ao T. pallidum 

Distribuigao mundial 

Gengivite necrosante, infecgao odontogenicas 

Genero V: Borrelia 



Borrelia burgdorferi/afzelli 

EUA, Europa 

Doenga de Lyme, eritema migratorio cronico, 

neuroborreliose 

Borrelia hermsii/duttoni/parkeri 

Distribuigao mundial 

Febre recorrente transmitida por carrapato 

Borrelia recurrentis 

America do Sul, Europa, Africa, Asia 

Febre recorrente transmitida por piolho 

Familia Leptospiraceae 



Leptospira interrogans 

Distribuigao mundial 

Leptospirose 


Adaptada da referenda 345. 

Tabela 20.2 Transmissao dos espiroquetas. 


Microrganismo 

Transmissao 

T. pallidum 

Infecgao sexualmente transmissivel 


Transmissao vertical maternoinfantil 


Transfusaosanguinea (apenas seres humanos) 

T. pertenue 

Contato direto com a pele (apenas seres humanos) 

T. carateum 

Contato direto com a pele (apenas seres humanos) 




T endemicum 


B. recurrentis 

B. hermsii/duttoni/parkeri 
B. burgdorferi/afzelli 
L. interrogans 


Contato direto com mucosas (apenas seres humanos) 

Hospedeiro: ser humano, vetor: piolho-humano (Pediculus humanus humanus) 

Hospedeiros: roedores, primatas e seres humanos; vetor: carrapato ( Ornithodoros , Rhipicephalus) 
Hospedeiros: roedores e cervi'deos; vetor: carrapato [Ixodes) 

Hospedeiros: ratos; agua contaminada 


Outras especies novas de espiroquetas podem ser encontradas e sao potencialmente patogenicas aos seres 
humanos e animais. Recentemente, varios espiroquetas novos foram isolados dos mosquitos e das moscas negras na 
Republica Checa e o sequenciamento do gene do rRNA 16S demonstrou que elas diferem da B. burgdorferi sensu 
lato, assim como dos outros membros descritos da ordem Spirochaetales. 420 Muitos outros espiroquetas “nao 
cultivaveis” ainda nao foram descobertos e classificados. A diversidade filogenetica e a patogenicidade dos 
espiroquetas continuara a aumentar, a medida que pesquisadores estudem a microbiota do trato gastrintestinal dos 
mamiferos, das aves e dos insetos, alem dos ambientes marinhos. 


Treponemas 

A Tabela 20.2 descreve os quatro patogenos humanos principais do genero Treponema . 345,346 Embora nenhuma das 
subespecies de Treponema pallidum esteja geneticamente relacionada, elas causam doengas muito bem-definidas. 
Nenhuma foi cultivada indefmidamente in vitro. T. pallidum subespecie pallidum (daqui em diante referido como T. 
pallidum) e o patogeno “venereo” principal entre os espiroquetas transmitidos por relagao sexual. Treponema 
pallidum subespecie pertenue (daqui em diante referida como T. pertenue ) nao e sexualmente transmissivel e causa 
uma doenga cutanea conhecida como framboesia ou bouba, que difere da sifilis em muitos aspectos. 226 O genoma 
inteiro de T. pallidum da cepa Nichols (isolada em 1912) foi sequenciado pela primeira vez em 1998. 1 mas o 
sequenciamento recente do genoma completo e a anotagao da cepa Chicago deste microrganismo (isolada em 1951), 
que tern sido amplamente utilizada nas pesquisas sobre sifilis, demonstrou diferengas importantes entre as cepas. 162 
O alinhamento do genoma de T. pertenue com o de 71 pallidum demonstra homologia quase completa entre esses 
dois espiroquetas. 174 Um estudo descreveu a diferenga de um unico nucleotidio do gene que codifica uma proteina 
de 19 kDa, mas a imunorreatividade desta proteina era a mesma nas duas subespecies/’ 21 ’ 22 A sifilis endemica 
(bejel) e causada por T. pallidum subespecie endemicum (daqui em diante referido como T. endemicum), enquanto T. 
pallidum subespecie carateum (daqui em diante denominado T. carateum ) causa a doenga conhecida como 
pinta. 15,226 Os genomas dessas subespecies importantes de Treponema ainda nao foram sequenciados. 

Os espiroquetas tambem sao componentes importantes da microbiota oral humana; as unicas quatro especies 
cultivadas sao Treponema denticola, Treponema pectinovorum, Treponema socranskii e Treponema vincentii, mas 
diversos outros espiroquetas orais fazem parte da microbiota e provavelmente sao patogenos oportunistas 
importantes da doenga periodontica. 4 ^ 112 Recentemente, o projeto microbiota oral humano demonstrou que cerca de 
8% da diversidade total sao representados por ate 49 taxons de treponemas orais do genero Spirochaetes : 11 
especies nomeadas; 3 taxons cultivados, mas ainda inominados; e 35 taxons ainda nao cultivados ou nomeados. 112 
Estudos demonstraram que a especie tipica T. denticola fixa-se aos fibroblastos da gengiva humana, as proteinas da 
membrana basal e a outros substratos, causando efeitos citotoxicos e morte celular. 85 Junto com outros anaerobios, 
T. denticola pode disseminar-se da cavidade oral e implantar-se nas placas ateroscleroticas. 70 


Sifilis 

Treponema pallidum 

T. pallidum, agente etiologico da sifilis venerea, e conhecido como patogeno abominavel ha 500 anos, embora a 
origem desta infecgao ainda nao esteja definida. 107,303,384 A sifilis nao parecia ser uma doenga proeminente ate o 
seculo 16. Fomaciari eta/. 153 estudaram uma mumia da Renascenga, que continha estruturas identificadas como T. 
pallidum com base nas tecnicas de imunofluorescencia e microscopia eletronica. Alguns pesquisadores acreditam 
que Colombo e seus marinheiros levaram a doenga para a Europa quando voltaram do Novo Mundo (Caribe e 
America do Sul), 385 enquanto outros acreditam que a urbanizagao espalhou a sifilis endemica na Europa. 107,384,472 
Uma pandemia conhecida como “ Great Pox ” (nome arcaico da sifilis, enquanto o virus da variola causava “ Small 



Pox") ocorreu na Europa pouco depois que Colombo retomou das Americas, mas tambem ocorreu simultaneamente 
com a ampliagao da circulagao dos exercitos e da populagao na Europa. 4 2 As anormalidades osseas atribuidas a 
sifilis foram descritas em esqueletos do Novo Mundo, 385 mas lesoes semelhantes tambem foram relatadas em 
esqueletos pre-colombianos do Velho Mundo. Estudos filogeneticos recentes das sequencias de Treponema 
disponiveis parecem apoiar a hipotese da importagao da sifilis do Novo Mundo. Uma duvida mais interessante e 
como a divergencia limitada entre as especies e subespecies de Treponema acarreta as diferengas da patogenese 
destes microrganismos. Uma analise de microarrav do genoma amplo e o mapeamento por restrigao do genoma 
inteiro de T. pallidum (cepa Nichols) em comparagao com T. paraluiscuniculi (cepa Cuniculi A) demonstrou que 
esse espiroqueta diretamente relacionado (agente etiologico da espiroquetose venerea dos coelhos) tinha poucas 
diferengas de sequencia, que afetavam principalmente os genes tpr ou outros adjacentes. 171 E possivel que a 
evolugao dos genes do locus tpr seja responsavel basicamente pelas diferengas das manifestagoes patologicas e da 
suscetibilidade dos hospedeiros. 171,231,461 

Epidemiologia Os treponemas sao inoculados e penetram no corpo atraves de uma falha da pele ou da mucosa. 
Por essa razao, a sifilis pode ser transmitida por contato sexual, 378 inoculagao direta no sistema vascular pelo uso 
compartilhado de agulhas ou transfusoes, 84 contato cutaneo direto com lesoes infectadas ou transference 
transplacentaria dos espiroquetas (Tabela 20.2). 231 Entretanto, o contato sexual com um individuo infectado no 
estagio inicial da sifilis (estagio I ou II) e o mecanismo mais comum de propagagao da doenga. 77,185 Em geral, os 
homens sao diagnosticados no estagio primario, enquanto a lesao primaria geralmente passa despercebida nas 
mulheres, que sao diagnosticadas na fase latente inicial, a menos que fagam triagem para sifilis por alguma outra 
razao (p. ex., gravidez). 240 Em media, um tergo dos pacientes e infectado por contato sexual com um paciente 
infectado, mas o risco varia e pode ser mais alto. 231,393 A sifilis congenita (SC) e adquirida por transmissao dos 
treponemas ao feto por meio da placenta. 74,256,296 A triagem realizada pelos servigos modernos de transfusao 
sanguinea tornou extremamente rara a transmissao da sifilis por este mecanismo. Estudos experimentais com 
voluntaries humanos demonstrou que a DI 50 (quantidade de microrganismos necessaria para infectar 50% dos 
indivlduos expostos) de T. pallidum era de apenas 57 espiroquetas. 273 Pouco depois da inoculagao, os espiroquetas 
espalham-se por todo o corpo e, por fim, podem causar a doenga. O periodo de incubagao varia de 3 a 90 dias, mas o 
intervalo medio e de 3 semanas. 231 

Prevalencia da sifilis, grupos de risco e coinfecgao pelo HIV. Apesar da introdugao do tratamento eficaz 
para a infecgao por T. pallidum e dos programas de prevengao, a disseminagao sexual da sifilis ainda e um 
problema 382 e os Indices tern aumentado nos EUA. 171 Embora este capitulo descreva os dados epidemiologicos 
americanos, tendencias semelhantes de aumento dos casos de sifilis primaria e secundaria (P&S) - especialmente 
entre os homens que tern relagoes sexuais com homens (HSH) - tern sido observadas em muitas outras regioes 
geograficas. 214,239,431,470,503 A Figura 20.2 descreve a prevalencia global dos casos de sifilis P&S e latente notificados 
aos CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA) desde 1941 (quando a vigilancia 
epidemiologica foi iniciada) ate 2012. 71 Antes da introdugao do tratamento com penicilina em 1941, a incidencia da 
sifilis oscilava em tomo de 350 a 400 casos por 100.000 americanos. 71 Embora o tratamento eficaz e os programas 
de busca de casos seguida do tratamento dos contatos dos pacientes infectados tenham reduzido e estabilizado os 
Indices da sifilis ha varias decadas, a meta de erradicar esta doenga nunca foi alcangadaf 89 Entre 1981 e 1989, 
houve uma epidemia de sifilis nos EUA, quando a incidencia dos casos de sifilis P&S entre heterossexuais e 
populagoes minoritarias aumentou de 13,7 para 18,4 casos por 100.000 habitantes (um aumento de 34%). 379 Durante 
a decada de 1990, a incidencia da sifilis P&S diminuiu novamente em razao da adogao de medidas eficazes de 
controle em todos os grupos etnicos e raciais. 71 A partir de 2001, a incidencia da sifilis comegou a aumentar 
novamente, especialmente em razao da disseminagao da doenga entre HSH que nao adotam praticas sexuais 
seguras. 41,56,71,89 Entre 2008 e 2012, a incidencia da doenga aumentou em todos os grupos etnicos e raciais, com 
excegao dos Indios americanos/nativos do Alasca (Figura 20.3). 71 Em termos gerais, a taxa de incidencia dos casos 
de sifilis P&S entre negros em 2012 era 6,1 vezes maior que entre a populagao branca: 16,4 casos por 100.000 entre 
os negros e 2,7 casos por 100.000 entre os caucasianos. 71 Em 2012, os Indices mais altos ocorreram entre os homens 
negros de 20 a 24 anos (96,7/100.000), seguidos pelos homens negros de 25 a 29 anos (89,2/100.000). 71 As 
tendencias da incidencia de sifilis entre os homens negros jovens sao preocupantes, em razao da incidencia alta da 
infecgao pelo HIV nesta populagao. 79 Tendencias semelhantes foram observadas entre as mulheres negras de 20 a 24 
anos; este grupo teve a incidencia mais alta entre as mulheres (19,1 casos/100.000 mulheres). 71 Em 2012, os Indices 


foram 17 vezes maior entre as mulheres negras de 20 a 24 anos, que entre as mulheres brancas da mesma faixa 
etaria. 71 

Entre 2008 e 2012, a incidencia da slfilis P&S aumentou 40,9% entre os hispanicos (de 2,4 para 2,9 
casos/100.000), 17,8% entre os mdios americanos/nativos do Alasca (de 2,9 para 3,4 casos/100.000), 21,4% entre os 
brancos (2,4 para 2,9/100.000) e 55% entre os asiaticos (de 1,4 para 2,1/100.000). 71 Os Indices cairam 0,7% nesse 
periodo entre pessoas negras (de 17,1 para 16,9 casos/100.000). 71 

Os indices de SC aumentaram 18% durante o periodo de 2006 a 2008. Esse aumento foi seguido de um periodo 
de declinio, durante o qual a incidencia dessa doenga diminuiu em 25% entre 2009 a 2012 (/. e., uma redugao de 
10,4 para 7,8 casos/100.000). 1 As taxas mais altas de SC ainda ocorrem nos estados do sul, mas estes indices 
diminuiram de 16,7/100.000 em 2008 para 12,7/100.000 em 2012. 71 Um fato interessante e que houve redugao 
significava da incidencia de SC em Porto Rico; em 2008, houve 17,5 casos/100.000, enquanto em 2012 este indice 
declinou para apenas 2,2 casos/100.000. 71 Os indices globais de aquisigao da sifllis pelas mulheres em idade 
reprodutiva devem ser controlados de forma a suprimir essa tendencia crescente da SC. O acesso precoce a 
assistencia pre-natal para as mulheres de todas as ragas/etnias e necessario, de forma que a triagem da sifllis 
contribua para a prevengao da transmissao matemofetal. 

Incidencia (por 100.000 habitantes) Razao de incidencia (escala log) 



■ FIGURA 20.2 Distribuigao dos casos de sifilis porsexo, EUA (1994 a 2012). (Adaptada com autorizagao da referenda 71.) 
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■ FIGURA 20.3 Distribuigao dos casos de sifilis por etnia, EUA (1994-2012). (Adaptada com autorizagao da referencia 71.) 
(Esta figura encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 






























Alem da idade e da raga/etnia, varios outros fatores foram associados inequivocamente aos indices mais altos de 
transmissao da sifllis nos EUA e nas outras partes do mundo. T. pallidum e HIV interagem de varias formas. 4 '"' 1 014 
Alguns autores sugeriram que as ulceras genitais de diversas etiologias facilitam a aquisigao da infecgao pelo 
HIV. 439,4 1 Nos individuos saudaveis, os testes sorologicos sempre sao reativos durante a fase secundaria da sifllis, 
mas a imunossupressao causada pelo HIV pode afetar a reagao sorologica a esta ultima doenga. 514 Reagoes 
biologicas falso-positivas dos testes nao treponemicos tambem sao comuns nos pacientes HIV-positivos, 
principalmente quando estao coinfectados pelo virus da hepatite C (VHC). 16,417 Haas et a/. 175 avaliaram a 
sensibilidade dos testes treponemicos como marcador de sifllis preexistente em um coorte de 109 homens 
homossexuais infectados pelo HIV, que tinham historia comprovada de sifllis tratada. Os individuos que faziam 
tratamento antirretroviral mantinham a reatividade aos testes treponemicos, mas 7% dos homens sintomaticos que 
tinham infecgao subclinica pelo HIV e 38% dos homens com doenga associada ao HIV perderam sua reatividade a 
esses antigenos. 175 Alem do FTA-ABS, pode ser necessario usar outros testes confirmatorios para diagnosticar sifllis 
na populagao HIV-positiva, quando o teste inicial e negative. 1 56 Embora os medicos devam estar cientes da 
possibilidade de ocorrerem reagoes sorologicas incomuns nos pacientes HIV-positivos, a interpretagao dos testes 
sorologicos treponemicos e nao treponemicos para sifllis e a mesma que a recomendada para individuos sem 
infecgao pelo HIV. 1 

Os pacientes infectados pelo HIV tem mais tendencia a apresentar-se com sifllis secundaria e cancros 
persistentes que os individuos HIV-negativos. 513,514 Alguns especialistas documentaram que a epidemia do HIV tem 
sido acompanhada de um aumento do risco de desenvolver neurossifilis. 152,468 Outros autores tambem relataram uma 
correlagao entre as anormalidades do liquido cefalorraquidiano (LCR) compativeis com neurossifilis e doenga 
avangada causada pelo HIV. 277,279 Varios pesquisadores relataram a ineficacia do tratamento da sifllis nos pacientes 
HIV-positivos. 16 U 66, i 98 

Profilaxia e controle. As abordagens epidemiologicas tradicionais usadas para controlar a sifllis incluem 
notificagao de todos os casos aos orgaos de saude publica que, em seguida, fazem a busca dos contatos e a 
notificagao dos parceiros sexuais. O tratamento ativo de todos os casos confirmados laboratorialmente e o 
acompanhamento descrito antes tambem sao fundamentals para interromper a cadeia de transmissao. Entretanto, 
isoladamente, as abordagens epidemiologicas tradicionais mostram-se insuficientes 69 e os recursos de transmissao 
eletronica tem sido utilizados com frequencia crescente para comunicar-se com e orientar os individuos em risco de 
adquirir a doenga, bem como ampliar a notificagao dos parceiros dentro das redes sociais." ’ ■ Os testes para 
sifllis tambem devem ser realizados em todos os pacientes com diagnostico de HIV ou outra DST. 71 A 
epidemiologia molecular tambem deve facilitar a busca dos contatos e a identificagao dos grupos transmissores. 
Contudo, em varias aplicagoes relatadas da epidemiologia molecular, diversos subtipos geneticos foram 
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identificados em determinadas regioes geograficas. ’ 

A erradicagao da SC requer estrategias adicionais para reduzir a transmissao maternoinfantil. As consequencias 
gestacionais adversas da sifilis podem ser evitadas pela deteegao precoce das infeegoes matemas por meio dos 
programas de triagem pre-natal e tratamento imediato das mulheres com sorologia positiva. 256 Embora os EUA e 
quase todos os outros paises tenham normas vigentes recomendando a triagem universal para sifllis durante a 
gestagao, existem obstaculos significativos em alguns contextos de atengao a saude, que limitam a eficacia da 
triagem e do tratamento. 71,516 Isso e especialmente aplicavel a algumas populagoes de risco mais alto, inclusive 
pacientes de classes socioeconomicas mais baixas, usuarios de drogas injetaveis e alguns grupos etnico-raciais. 71 Em 
geral, essas mulheres tem acesso limitado aos servigos clinicos de pre-natal imediato, nao apenas nos paises mais 
pobres, 230,576 mas tambem nos paises desenvolvidos que nao asseguram cobertura universal dos servigos de saude. O 
tratamento tambem pode ser retardado quando os resultados laboratoriais nao sao transmitidos oportunamente, ou 
quando as gestantes precisam viajar para outra area para buscar tratamento especifico para sifllis. 304 Embora sejam 
colhidos dados sobre triagem da sifllis matema e casos de SC, o acesso aos servigos de saude e o fomecimento de 
tratamento oportuno tambem devem ser assegurados de forma a detectar deficiencias nos programas existentes. 

Doenga clinica e tratamento. A sifllis e conhecida como “o grande imitador” porque suas manifestagoes 
clinicas complexas e variadas podem simular muitas outras doengas/ 49 Sir William Osier, um dos pais da medicina 
modema, afirmou em 1891: “Conhega a sifllis em todas as suas manifestagoes e relagoes e todas as outras doengas 
clinicas ser-lhe-ao acrescentadas.” Embora a sifllis nao tratada seja uma infecgao sistemica progressiva crdnica, 


existem alguns estagios clmicos sobrepostos e ate certo ponto arbitrarios, que sao usados para orientar a 
investigagao diagnostica, o tratamento e o acompanhamento medico (Tabela 20.3). 

Initio da doenga (estagios I e II) 

► Sifilis primaria (estagio I). O primeiro sinal da sifilis e a formagao de uma lesao ulcerada primaria conhecida como 
cancro no local de inoculagao, que resulta de uma resposta inflamatoria intensa. Inicialmente, o paciente desenvolve 
uma papula endurecida indolor e eritematosa localizada que, em seguida, evolui depois de alguns dias com necrose 
da superficie da pele e formagao de um cancro tlpico. 86,421 O cancro tipico e uma ulcera indolor com exsudatos 
minimos e base limpa e lisa com bordas firmes, elevadas e bem-defmidas. Entretanto, as lesoes infectadas 
secundariamente apresentam eritema circundante e sao dolorosas e purulentas. Os pacientes suspeitos de ter sifilis 
devem passar por um exame fisico completo de todas as superficies cutaneas e mucosas de forma a detectar um 
cancro primario. Em geral, o cancro solitario localiza-se na genitalia dos homens (z. e., mais comumente na glande, 
sulco coronal e prepucio do penis) e das mulheres (z. e., labios vaginais, furcula vaginal e perineo) normais sob 
outros aspectos." 1,86,421 As lesoes extragenitais sao detectadas em menos de 2% dos casos e sao encontradas 
principalmente na cavidade oral e no labio, embora tenham sido descritas outras localizagoes (z. e ., dedos, membros, 
tronco, mamilos e palpcbras). 1 Os HSH podem ter varias ulceras e sintomas de infecgao anorretal, inclusive dor 
retal e lesoes papulonodulosas em tomo da regiao perianal. 363,382,514 O diagnostico da sifilis pode ser retardado, 
especialmente nas mulheres com lesoes vaginais ou endocervicais, HSH com lesoes anais tipicas ou pacientes com 
ulceras nao erosivas. 302,421,437 A base do cancro contem espiroquetas, que podem ser detectadas visualmente depois 
da raspagem da lesao e da preparagao de um esfregago por microscopia em campo escuro ou imunofluorescencia 
direta. 1,3 Na mesma epoca da formagao do cancro, o paciente pode ter linfadenopatia regional bilateral indolor 
com linfonodos firmes e de consistencia de borracha, mas isto nem sempre ocorre. O cancro cicatriza em 3 a 6 
semanas (variagao: 1 a 12 semanas). 

► Sifilis secundaria (estagio II). Cerca de 50% dos pacientes com sifilis primaria nao tratada desenvolvem sinais e 
sintomas do segundo estagio dentro de 6 a 8 semanas depois do aparecimento do cancro, enquanto a outra metade 
passa diretamente a fase latente. Os pacientes coinfectados pelo HIV podem ter sintomas sobrepostos das fases 
primaria e secundaria da doenga. 215 O estagio secundario e a fase mais “florida” da doenga e e resultante da 
disseminagao hematogenica de T. pallidum. A maioria dos pacientes apresenta erupgao generalizada, que pode ser 
maculosa, maculopapulosa, papuloescamosa ou pustulosa, mas nao vesicular. 236 Os pacientes HIV-positivos 
comumente tern evolugao secundaria mais grave, com variagoes pustulosas, granulomatosas ou nodulosas mais 
extensivas. 236,514 Nos casos tipicos, a erupgao da sifilis afeta tronco, face, extremidades e palmas das maos e plantas 
dos pes. Os exantemas palmoplantares podem tomar-se hiperceratoticos (clavi syphilitici), enquanto as lesoes ao 
redor da linha do couro cabeludo formam um padrao semelhante ao de uma coroa (corona veneris ). 236 Nas areas 
intertriginosas umidas, podem ser encontradas placas branco-acinzentadas umidas e amplas conhecidas como 
condilomas pianos (condvlomata lata), que estao repletos de espiroquetas detectados pela raspagem das lesoes e 
pela preparagao de esfregagos por microscopia em campo escuro ou imunofluorescencia direta. 195,235 Do mesmo 
modo, as lesoes infecciosas conhecidas como placas mucosas desenvolvem-se nas mucosas. Os pacientes podem ter 
queda dos cabelos ou adelgagamento dos supercilios. 


Tabela 20.3 Definigao dos estagios da sifilis. 


Estagio 

Duragao 

Manifestagoes chnicas 

Periodo de incubagao 

3 semanas (9 a 90 dias) 


Sifilis primaria (estagio 1) 

6 semanas 

Formagao do cancro na area de inoculagao; infecgao localizada 

Sifilis secundaria (estagio II) 

Meses 

Varias erupgoes cutaneas, lesoes das mucosas, linfadenopatia 

generalizada, acometimento dos orgaos internos, disseminagao 

hematogenica 

Latente inicial 

< 1 ano (CDC), < 2 anos (OMS) 

Sorologia positiva, fase assintomatica 

Latente tardia 

> 1 ano (CDC), > 2 anos (OMS) 

Sorologia positiva, fase assintomatica 



Sffilis terciaria Anos (1 a 50) Sffilis benigna tardia (nodulos granulomatosos, placas psoriasiformes, 

gomas, sffilis tuberosserpiginosa). Acometimento gomoso de varios 
orgaos, sffilis cardiovascular, neurossffilis 

Neurossffilis Anos 

Inicial (estagio II da sffilis latente) Meningite sifilftica aguda, sffilis meningovascular (sintomatica ou 

assintomatica), neurossffilis gomosa 

Tardia (sffilis terciaria, tambem Neurossffilis parenguimatosa tardia (tabe dorsal, paresia generalizada) 

conhecida como'Tnetassffilis" 

OMS = Organizagao Mundial da Saude; CDC = Centers for Disease Control and Prevention. 

Adaptada de Syphilis - Physician’s Pocket Guide, Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 

Os sinais e sintomas sistemicos sao febre, mal-estar, odinofagia, cefaleia, mialgias e linfadenopatia generalizada. 
Quase todos os orgaos podem ser afetados pela sffilis secundaria, mas a distribuipao mais comum ocorre nos olhos 
(uvefte), orelhas (surdez repentina), alguns orgaos viscerais (hepatite, nefrite) e sistema nervoso central 
(meningite). 421 Embora a infecpao do sistema nervoso central (SNC) ocorra em qualquer estagio da sifilis, isto e 
mais comum na fase secundaria. ’ 011 A meningite asseptica evidencia-se por cefaleia e sinais de meningismo. 
Entretanto, os espiroquetas foram cultivados do LCR de pacientes sem qualquer evidencia de inflamapao e doenpa 
clinica. 264 Nos casos tipicos, a sifilis secundaria regride espontaneamente depois de 4 a 12 semanas, mas podem 
ocorrer recidivas nos pacientes nao tratados dentro de 1 ano depois das primeiras manifestapoes clinicas. Os 
pacientes coinfectados pelo HIV podem ter recaidas, apesar do tratamento. 30 
Doenga latente e tardia (estagio III) 

► Sffilis latente. Depois dos estagios primario/secundario, a doenpa toma-se latente e caracteriza-se por sorologia 
positiva para sifilis em pacientes assintomaticos. Os pacientes nos quais as manifestapoes clinicas da sifilis primaria 
e/ou secundaria passaram despercebidas e nao foram tratados podem continuar a ter infecpao assintomatica, ate que 
surjam sinais e sintomas da sifilis terciaria. Os orgaos de saude publica dividem esse periodo arbitrariamente em 
estagios de latencia inicial e tardio. Os CDC dos EUA definem o estagio de latencia inicial por infecpao com 
durapao menor que 1 ano, enquanto a infecpao que persiste por mais de 1 ano e classificada como estagio de latencia 
tardio; neste estagio, o paciente nao e mais considerado contagioso. 1 Embora a Organizapao Mundial da Saude 
(OMS) considere que a linha divisoria entre os estagios de latencia inicial e tardio da sifilis seja 2 anos, estas 
subdivisoes geralmente nao sao possiveis na pratica clinica e as duas fases de latencia sao tratadas da mesma forma. 
Nos pacientes com infecpao latente, a neurossiftlis deve ser excluida e uma punpao lombar precisa ser realizada nos 
pacientes que apresentam sintomas neurologicos, oftalmicos ou otologicos, especialmente quando ha coinfecpao 
pelo HIV. 71 ’ 470 ’ 514 

► Sffilis tardia (estagio III). Cerca de um terpo dos pacientes nao tratados evolui para o estagio tardio ou sifilis 
terciaria. Esse estagio da doenpa raramente e diagnosticado nos paises desenvolvidos, mas em razao da coinfecpao 
pelo HIV, tern sido diagnosticados casos em todo o mundo. 470,514 As tres apresentapoes diferentes da sifilis terciaria 
sao: “benigna” tardia, cardiovascular e neurossifilis. 

► Sffilis “benigna” tardia. Essa apresentapao ocorre em 50% dos casos de sifilis. A maioria dos pacientes apresenta 
varias lesoes cutaneas, mas a formapao das lesoes granulomatosas inespecificas (conhecidas como gomas) ocorre 
em cerca de 15% dos pacientes nao tratados. A formapao dos granulomas indica uma reapao imune celular bem 
desenvolvida. As gomas podem destruir os tecidos circundantes a medida que crescem; ,77 clinicamente, as gomas 
sao massas destrutivas que podem desenvolver-se em quase todos os orgaos e podem ser confundidas inicialmente 
com carcinomas. 

Sifilis cardiovascular. A aortite sifilitica ocorre em cerca de 1% dos pacientes nao tratados, e causada pela 
inflamapao dos pequenos vasos que irrigam a aorta (endarterite sifilitica) e acomete principalmente o segmento 
ascendente da aorta. 421 Duas complicapoes sao possiveis: aneurisma aortico e dilatapao do anel aortico causando 
insuficiencia e regurgitapao do sangue pela valva aortica. Os aneurismas aorticos podem dilatar ate alcanpar 
dimensoes que causam erosao do estemo, quando se tornam perceptiveis sob a pele do torax. 



Neurossifilis. O intervalo entre a doenga primaria e as complicagdes neurologicas e de 5 a 10 anos no caso da 
sifilis meningovascular, 15 a 20 anos para a paresia generalizada e 25 a 30 anos para o tabe dorsal. A sifllis 
neurovascular tardia pode ser sintomatica ou assintomatica/ 90 A doenga assintomatica caracteriza-se por 
anormalidades do LCR sem quaisquer sinais ou sintomas. Em geral, o LCR apresenta pleocitose, nlveis altos de 
protelnas ou concentragoes baixas de glicose. Um teste sorologico positivo no LCR - em geral, VDRL (Venereal 
Disease Research Laboratory) - define esse estagio da doenga, embora os espiroquetas possam ser demonstrados 
raramente por cultura ou metodos moleculares. 225,274,276,1 A infecgao sintomatica e meningovascular ou 
parenquimatosa, mas ha superposigao significativa destas duas categorias. A sifilis meningovascular e semelhante a 
meningite asseptica do estagio secundario. Qualquer nervo craniano pode ser afetado pela inflamagao e o paciente 
pode apresentar surdez ou deficits visuais. A doenga parenquimatosa pode afetar os neuronios do cerebro ou da 
medula espinal. O acometimento cerebral evidencia-se por diversos disturbios neuropsiquiatricos, inclusive 
alteragoes fisicas como paralisia e transtornos psiquiatricos como ilusoes de grandeza (“paresia geral do insano”). 
As colunas posteriores (tratos sensoriais) da medula espinal sao afetadas preferencialmente e isto causa dores 
intensas e incapacidade de perceber estimulos sensoriais provenientes dos membros. A doenga conhecida como tabe 
dorsal inclui marcha “tabetica” tipica e deformidades dos joelhos (articulagoes de Charcot), que sao causadas pelo 
deficit de propriocepgao e supressao do feedback que permite o uso apropriado da forga durante a ambulagao. 

Os pacientes coinfectados pelo HIV podem estar mais sujeitos a ter complicagoes neurologicas, mesmo nos 
estagios iniciais da sifilis, 470,477 ’ 514 e tambem podem ter indices mais altos de falencia terapeutica com os esquemas 
recomendados atualmente. 470 Na coinfecgao por sifilis e HIV, os pacientes tern anormalidades liquoricas e clinicas 
compativeis com neurossifilis e contagem de CD4 < 350 celulas/ml e/ou titulo de RPR (reagina plasmatica rapida) > 
1:32. 514 

► Tratamento. Recentemente, os CDC publicaram diretrizes gerais quanto ao tratamento das DST, inclusive sifilis. 71 
Penicilina G administrada por via parenteral e o antibiotico preferido para tratar todos os estagios da sifilis. Os 
esquemas usados para tratar sifilis dos pacientes HIV-negativos tambem sao eficazes para evitar neurossifilis dos 
pacientes HIV-positivos. 1 A penicilina benzatina administrada por via intramuscular (IM) e recomendada para 
tratar adultos e criangas com diagnostico de sifilis, independentemente de sua sorologia para HIV, contanto que nao 
tenham acometimento do SNC. Os adultos com sifilis primaria ou secundaria confirmada devem ser tratados com 
penicilina G benzatina em dose IM unica de 2,4 milhoes de unidades, enquanto os lactentes e as criangas devem 
receber uma dose unica de 50.000 unidades/kg por via IM, mas a dose total administrada nao pode ser maior que a 
dose do adulto (i. e., 2,4 milhoes de unidades). 71 Embora a sifilis latente nao seja sexualmente transmissivel, os 
pacientes tambem devem ser tratados nesse estagio da doenga para evitar complicagoes. Os adultos com sifilis 
latente inicial devem ser tratados com dose unica de penicilina G benzatina de 2,4 milhoes de unidades por via IM, 
enquanto os lactentes e as criangas devem receber 50.000 unidades/kg por via IM em dose unica, mas a dose total 
administrada nao deve ser maior que a dose do adulto (/'. e., 2,4 milhoes de unidades). 71 Os adultos com sifilis 
latente tardia de duragao indefinida devem ser tratados com doses mais altas de penicilina G benzatina: 7,2 milhoes 
de unidades no total, administradas em tres doses de 2,4 milhoes de unidades por via IM a intervalos de 1 semana. 
Do mesmo modo, as criangas com sifilis nesse estagio devem receber tres doses semanais de 50.000 unidades/kg 
por via IM, sem ultrapassar a dose do adulto (no total, 150.000 unidades/kg, ou no maximo 7,2 milhoes de 
unidades). 71 

Quando os pacientes tern indicios de acometimento neurologico (p. ex., disfungao cognitiva, deficits sensoriais 
ou motores, sintomas oftalmicos ou auditivos, paralisias dos nervos cranianos e sinais e sintomas de meningite) ou 
doenga ocular sifilitica (p. ex., uveite, neurorretinite e neurite optica), deve-se realizar um exame do LCR. Todos os 
pacientes com neurossifilis e/ou oftalmopatia sifilitica devem ser tratados com penicilina G cristalina aquosa na 
dose de 18 a 24 milhoes de unidades ao dia (3 a 4 milhoes de unidades por via IV a cada quatro horas ou em infusao 
continua) por 10 a 14 dias. 71 

Os pacientes com sifilis primaria e secundaria e alergia grave a penicilina podem ser tratados com um dos 
esquemas alternatives. 1 A eficacia dos antibioticos altemativos a penicilina no tratamento da sifilis latente nao esta 
bem demonstrada. Os pacientes (exceto gestantes) com diagnostico de sifilis em estagio latente inicial devem 
responder aos esquemas antibioticos alternatives recomendados para os estagios mais iniciais da doenga, mas devem 
ser acompanhados cuidadosamente por exame clinico e testes sorologicos depois de concluir o tratamento. Os 
pacientes com sifilis latente tardia devem ser tratados com penicilina depois da dessensibilizagao. ' 1 As gestantes 



tambem devem ser dessensibilizadas e tratadas com o esquema de penicilina apropriado para esse estagio da 
infecgao. 

Sifilis congenita. A SC ocorre quando a infecgao fetal por T. pallidum e adquirida da mae com slfilis nao tratada 
(ou tratada inadequadamente). Como a maioria dos lactentes em risco de SC pode ser facilmente identificada por 
um teste sorologico positivo da mae, 493 e lamentavel que os Indices de SC estejam aumentando inexoravelmente 
desde 1983, assim como ocorre na populagao em geral. 71,74,120 A infecgao transplacentaria e mais provavel durante o 
estagio primario ou secundario da sifilis (Prancha 20.1 A), mas os espiroquetas podem infectar o feto em qualquer 
fase da gravidez. Nas gestantes que nao sao tratadas, os indices estimados de transmissao vertical variam de 70 a 
100% no caso da sifilis primaria, 67% com a sifilis secundaria e 40 a 83% para a sifilis latente inicial. 35 As gestantes 
com sifilis latente tardia tambem podem transmitir a infecgao, mas o indice e baixo (10%). 35 A infecgao tambem 
pode ser transmitida durante o parto das mulheres com lesoes genitais em atividade, quando ha um intervalo curto 
(menos de 4 semanas) entre o tratamento e o nascimento. 35,71 Os sinais e sintomas da SC podem ocorrer em 
qualquer epoca durante os primeiros 2 anos de vida, mas raramente depois do 3 2 ao 4 2 mes apos o nascimento. Os 
casos de SC inicial incluem fetos mortos em consequencia da infecgao intrauterina. 493 Em algumas regioes a SC e a 
causa mais comum de hidropisia nao imune (uma doenga placentaria que causa morte fetal). 28 Embora a 
probabilidade de desenvolver doenga clinica aumente a medida que a gravidez avanga, mais de 50% de todos os 
bebes infectados sao assintomaticos ao nascer e os sinais e sintomas dos lactentes sintomaticos podem ser 
inespecificos. A apresentagao clinica mais comum da SC inicial e de bebes prematuros e de baixo peso ao nascer 
(10 a 40% dos casos), hepatomegalia e/ou esplenomegalia (33 a 100% dos pacientes), erupgao cutanea semelhante 
as lesoes da sifilis secundaria (40%) e deformidade da tibia (“canelas de sabre”) ou dos dentes (“molares de amora”) 
(75 a 100%) com alteragoes radiologicas associadas, entre outras alteragoes. 254,497 Pseudoparalisia, angustia 
respiratoria, sangramento, anemia e febre podem ocorrer com a SC inicial. 149,497 A SC tardia pode ocorrer quando o 
diagnostico nao e estabelecido no periodo neonatal e nos primeiros anos da infancia. Os casos de SC tardia sao 
diagnosticados depois da idade de 2 anos e os sinais e sintomas clinicos estao referidos principalmente aos ossos, 
dentes e sistema nervoso. 208,294,497 A SC pode ser evitada por meio da triagem clinica de todas as gestantes para 
sifilis. Nas populagoes de risco alto, os soros das maes e dos recem-nascidos devem ser testados sorologicamente 
para anticorpos contra T. pallidum por ocasiao do nascimento. O sangue do cordao nao e tao confiavel quanto o soro 
neonatal. 90 

► Tratamento. A interpretagao dos testes sorologicos reativos para sifilis dos lactentes pode ser dificil, em razao da 
transferencia placentaria dos anticorpos IgG treponemicos e nao treponemicos ao feto. Os lactentes em risco de 
contrair SC devem ser tratados, mesmo quando nao e possivel estabelecer o diagnostico laboratorial definitivo em 
razao das limitagoes dos testes disponiveis (ver Diagnostico laboratorial das treponematoses). Por essa razao, as 
decisoes terapeuticas devem ser baseadas em varios fatores, inclusive: (1) diagnostico matemo de sifilis; (2) eficacia 
do tratamento matemo; (3) existencia de evidencias clinicas ou laboratoriais, ou exames de imagens sugestivos de 
SC pos-natal; e (4) comparagao dos titulos sorologicos nao treponemicos da mae (por ocasiao do parto) e do bebe 
utilizando o mesmo teste realizado pelo mesmo laboratorio. As diretrizes publicadas no documento dos CDC sobre 
os diversos esquemas terapeuticos que usam diversas preparagoes de penicilina, de acordo com uma combinagao 
desses fatores estao claramente definidas; 71 alem disto, uma descrigao detalhada dos diversos contextos clinicos, as 
avaliagoes recomendadas em cada caso e os tratamentos indicados estaria alem dos propositos deste capitulo." 
Resposta humoral, perfil sorologico e imunidade. T. pallidum e conhecido como “patogeno camuflado” 
porque sua membrana externa contem poucas proteinas e, deste modo, ha poucos alvos antigenicos na superficie 
celular reconheciveis pelas celulas imunes ou pelos anticorpos do hospedeiro. Varios estudos com animais e seres 
humanos enfatizaram as respostas dos anticorpos IgG e IgM a T. pallidum , 263 Algumas lipoproteinas da membrana 
(p. ex., TpN47, TpN17 e TpN15) sao responsaveis basicamente pelos efeitos inflamatorios da infecgao por esse 
espiroqueta. 231,263 A TPN47 e altamente imunogenica e ativa as celulas endoteliais, enquanto a TpN17 e a TpN15 
estimulam reagoes humorais. 30 Varios antigenos recombinantes, inclusive as proteinas Tp0453, Tp92 e Gpd, 
tambem estimulam respostas humorais sericas a infecgao por T. pallidum. 483 Os anticorpos IgM e IgG 
antitreponemicos podem ser detectados a partir do 3 2 dia depois do inicio do cancro da sifilis primaria. 23 As 
respostas humorais iniciais sao dirigidas contra a TpN47 e algumas proteinas flagelares e, mais tarde, as proteinas 
TpN15 e TpN17. 231 As reagoes especificas da IgG3 antitreponemica sao acentuadas na sifilis secundaria e podem 
formar-se imunocomplexos depois da ligagao dos anticorpos IgGl ou IgG3 aos antigenos de T. pallidum. 19 



Nos pacientes com sifilis, ocorrem padroes comuns de reatividade sorologica com a produgao de anticorpos das 
classes IgM e IgG. 23,231 A produgao do anticorpo IgM antitreponemico comega cerca de 14 dias depois da exposigao 
e antes do aparecimento do cancro e seus tltulos aumentam continuamente por 10 a 12 dias, mas depois declinam 
progressivamente. A produgao da IgG antitreponemica e dos anticorpos nao treponemicos comega cerca de 14 dias 
depois da formagao da IgM e do aparecimento do cancro, mas os anticorpos IgG persistem por anos depois da 
infecgao primaria, independentemente do tratamento. Quando um paciente tem sifilis latente nao tratada, a produgao 
de IgM e acentuadamente reduzida, mas a produgao de IgG e acentuada. Os pacientes que estao em estagio ainda 
mais avangado da doenga tem redugao mais profunda da IgM (z. e., reagao fraca ou inexistente) e variagao mais 
ampla da quantidade de antigenos reativos a IgG, em comparagao com os pacientes com sifilis latente inicial. 23 

O sistema imune celular desempenha um papel importante na resistencia a infecgao recidivante por T. pallidum. 
Nos seres humanos, existem evidencias claras de que a imunidade a T. pallidum seja parcial ou tardia em seu 
desenvolvimento. 231 Os adolescentes que tiveram sifilis congenita e os voluntaries que relataram sifilis natural no 
passado foram reinfectados. A probabilidade de que ocorra reinfecgao diminui com a ampliagao do tempo decorrido 
desde a infecgao primaria. 231 Ha um periodo de resistencia parcial, no qual a reinfecgao pode ocorrer sem formagao 
de um cancro. No estagio tardio, o paciente e totalmente imune a reinfecgao. 

Treponematose endemica 

As doengas treponemicas endemicas nas regioes tropicais sao framboesia (bouba), pinta e bejel, que sao causadas 
por diferentes especies de Treponema (Tabela 20.1). Todas essas doengas tem manifestagoes cutaneas marcantes, 
afetam principalmente criangas e sao disseminadas por escassez de roupas, higiene precaria, condigoes de vida em 
aglomeragoes e dificil acesso aos servigos de saude. Os aspectos clinicos e epidemiologicos dessas doengas 
interessantes foram revisados em outros artigos e, neste capitulo, sao descritos apenas resumidamente. 15,226 

Treponema pertenue 

Framboesia (ou bouba) causada por T. pertenue e a treponematose nao venerea mais comum (Tabela 20.1). 1 "’ Essa 
doenga e endemica nas regioes tropicais com chuvas torrenciais e temperaturas anuais de 27°C ou mais altas, 
inclusive Africa central e outras areas do subcontinente indiano, America do Sul e Sudeste Asiatico. A framboesia e 
uma doenga cronica que acomete mais comumente criangas com menos de 15 anos. Os treponemas sao inoculados 
pelo contato com lesoes cutaneas expostas, mais comumente escoriagoes ou mordidas. 15,138,226 A doenga tem 
estagios primario, secundario e terciario (Tabela 20.2). A framboesia primaria comega com uma lesao sentinela 
(ulcera pruriginosa indolor com crosta cor de mel), que se forma em 2 a 4 semanas depois da inoculagao, 
comumente nas nadegas ou nos membros inferiores. O estagio secundario da framboesia comega varias semanas a 
meses depois e as estruturas acometidas predominantemente sao pele e ossos. 15,138 Os pacientes desenvolvem varias 
“boubas secundarias” na pele ao redor de orificios como boca e nariz, mas depois se espalham por todo o corpo e 
ulceram e secretam treponemas contagiosos. A regressao da area central dessas lesoes assemelha-se a uma infecgao 
fungica e, por esta razao, tambem e conhecida como “tinha boubosa”. O paciente pode desenvolver “marcha de 
caranguejo” em consequencia da formagao de placas hiperceratoticas nas palmas e nas plantas, enquanto a 
“paroniquia pianica” e causada pela maculas e papulas hiperceratoticas que se formam dentro das pregas 
ungueais. 1 A periostite e a osteite causam dor intensa nas maos, nos pes e nos membros. O espessamento 
periosteal pode ser palpavel e as radiografias simples demonstram alteragoes osseas iniciais. 1 ' A framboesia 
terciaria ocorre em 10% dos pacientes dentro de 5 a 10 anos depois da inoculagao. As sequelas da infecgao cutanea 
cronica sao destrutivas e deformantes. Os nodulos gomosos subcutaneos difusos formam ulceras cutaneas necroticas 
grandes, que cicatrizam por fibrose e causam contraturas. 1 A osteite destrutiva causa a deformidade do nariz em 
sela, uma rinofaringite conhecida como gangosa ou arqueamento das tibias (“canelas de sabre”). 138,226 As estruturas 
periarticulares sao as areas afetadas mais comumente pelas gomas osseas e manifestagao singular da framboesia 
terciaria e a formagao de gondou causada pela exostose do maxilar paranasal. 138 Os treponemas endemicos 
raramente acometem o SNC, embora a framboesia avangada possa causar atrofia do nervo optico. 299 A penicilina 
benzatina cura a doenga, mas podem ser necessarios varios meses ate que a lesao regrida. Os anticorpos contra T. 
pertenue sao indistinguiveis dos que sao produzidos contra T. pallidum. 


Treponema endemicum 


A sifilis endemica e causada por T. endemicum (ver Tabela 20.1).' Os beduinos arabes chamavam essa doenga de 
bejel. Essa doenga treponemica esta limitada geograficamente aos climas aridos e secos da peninsula arabe, ao Sahel 
(margem sul do deserto do Saara) e ao sul da Africa e ainda nao foi erradicado em razao da higiene precaria nas 
areas rurais. 138,226 O bejel tem distribuigao familiar e acomete principalmente criangas de 2 a 15 anos. Varios estudos 
sorologicos demonstraram que a soropositividade variava de 7,5 a 27% das criangas dessas regioes. 1 58 O bejel e 
semelhante a sifilis venerea em sua apresentagao e evolugao clinica. As lesoes cutaneas primarias consistem em 
papulas ou ulceras minusculas indolores sobre as mucosas oral e nasofaringea. Os espiroquetas sao transmitidos 
pelo contato oral direto, ou pelo contato oral com alimentos, copos ou utensilios de cozinha contaminados (Tabela 
20.2). O bejel nao e diagnosticado antes de 3 a 6 meses depois da exposigao (durante o estagio secundario), porque 
as lesoes orais primarias nao sao perceptiveis visualmente. Em seguida, os pacientes desenvolvem erupgao 
maculopapulosa, papuloescamosa ou anular nao pruriginosa difusa e surgem lesoes novas dentro das cavidades oral 
e nasofaringea, que comumente se estendem inferiormente e causam laringite. 138,226 Osteite e periostite tambem sao 
sinais marcantes do bejel secundario. A fase latente ocorre dentro de 6 a 9 meses e e muito mais breve que a da 
framboesia. O bejel terciario comega dentro de apenas 6 meses depois da regressao dos primeiros sintomas e 
caracteriza-se por nodulos cutaneos gomosos, que progridem e formam escaras despigmentadas nao contraidas com 
bordas escuras. A destruigao da nasofaringe e atribuida a necrose e a infecgao secundaria com retragoes fibroticas 
das gomas, resultando na formagao de gangosa. 1 ’ N,22h O bejel raramente causa alteragoes osseas marcantes tipicas da 
framboesia terciaria, mas as gomas osseas podem ser evidenciadas nas radiografias simples e a maioria dos 
pacientes tem artralgia e dores osseas causadas pela periostite. A melhoria das condigoes nutricionais e a garantia de 
acesso mais rapido ao tratamento antibiotico eficaz podem atenuar a evolugao do bejel, de forma que a unica 
manifestagao da doenga pode ser dor nos membros causada pela periostite. 138 

Penicilina benzatina e o tratamento preferido. A melhoria das condigoes higienicas e sanitarias pode evitar a 
doenga. Os pacientes com sifilis endemica formam anticorpos, que mostram reatividade cruzada com T. pallidum. 

Treponema carateum 

T. carateum e o agente etiologico da pinta e provavelmente e o mais antigo dos treponemas humanos. 15 A pinta e a 
menos grave das treponematose nao venereas e causa apenas lesoes cutaneas papuloescamosas ou ulcerativas, que 
comumente formam areas despigmentadas. 138,226 Essa doenga esta limitada ao hemisferio ocidental e ainda e 
endemica nas regioes do Mexico (estados de Oaxaca, Guerrero, Michoacan e Chiapas) e nas Americas Central e do 
Sul (especialmente na regiao oeste da Amazonia brasileira) (Tabela 20.1). Nao existem dados sorologicos recentes 
sobre essa doenga nessas regioes. Como outras treponematose endemicas, a pinta acomete principalmente criangas 
com menos de 15 anos. 138,226 Os treponemas sao transmitidos mais facilmente pelo contato cutaneo direto (Tabela 
20.2). Cerca de 1 a 8 semanas depois da inoculagao, o paciente desenvolve uma lesao cutanea primaria (lesao 
primaria). Um pequeno numero de papulas ou maculas eritematosas expande e coalesce formando uma placa nao 
ulcerada, descamativa e nao pruriginosa circundada por um halo avermelhado. 138 A lesao primaria e encontrada nas 
areas expostas dos membros inferiores e contem grandes quantidades de treponemas. Cerca de 3 a 5 anos depois da 
inoculagao, o paciente desenvolve uma erupgao cutanea secundaria com lesoes espalhadas e difiisas semelhantes a 
lesao primaria (as chamadas “pintas”). 138 Em seguida, o desenvolvimento das pintas avanga e regride por 2 a 4 anos, 
quando as lesoes podem mudar de cor e formar areas coalescentes mais amplas, que causam despigmentagao 
extensiva. Depois de mais 3 a 10 anos, ocorrem alteragoes pigmentares cutaneas generalizadas semelhantes ao 
vitiligo sobre as proeminencias osseas. 138 Os espiroquetas podem ser detectados nos cortes histologicos das biopsias 
da pele hipopigmentadas da fase tardia, mas estas lesoes tardias nao sao contagiosas. 

Penicilina benzatina e o tratamento mais adequado. A pinta nao causa efeitos cronicos na saude em geral, mas a 
desfiguragao estetica e consideravel. Os antissoros obtidos dos pacientes com pinta tem reatividade cruzada com os 
antlgenos especlfico se T. pallidum , 281 

Diagnostico laboratorial das treponematoses 

Os metodos tradicionais do diagnostico laboratorial da sifilis foram detalhadamente revisados por Larsen et al ., 27 ' 5 
mas os laboratories cllnicos alteraram mais recentemente o algoritmo de triagem utilizando como teste inicial os 
imunoensaios enzimaticos (IEE) treponemicos mais senslveis disponlveis no mercado, a imunoquimioluminescencia 
e ensaios imunocromatograficos rapidos. 81 Essa segao descreve os testes disponlveis atualmente para diagnosticar 


sifilis, a capacidade dos varios metodos laboratoriais de detectar infecgao em todos os diversos estagios da doenga, o 
uso e os resultados do algoritmo dos testes em sequencia invertida e a utilizagao dos metodos moleculares. 

Cultura. Antes do desenvolvimento dos testes sorologicos, cultura era o padrao de referencia para diagnosticar 
sifilis, mas hoje e realizada apenas como uma abordagem experimental (Tabela 20.4). Os tecidos testiculares de 
coelbos foram utilizados primeiramente por Noguchi (1911) 319 para cultivar 10 cepas diferentes do T. pallidum em 
cultura pura (/. e., teste de infecciosidade em coelho [RIT]). Muito tempo depois, Fieldsteel et al. 146 tambem 
propagaram a cepa Nichols virulenta de T. pallidum em monocamada de cultura de celulas epiteliais de coelho 
cauda de algodao cultivadas em condigoes atmosfericas com oxigenio a 1,5%. O RIT era usado para diagnosticar 
infecgao fetal intrauterina por inoculagao do liquido amniotico em coelhos. 3 " Hoje em dia, os metodos de detecgao 
moleculares suplantaram o uso do RIT, mas um estudo recente demonstrou que a reagao da cadeia de polimerase 
(PCR; do ingles, polymerase chain reaction) foi menos sensivel a detecgao de T. pallidum em amostras de soro 
neonatal, em razao da existencia de inibidores de PCR nas amostras clinicas. 194 

Microscopia. Tradicionalmente, o diagnostico da sifilis primaria inicial baseava-se na detecgao direta dos 
espiroquetas nos exsudatos das lesoes cutaneas em atividade (/. e., cancro primario) utilizando microscopia em 
campo escuro (MCE) ou exame histologico direto dos tecidos (Quadro 20.1 online). A demonstragao dos 
espiroquetas (i. e., microrganismos espiralados com extremidades pontiagudas, que demonstram motilidade espiral 
rapida) por MCE do material raspado da superficie de um cancro confirma o diagnostico da sifilis primaria. A MCE 
tem limite de resolugao menor que a microscopia em campo brilhante (0,1 pm versus 0,2 pm), de forma que os 
espiroquetas porventura presentes podem ser detectados facilmente como microrganismos espiralados luminosos 
contra um fundo escuro (Figura 20.4). O exame das lesoes orais ou retais nao e recomendado em razao da presenga 
frequente de espiroquetas saprofiticos nestas areas. As lesoes cutaneas e viscerais da sifilis secundaria tambem 
podem conter grandes quantidades de espiroquetas, que podem ser demonstradas por MCE dos raspados ou 
impressoes de cortes histologicos. A MCE tambem e usada para detectar infecgoes fetais quando demonstram 
espiroquetas no liquido amniotico, mas a amostra deve ser fresca e examinada imediatamente. 1,4 Em razao das 
necessidades de transporte, o teste de MCE nao e exequivel e, por esta razao, nao esta amplamente disponivel nos 
laboratories clinicos. As amostras devem ser examinadas imediatamente depois da coleta, de forma a detectar 
espiroquetas moveis viaveis; alem disso, devem ser examinados tres especimes colhidos sequencialmente, antes que 
possa ser liberado um resultado negativo. Contudo, algumas clinicas de DST ainda realizam o exame de MCE no 
proprio laboratorio, como forma de detectar pacientes com sifilis em fases iniciais. 



■ FIGURA 20.4 Exame em campo escuro positivo para Treponema pallidum. 

E dificil corar T. pallidum utilizando corantes laboratoriais rotineiros, mas um corante a base de anticorpos 
fluorescentes diretos (AFD) monoclonais facilita a detecgao dos espiroquetas nas lesoes cutaneas iniciais (Prancha 
20.1 B). 204,233 Em termos gerais, a MCE e a coloragao com AFD tem sensibilidade de 74 a 86% e 73 a 100% e 
especificidade de 85 a 100% e 80 a 100%, respectivamente. 2 ’ Para realizar o teste com anticorpo fluorescente 
direto para T. pallidum (AFD-TP), o material de uma lesao ou tecido e colhido da mesma forma descrita para o 


exame em campo escuro, com excegao de que o material e deixado secar sobre a lamina (Quadro 20.1 online). 
Como altemativa, os esfregagos secos ou os proprios exsudatos podem ser enviados a urn laboratorio de referenda; 
nestes casos, os exsudatos sao colhidos em tubos capilares e depois selados e conservados a 4°C para transporte. O 
metodo da imunofluorescencia direta tambem e eficaz para diagnosticar infecgoes por T. pertenue e T. pallidum , 351 
Hook et al. 195 usaram anticorpos policlonais para T. pallidum e demonstraram treponemas fluorescentes em 30 
pacientes com sifilis primaria, dos quais 29 tambem tiveram exames em campo escuro positivos. Mais 
recentemente, Cummings et al. 100 compararam a MCE e a coloragao com AFD monoclonal com um ensaio 
imunossorvente ligado a enzima em fase solida inicial para detectar T. pallidum nos exsudatos das lesoes de 188 
pacientes, dos quais 64 (34%) tinham lesoes de sifilis primaria diagnosticada por um destes metodos. Embora a 
MCE e o IIE inicial fossem positivos em 55 (85,9%) e 52 (81,3%) e dos 64 pacientes, respectivamente, o AFD 
detectou a presenga de T. pallidum em 59 (92,2%) dos casos. O teste de AFD pode produzir reagoes falso-positivas, 
mesmo quando se utiliza um anticorpo monoclonal altamente especifico para testar lesoes orais, porque os 
espiroquetas da cavidade oral tern reatividade cruzada com os antigenos de T. pallidum e sao encontrados nos 
pacientes com gengivite necrosante. 376 


Tabela 20.4 Cultura dos espiroquetas. 


Microrganismo 

In vivo 

In vitro 

T. pallidum 

Testiculo de coelho; hamsteres; cobaias 

Nenhum 

T. pertenue 

Testiculo de coelho; hamsteres; cobaias 

Nenhum 

T. endemicum 

Testiculo de coelho; hamsteres; cobaias 

Nenhum 

T. carateum 

Nenhum 

Nenhum 

B. recurrentis 

Varios 

Meiode Kelly modificado 

Borrelia spp. 

Varios 

Meiode Kelly modificado 

B. burgdorferi 

Varios 

Meiode Kelly modificado 

L. interrogans 

Varios 

Meio de Fletcher; meio de Korthof; meio Tween80- 

albumina 


O diagnostico dos estagios iniciais da sifilis pode ser dificil nos pacientes coinfectados pelo HIV ou outros 
pacientes imunossuprimidos, porque os titulos dos anticorpos podem ser tao baixos a ponto de nao serem 
detectaveis e podem gerar resultados falso-negativos. A sifilis pode ser diagnosticada por biopsia das lesoes 
cutaneas, mas os aspectos morfologicos tipicos comumente nao estao presentes. 134,207,423 Tradicionalmente, os 
espiroquetas presentes nos tecidos fixados por formalina sao detectados por um dos varios corantes de impregnagao 
com prata, inclusive os metodos de Steiner, Warthin-Starry ou Dieterle (Prancha 20.1 A). 4 ' 3 Em alguns casos, e 
dificil interpretar as coloragoes de prata em razao da coloragao intensa de fundo. 1 Nos casos apropriados, a 
demonstragao dos espiroquetas nos cortes histologicos constitui evidencia presuntiva de sifilis, mas nao definitiva. 
A imuno-histoquimica com utilizagao de um anticorpo de fluoresceina aumenta a especificidade e sensibilidade. Ito 
et al. 204 demonstraram T. pallidum em tecidos fixados por formalina usando antissoros policlonais ou anticorpos 
monoclonais depois do tratamento com hidroxido de amonio ou tripsina para expor os locais antigenicos. Mais 
recentemente, a PCR tradicional e a PCR em tempo real tem sido usadas para facilitar a detecgao de T. pallidum nas 
biopsias de tecidos/' 1 

Sorologia. A maioria dos casos de sifilis e diagnosticada por sorologia e depois confirmada por um segundo teste 
sorologico ou outro metodo, inclusive Western blot ou, mais recentemente, um ensaio imunocromatografico rapido 
ou PCR em tempo real. Os testes sorologicos para sifilis podem ser treponemicos ou nao treponemicos e incluem os 
IEE enzimaticos mais novos disponiveis no mercado, que tem caracteristicas singulares que os tomam uteis para 
diversas finalidades. A Tabela 20.5 descreve o desempenho geral dos diversos testes usados para diagnosticar sifilis, 
dependendo do estagio da doenga. 412 O US Public Health Service publicou procedimentos padronizados para a 



realizagao dos testes nao treponemicos e treponemicos tradicionais 235 e as instrugoes do fabricante devem ser 
seguidas durante a realizagao de um ensaio para sifilis disponivel no mercado. 

Testes nao treponemicos. Os anticorpos nao treponemicos dirigidos contra um lipidio tecidual conhecido como 
cardiolipina comegam a ser produzidos no estagio mais avangado da slfilis primaria, quando o cancro aparece (i. e ., 
21 dias depois da inoculagao), mas a soroconversao pode ocorrer ate 6 semanas depois da infecgao. 235 Essa 
associagao foi reconhecida no inicio do seculo 20 e foi a base para o desenvolvimento de varios testes de fixagao de 
complemento. 22 A ligagao da cardiolipina e de outros lipidios do hospedeiro ao espiroqueta pode converte-los em 
imunogenos. 344 Hoje em dia, existem tres testes disponiveis nos EUA, que utilizam uma forma sintetica de 
cardiolipina ligada a complexos com lecitinas e colesterol como antigeno; estes testes estao baseados na floculagao 
depois da reagao com anticorpos IgM e IgG e sao os seguintes: (1) VDRL, (2) RPR e (3) teste do vermelbo de 
toluidina com soro nao aquecido (TRUST; do ingles, toluidine red unheated serum test ). 68 ’ 235 Todos esses testes nao 
treponemicos sao realizados manualmente, porque nenhum se adapta aos metodos atuais de automagao. Os testes 
nao treponemicos eram usados na triagem inicial dos pacientes para sifilis, mas hoje sao realizados mais comumente 
como testes confirmatorios secundarios, de acordo com os algoritmos de testes mais modernos (Figura 20.5) (ver 
Algoritmo de testes invertido). 


Tabela 20.5 Sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos para sifilis. 


Teste 

Primaria 

Secundaria 

Latente 

Tardia 

Especificidade 

Testes NTP a 

VDRL 

78 (74 a 87) 

100 

96 (88 a 100) 

71 (37 a 94) 

98 (96 a 99) 

TRUST 

85 (77 a 86) 

100 

98 (95 a 100) 

Dl 

99(98 a 99) 

RPR 

86 (77 a 99) 

100 

98 (95 a 100) 

73 

98(93 a 99) 

Testes TP iniciais 0 '’ 

MHA-TP 

76 (69 a 90) 

100 

97 (97 a 100) 

94 

99 (98 a 100) 

TPPA 

88 (86 a 100) 

100 

100 

Dl 

96 (95 a 100) 

TPHA C 

86 

100 

100 

99 

96 

FTA-ABS 

84 (70 a 100) 

100 

100 

96 

97 (94 a 100) 

IAS 

ELISA para IgG" 

100 

100 

100 

Dl 

100 

IEE para lgM e 

93 

85 

64 

Dl 

Dl 

ICE f 

77 

100 

100 

100 

99 

Ensaio de ICL 

CLIA 9 

98 

100 

100 

100 

99 


a Veja referenda 235. 
b \Je\a referenda 368. 

Tesinski J, Krach J, Kadziewicz E. Specificity, sensitivity, and diagnostic value of the TPHA test. Br J Vener Dis 1974;50:334- 
340. 

d Castro R, Prieto ES, Santo I, et al. Evaluation of a enzyme immunoassay technique for detection of antibodies against 
Treponema pallidum. J Clin Micribiol 2003;41:250-253. 

s Lefevre JC, Bertrand MA, Bauriavud R. Evaluation of the CAPTIA enzyme immunoassays for detection of immunoglobulins G 
and M to Treponema pallidum in syphilis. J Clin Microbiol 1990;28:1704-1707. 

Veja referenda 509. 

®Veja referenda 510. 



NTP = nao treponemicos; VDRL = Venereal Disease Research Laboratory; TRUST = teste do vermelho de toluidina com soro 
nao aquecido; RPR = reagina plasmatica rapida; TP = testes treponemicos; MHA-TP = ensaio de microaglutinagao para T. 
pallidum', TPPA = aglutinagao de particulas de T. pallidum ; TPHA = ensaio de hemaglutinagao para T. pallidum', FTA-ABS = 
ensaio de absorgao de anticorpo treponemico fluorescente; IEE = imunoensaios enzimaticos; ELISA = ensaio imunossorvente 
ligado a enzima; ICE = IEE de captura imune; ICL = imunoquimioluminescencia; CLIA = ensaio de quimiluminescencia (do 
ingles, chemiluminescence assay); Dl = dados indisponiveis. 

O teste VDRL foi o primeiro teste nao treponemico introduzido para testar soros e ainda e o unico teste 
sorologico para sifilis, que pode ser realizado no LCR e e mundialmente aceito para diagnosticar neurossifilis. 
Plasma e sangue do cordao nao devem ser usados, porque podem ocorrer reagoes limi'trofes. 2 O teste VDRL e um 
pouco mais dificil de realizar, em razao da precisao necessaria para preparar o antigeno. A interrupgao da fabricagao 
dos frascos necessarios a preparagao do antigeno do VDRL tambem estimulou a busca por uma alternativa 
aceitavel. 358 A Figura 20.6 ilustra alguns exemplos de reagoes do VDRL. O Quadro 20.2 online resume o 
procedimento desse teste. 

O teste da RPR e um ensaio de floculagao adaptado a um formato de cartao (Figura 20.7). Esse procedimento 
esta descrito no Quadro 20.3 online. A visibilidade da floculagao e facilitada pela incorporagao de particulas 
associadas ao carvao. O teste da RPR e realizado com amostras de soro, mas nao foi validado para testar LCR. 
Tambem nesse caso, plasma e sangue de cordao nao devem ser usados porque existe a possibilidade de ocorrerem 
reagoes limitrofes. 235 Em vista da simplicidade do teste da RPR, a maioria dos laboratories realiza este ensaio como 
teste de triagem nao treponemico principal. O ensaio TRUST e realizado da mesma forma que o teste com cartao de 
RPR, mas o antigeno esta baseado no que e usado no VDRL. Alem disso, o acido etilenodiaminotetracetico 
(EDTA), o cloreto de colina e o pigmento vermelho de toluidina sao acrescentados para produzir uma reagao de 
floculagao visivel. 352 Esse ensaio tambem tern caracterfsticas de desempenho semelhantes as do teste da RPR 
(Tabela 20.5). 


Teste nao treponemico 
(RPR ou VDRL)* 



Teste treponemico 
(HE, TP-PA, TPHA 
ou FTA-ABS) 


Sifilis ausente ou infec 9 ao 
muito recente; os 
testes sao concluidos 



Sifilis (caso recente 
ou paciente tratado 
anteriormente) 


Resultado biologico 
falso-positivo** 


‘Quando o teste nao treponemico e qualitativamente reativo, 
deve-se em seguida determinar seu ti'tulo quantitative. **Os 
resultados biologicos falso-positivos (BFP; do ingles, biologic 
false positive) dos testes nao treponemicos podem ocorrer nos 
individuos idosos ou portadores de doenca autoimune, usuarios 
de drogas intravenosas, vacina 9 ao recente ou algumas infec 9 oes. 


■ FIGURA 20.5 Algoritmo convencional de testes para sifilis usado no passado. 

















■ FIGURA 20.6 Teste VDRL: as reagoes deste teste sao avaliadas visualmente. A. Soro nao reativo. As particulas do 
antigeno do VDRL sao homogeneas e estao livremente dispersas, sem formagao de grumos. B. Soro reativo: as particulas de 
antigeno do VDRL estao fortemente aglutinadas por esse soro sifilitico. As particulas separadas agregaram-se em feixes e 
grumos grandes (*100). (Cortesia de Burton Wilcke, PhD, e Mary Celotti.) 



■ FIGURA 20.7 Teste de cartao RPR: as reagoes nesse cartao sao lidas a olho nu, sob iluminagao incandescente. Esse 
cartao de controle inclui soros Reativo (R), Fracamente reativo (F) e Nao reativo (N). O antigeno VDRL modificado e 
visualizado mediante formagao de complexos com particulas associadas ao cartao. As particulas de antigeno associadas ao 
cartao sao dispersadas de modo uniforme e distribuidas igualmente no soro nao reativo e formam grumos grosseiros. O soro 
com atividade minima a moderada produz pequenos agregados e grumos de particulas de antigeno VDRL e associados ao 
cartao. 


Os testes nao treponemicos sao afetados pelo tratamento antimicrobiano e, por esta razao, os titulos quantitativos 
basais permitem monitorar a resposta ao tratamento. 235,23 Os resultados de qualquer teste positivo devem ser 
titulados ate uma diluigao final estabelecida. Alem disso, os soros dos pacientes com grandes quantidades de 
anticorpos podem produzir um fenomeno de pro-zona, que acarreta resultados negativos falsos. Quando esse 
fenomeno ocorre, as concentragoes relativamente altas dos anticorpos em relagao com os antlgenos impedem que 
haja precipitagao ou floculagao. Frequentemente, os resultados causados pelo fenomeno da pro-zona sao marcados 
pelo aspecto “grosseiro” do antlgeno floculado. Qualquer soro que produza esse aspecto grosseiro deve ser titulado. 
Alem disso, o soro deve ser diluido e retestado quando ha forte suspeita clinica de que um paciente tenha slfilis, 
apesar dos resultados negativos dos testes. Na populagao em geral, a frequencia das reagoes de pro-zona e muito 
baixa e a diluigao rotineira do soro nao tern relagao custo-beneficio satisfatoria. L ’ 2 

Falencia terapeutica e outra possibilidade a ser considerada quando o titulo de anticorpo nao treponemico nao 
diminui progressivamente conforme seria esperado depois da fmalizagao do ciclo de tratamento com antibiotico. 
Tres meses depois do tratamento antitreponemico, o titulo dos anticorpos deve diminuir ao menos quatro vezes. Nos 
pacientes que sao tratados nos estagios avangados da sifilis, ou que sao reinfectados, podem ser detectados titulos 
que declinam muito lentamente ou se mantem estaveis. Alguns desses “persistentes cronicos” podem manter testes 
nao treponemicos positivos por toda sua vida. 

Os testes nao treponemicos tem sensibilidade de 70 a 99%, dependendo do estagio da doenga (Tabela 20.5). 412 
Os testes nao treponemicos podem ser negativos nos estagios iniciais da sifilis e a sorologia deve ser repetida em 7 
dias, 1 mes e 3 meses depois do resultado negativo de um paciente sob suspeita de ter sifilis. Durante a fase 
secundaria da doenga, a sensibilidade do VDRL ou da RPR fica em torno de 100%. A sifilis tardia, especialmente 
quando foi tratada, tambem nao pode ser diagnosticada por um teste nao treponemico, porque o titulo dos anticorpos 
fmalmente declina a niveis indetectaveis (Tabelas 20.5 e 20.6). 368 ' 412 


Tabela 20.6 Interpretagao dos testes sorologicos para sifilis. 


Testes nao treponemicos 

Testes treponemicos 

Interpretagao provavel 

Positivos 

Positivos 

Sifilis, framboesia ou pinta 

Positivos 

Negativos 

Falso-positivo (ausencia de sifilis) 

Negativos 

Positivos 

Sifilis primaria ou latente; sifilis, framboesia ou pinta tratada no passado, 

ouainda nao tratada 

Negativos 

Negativos 

Ausencia de sifilis; perfodo de incubagao da sifilis 


Adaptada da referenda 368. 


A especificidade insuficiente (98%; variagao de 93 a 99%) dos testes nao treponemicos limita seu uso como 
exame de triagem, principalmente nas populagoes com prevalencia baixa de sifilis (Tabela 20.5). Reagoes biologicas 
falso-positivas ocorrem nao apenas nos pacientes portadores de outras infecgoes treponemicas, como tambem nos 
individuos que apresentam outras doengas inflamatorias, inclusive infecgoes virais que podem estimular a produgao 
transitoria de anticorpos, bem como gravidez, idade avangada, cancer e disturbios autoimunes (Tabela 20.7). 368 
Reagoes biologicas falso-positivas tambem foram relatadas entre usuarios de drogas intravenosas - uma populagao 
em risco mais alto de contrair sifili s 188 ’ 218 - e pacientes com sorologia positiva para F1IV e virus da hepatite C. 16,514 
Em razao dessa limitagao, testes nao treponemicos positivos devem ser confirmados por um teste treponemico. 
Contudo, os testes treponemicos tambem podem ter resultados falso-negativos nos pacientes imunossuprimidos ou 
coinfectados pelo HIV. 215 

Testes treponemicos. Os testes treponemicos detectam anticorpos direcionados contra os antlgenos de superficie 
de T. pallidum, mas seus titulos nao se correlacionam diretamente com a atividade ou o estagio da doenga. Quando 
sao positivos, esses testes assim permanecem por muitos anos, independentemente de o paciente ser ou nao tratado 
(Tabelas 20.5 e 20.6). Por essa razao, os testes treponemicos nao podem ser usados para monitorar a resposta ao 
tratamento, ou para detectar recidiva ou reinfecgao dos pacientes tratados no passado. Alem disso, os testes 
treponemicos podem ter reagoes cruzadas nos pacientes com treponematoses endemicas (framboesia e pinta) e, 



deste modo, nao podem ser usados para diferenciar entre os pacientes com sifilis e outras infecgoes por espiroquetas 
(Tabela 20.6). Os testes treponemicos tradicionais (FTA-ABS e TTPA) sao usados basicamente para confirmar a 
reatividade de um teste nao treponemico, ou como exames diagnosticos para pacientes com sifilis tardia e resultados 
negativos dos testes treponemicos. Entretanto, mais recentemente, foram langados do mercado varios formatos de 
imunoensaios treponemicos altamente sensiveis, que tern sido usados com frequencia crescente na triagem das 
populagoes com prevalencia baixa de sifilis. 


Tabela 20.7 Causas de resultados falso-positivos dos testes sorologicos para sifilis. 


Testes nao treponemicos 

Testes treponemicos 

Idade avangada 

Idade avangada 

Dependenda de drogas psicoativas/UDIV 

Dependenda de drogas psicoativas/UDIV 

Imuniza^oes 

lmuniza<;6es 

Imunoglobulinas anormais 

Imunoglobulinas anormais (hiperglobulinemia) 

Gravidez 

Gravidez 

Infecgdes sistemicas: endocardite bacteriana, brucelose, cancroide, 

varicela, hepatite, mononudeose infecdosa, hanseniase, 

linfogranuloma venereo, sarampo, caxumba, pinta, pneumonia 

pneumocodca, riguetsiose, tuberculose, pneumonia viral, framboesia 

Infecgbes sistemicas: brucelose, herpes genital, mononudeose infecciosa, 

leptospirose, hanseniase, doen^a de Lyme, malaria, pinta, febre 

recorrente, framboesia 

Outras doen^as inflamatorias: purpura trombodtopenica idiopatica, 

cancer, poliarterite nodosa, artrite reumatoide, lupus eritematoso 

sistemico, tireoidite, colite ulcerativa, vasculite 

Outras doen^as inflamatorias: cirrose, esderodermia, lupus eritematoso 

sistemico, tireoidite 


Adaptada da referenda 368. 

UDIV = usuario de drogas intravenosas. 


O primeiro ensaio treponemico desenvolvido foi o teste de imobilizagao de T. pallidum (ITP), no qual a 
motilidade dos treponemas virulentos vivos era inibida pela presenga de um anticorpo espccificoa ' Em razao dos 
problemas tecnicos associados a esse ensaio e do seu custo, outros formatos de teste foram desenvolvidos 
progressivamente ao longo dos ultimos 60 anos. Entre os formatos de testes disponiveis hoje em dia para detectar 
antigenos especificos de T. pallidum estao os imunoensaios enzimaticos e particulados mais antigos, os 
imunoensaios enzimaticos langados mais recentemente no mercado (inclusive alguns ensaios de 
quimiluminescencia, que incorporam antigenos recombinantes) e ensaios imunocromatograficos utilizados em 
regioes com escassez de recursos. 129,130,139,176,412 Esta segao descreve resumidamente os principios basicos de cada 
um desses tipos de testes, inclusive seu desempenho e suas limitagoes. 

Testes treponemicos tradicionais. Os testes treponemicos mais antigos foram usados durante varias decadas 
para confirmar o diagnostico de sifilis nos pacientes com resultados positivos nos testes nao treponemicos, mas hoje 
estes ensaios sao utilizados principalmente como exames de referenda, desde a introdugao dos IEE altamente 
sensiveis para triagem da sifilis (Figura 20.5; veja Algoritmo de testes invertido). Os quatro testes treponemicos 
utilizados nos EUA sao os seguintes: ensaio de absorgao de anticorpo treponemico fluorescente (FTA-ABS), teste 
de aglutinagao de particulas de T. pallidum (TPPA; do ingles, T. pallidum particle agglutination ) (Fujirebio Inc., 
Japao), o ensaio de microaglutinagao para T. pallidum (MHA-TP) (Fujirebio Inc., Japao) e o ensaio de 
hemaglutinagao para T. pallidum (TPHA; do ingles, T. pallidum hemagglutination ). 235 O MHA-TP utiliza eritrocitos 
de cameiro sensibilizados e recobertos por T. pallidum (cepa de Nichols), que aglutinam com os anticorpos IgM e 
IgG antitreponemicos. O TPHA e um ensaio de microaglutinagao para anticorpos IgM e IgG. Os ensaios MHA-TP e 
TPHA sao menos sensiveis que os outros testes treponemicos para diagnosticar sifilis inicial (Tabela 20.5) e todas as 
reagoes duvidosas precisam ser confirmadas por outro teste treponemico (i. e., FTA-ABS). 4 ' Por essa razao, esses 
dois primeiros testes foram substituidos pelos ensaios treponemicos mais sensiveis. Os testes treponemicos 



continuam positivos por toda a vida, exceto nos pacientes com sifilis primaria diagnosticada e tratada; 235 por esta 
razao, estes testes nao podem ser usados para monitorar os efeitos do tratamento. 

O teste FTA-ABS e um ensaio qualitative de imunofluorescencia indireta, que requer o pre-tratamento das 
amostras de soro com um absorvente para remover anticorpos inespecificos (Quadro 20.4 online). Esse ensaio 
utiliza T. pallidum imobilizados, que se ligam aos anticorpos IgM e IgG fluorescentes. Originalmente, o teste 
utilizava iluminagao em campo escuro, mas o metodo de coloragao dupla - que tambem utiliza um anticorpo 
antitreponemico da classe IgG conjugado com a rodamina como contracorante contrastante - facilita a localizagao 
dos espiroquetas. Os desempenhos dos metodos do FTA-ABS tradicional e de coloragao dupla sao semelhantes. 375 O 
teste FTA-ABS e mais sensivel que o MHA-TP, TP HA ou testes nao treponemicos para detectar anticorpos no 
estagio inicial da sifilis, mas todos estes testes sao melhores para diagnosticar pacientes em estagios mais avangados 
(Tabela 20.5). Nos pacientes com sifilis secundaria, o teste FTA-ABS tern sensibilidade em tomo de 100%. O teste 
FTA-ABS tern especificidade alta, que pode ser aumentada pela absorgao dos soros testados com um espiroqueta 
nao patogenico (p. ex., cepa Reiter de T. phagedenis). 22 ’ 202 Alguns autores estimaram que 1% da populagao normal 
tenha resultado falso-positivo no teste FTA-ABS. Embora os resultados falso-positivos nao sejam comuns com esse 
teste, pacientes com lupus eritematoso sistemico ou outras doengas do tecido conjuntivo e outras infecgoes podem 
ter uma reagao de coloragao pontilhada incomum. 229 Reagoes cruzadas tambem podem ocorrer com outros 
treponemas patogenicos. 22 As reagoes falso-positivas podem ocorrer mesmo com esse teste muito especifico, 
quando o FTA-ABS e usado na triagem das populagoes com prevalencia baixa de sifilis. 

Como o TPPA e menos dispendioso e sua realizagao e menos complexa que o teste FTA-ABS, o primeiro e o 
teste treponemico tradicional usado mais comumente. O ensaio de TPPA e um teste de aglutinagao quantitativa para 
detectar anticorpos contra T. pallidum no soro ou no plasma. O TPPA usa o mesmo antigeno treponemico que o 
MHA-TP, mas, em vez de eritrocitos, utiliza particulas de gel coloridas sensibilizadas com antigeno de T. pallidum, 
deste modo eliminando as reagoes falso-positivas nas amostras de plasma. - '^ O TPPA e tao sensivel quanto o teste 
FTA-ABS na sifilis primaria, mas nao pode ser usado para monitorar a resposta ao tratamento (Tabela 20.5). 

► Imunoensaios enzimaticos (IEE). A partir da decada de 1970, cientistas desenvolveram imunoensaios enzimaticos 
altamente sensiveis e especificos para sifilis. 485 O primeiro IEE disponivel no mercado para diagnosticar sifili s 
detectava anticorpos antitreponemicos da classe IgG usando uma placa de microtitulagao com anticorpos de T. 
pallidum natural revestindo as camaras de teste. 508 Esse IEE inicial tinha sensibilidade de 98,4% e especificidade de 
99,3% em comparagao com os testes de referenda (FTA-ABS e TPPA). A Tabela 20.8 descreve os antigenos 
treponemicos, os anticorpos usados como alvos e o desempenho confirmado dos varios testes de IEE treponemicos 
disponiveis atualmente no mercado, assim como as faixas estimadas dos valores preditivos positivos baseados na 
prevalencia da sifilis na populagao americana. 412 Hoje em dia, os testes de IEE para sifilis disponiveis no mercado 
utilizam principalmente um ou mais antigenos treponemicos recombinantes (Tpl5, Tpl7 e/ou Tp47), embora alguns 
deles ainda usem antigenos naturais. Os testes de IEE que utilizam antigenos naturais ou apenas um antigeno 
recombinante podem ser menos sensiveis, mas isto nao foi confirmado com grandes numeros de amostras. Por 
exemplo, um IEE de captura imune (ICE® Syphilis; Abbott Murex), que utiliza os antigenos recombinantes TpN15, 
TpN17 e TPN47 teve sensibilidade mais alta que o CAPTIA SelectSyph-G® (Centocor), que usa antigenos naturais 
(99% versus 91,4%; p < 0,01). 509 

Esses ensaios tern sido adotados com frequencia crescente como testes primarios para triagem de sifilis nos 
laboratories clinicos, porque os IEE tern desempenho comparavel ao dos testes treponemicos tradicionais (FTA- 
ABS e TPPA), mas sao realizados por sistemas automatizados, que permitem testar um volume maior de amostras 
utilizando o mesmo tempo de um tecnologo. A maioria dos testes de IEE detecta anticorpos IgM e IgG contra um ou 
mais antigenos de T. pallidum e, por esta razao, nao e capaz de diferenciar os pacientes com sifilis tratada ou nao. 
Embora tenham sido realizadas algumas avaliagoes do desempenho de cada IEE em comparagao com os testes de 
referenda, estes estudos utilizaram metodos de referenda e algoritmos de testes diferentes, dificultando 
comparagoes diretas destes ensaios. Existem publicados apenas alguns estudos que avaliaram varios IEE diferentes 
usando antigenos naturais ou recombinantes de T. pallidum para detectar anticorpos antitreponemicos das classes 
IgG e IgM na mesma populagao de pacientes. Cole et al . 92 compararam 15 ensaios sorologicos (10 IEE disponiveis 
no mercado versus quatro testes de TPHA e um kit de TPPA) para diagnosticar sifilis usando o mesmo painel de 
especimes, que incluia 114 amostras de soro e plasma dos pacientes com sifilis (40 com sifilis primaria, 43 com a 
forma secundaria, 19 com infeegao latente inicial e 12 com sifilis latente tardia) e 249 amostras de doadores de 


sangue nao selecionados. As sensibilidades dos 10 testes de IEE (Trepanostika TP Recombinant®, bioMerieux; 
Syphilis EIA II®, Newmarket Laboratories; Abbott Murex ICE Syphilis®; Enzygost Syphilis®, Dade Behring; 
Diesse Enzywell Syphilis®; Biokit Bioelisa Syphilis 3.0®; Bio-Rad Syphilis Total®, Omega Pathozyme Syphilis; 
Mercia Syphilis®, Microgen Bioproducts; Trinity Biotech CAPTIA Syphilis) e dos cinco kits de TPHA/TPPA 
variaram de 93,9% a 99,1% e, em geral, os IEE alcangaram sensibilidades mais altas para detectar sifilis em estagio 
inicial. Apenas o Trinity® Biotech EIA e tres testes de TPHA nao conseguiram detectar as amostras fomecidas por 
pacientes com sifilis secundaria nao tratada. Todos os especimes fomecidos por pacientes em todos os outros 
estagios da doenga foram detectados por todos os outros ensaios. Todos os kits alcangaram especificidade final de 
100%, com excegao do Abbott Murex® ICE Syphilis e dos testes Biokit® TPHA, que foram repetidamente reativos 
com alguns especimes negativos, de acordo com os testes complementares. 


Tabela 20.8 Antigenos treponemicos, anticorpos-alvo e desempenho de varios testes treponemicos e 
seus valores preditivos positivos estimados com base na prevalence da sifilis na populagao americana 
(variagao de 0,7 a 4%). 


Teste 

Fabricante 

Antigenos 

treponemicos 

Anticorpos- 

alvo 

treponemicos 

Testes de 

referenda 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

VPP (%) 

Testes rapidos 








Syphilis fast" 

Diesse 

Recombinantes 

(TpN15,TpN17, 

TpN47) 

IgM, IgG 

VDRL, TPHA, 

FTA-ABS 

95,6 

99,9 

87,1 a 97,5 

Determine Syphilis TP 6 

Abbott 

Laboratories 

TpN47 

recombinante 

IgM, IgG, IgA 

TPHA, TPPA 

97,2 

94,1 

10,4 a 40,7 

EsplineTP 6 

Fujirebio 

Recombinantes 

(TpN15,TpN17, 

TpN47) 

IgM, IgG, IgA 

TPHA, TPPA 

97,7 

93,4 

9,4 a 38,1 

SD Bioline Syphilis 3.0 6 

Standard 

Diagnostics 

Recombinantes 

(TpN15,TpN17, 

TpN47) 

IgM, IgG, IgA 

TPHA, TPPA 

95,0 

94,9 

11,6 a 43,7 

Imunoensaios enzimaticos 







BioElisa Syphilis 3.0" 

Biokit 

Tipo natural 

IgG 

TPHA, FTA- 

ABS 

99,5 

99,4 

53,9 a 87,4 

CAPTIA Syphilis-G" 

Trinity Biotech 

Tipo natural 

IgG 

FTA-ABS 

96,7 

98,3 

28,6 a 70,3 

Eti-syphilisG" 

Diasorin 

Tipo natural 

IgG 

RPR, MHA-TP, 

FTA-ABS 

99,4 

100 

58,4 a 89,/ 

Trep-Chek IgG EIA 9 

Phoenix Biotech 

Recombinante (nao 

especificados) 

IgG 

RPR, VDRL, 

TTPA, 

FTA-ABS 

85,3 

95,6 

12,0 a 44,7 

Syphilis EIA II* 

Newmarket 

Laboratories 

Recombinantes 

(TpN15,TpN17, 

TpN47) 

IgM, IgG 

TPHA, TTPA 

99,1 

100 

58,3 a 89,/ 

Syphilis Total'’ 

Bio-Rad 

Recombinantes 

IgM, IgG 

TPHA, TTPA 

97,4 

100 

57,9 a 89,0 ' 



(TpN15,TpN17, 

TpN47) 


Enzywell Syphilis Screen Diesse 

Recombinant^ 

Recombinantes IgM, IgG 

(TpN15, TpN17, 

TpN47) 

TPHA, TPPA 

98,2 

100 

58,1 a 89,1 f 

Imunoquimioluminescencia 

LIASON Diasorin 

Chemiluminescence 

TpNI 7 IgM, IgG 

recombinante 

RPR, TPPA 

95,8 

99,1 

42,9 a 81,6 

Assay' 

Architect Abbott 

Recombinantes IgM, IgG 

VDRL, TPPA 

98,4 

99,1 

43,5 a 82,0 


Chemiluminescence Laboratories (TpN15,TpN17, 

Asa/ TpN47) 

a Young H, Moyes A, de Ste Croix I et al. A new recombinant antigen latex agglutination test (Syphilis Fast) for the rapid 
serological diagnosis of syphilis. Int J STD AIDS 1998;9:196-200. 

6 World Health Organization. The sexually transmitted diagnostics initiative (SDI): special programme for research and training 
in tropical diseases (TDr). Geneva, Switzerland; 2003. 

A/eja referencia 129. 

“'Hailing VW, Jones MF, Bestrom JE et al. Clinical comparison of the Treponema pallidum CAPTIA syphilis-G enzyme 
immunoassay with the fluorescente treponemal antibody absorption immunoglobulin G assay for syphilis testing. J Clin 
Microbiol 1999;37:3233-3234. 

e Castro R, Pietro ES, Santo I et al. Evaluation of an enzyme immunoassay technique for detection of antibodies against 
Treponema pallidum. J Clin Microbiol 2003;41:250-253. 

VPP calculado com base em uma estimativa inferior de 99,5% em virtude dos intervalos de confianga de 95% em torno das 
especificidades relatadas. 

®Tsang RS, Martin IE, Lau A et al. Serological diagnosis of syphilis: comparison of the Trep-Chek IgG enzyme immunoassay 
with other screening and confirmatory tests. FEMS Immunol Med Microbiol 2007;51:118-124. 

A/eja referencia 92. 

'Veja referencia 224. 

A/eja referencia 510. 

IEE = imunoensaio enzimatico; FTA-ABS = ensaio de absorgao de anticorpo treponemico fluorescente; MHA-TP = ensaio de 
micro-hemaglutinagao; TPHA = ensaio de hemaglutinagao para Treponema pallidum ; TPPA = aglutinagao de particulas para 
T. pallidum. 

Adaptada da referencia 412. 

Recentemente, Binnicker et al? 1 compararam o desempenho de sete ensaios treponemicos (BioPlex 2200 
Syphilis IgG®, Bio-Rad; Zeus Scientific FTA-ABS; aglutinagao de particulas Serodia TP® [Fujirebio Diagnostics]; 
Trep-Sure EIA® [Phoenix Biotech]; Trep-Chek® EIA [Phoenix Biotech]; Trep-ID® EIA [Phoenix Biotech] e 
Treponema Vira-Blot IgG® [Viramed Biotech] usando 303 amostras de soro enviadas a um laboratorio de referencia 
para detecgao da sifilis. Todas as amostras desse estudo tambem foram testadas por um ensaio de RPR e um testes 
treponemico de Western blot para IgM (Viramed VirBlot®). Em comparagao com um “painel de testes consensual” 
(defmido por concordancia entre 4 dos 7 testes treponemicos) utilizado como padrao de referencia, os sete ensaios 
avaliados tiveram desempenho comparavel com concordancia variando de 95,7% (IC de 95%: 92,7 a 97,5%) para o 
Trep-Sure® EIA ate 99,3% (IC de 95%: 97,5 a 99,9%) para o Trep-ID® EIA. Apesar do desempenho geral desses 
ensaios, todos produziram resultados discordantes. Por exemplo, quando os resultados do FTA-ABS foram 
comparados com o painel consensual, houve tres amostras discordantes (FTA-ABS positivos e painel-negativo). 37 
Uma dessas amostras tambem era positiva no ensaio Trep-Sure®, mas negativa em todos os outros testes, inclusive 
RPR e ensaios para IgM; os resultados do teste FTA-ABS foram interpretados como provavelmente falso- 
positivos. 3 Nesse estudo, os resultados discrepantes nao poderiam ser correlacionados com o quadro clinico ou a 
historia de tratamento, porque as amostras enviadas nao continham informagoes clinicas. 

Embora a maioria dos testes de IEE disponiveis no mercado para diagnosticar sifilis tenha desempenho 
comparavel, os laboratories devem validar seus ensaios especificos para determinar suas limitagoes, inclusive a 
possibilidade de resultados positivos e negativos falsos na populagao a ser testada. As amostras de soro positivas no 



imunoensaio treponemico, mas negativas no teste de RPR, devem ser analisadas por um segundo teste treponemico 
diferente do primeiro utilizado. 

► Ensaios de imunoquimioluminescencia. Hoje em dia, existem dois ensaios de imunoquimioluminescencia 
disponiveis no mercado em sistemas automatizados de alta produtividade (Tabela 20.8). Esses ensaios usam 
microparticulas paramagneticas recobertas com antigenos recombinantes de T. pallidum, que detectam anticorpos 
monoclonais humanos das classes IgM e IgG marcados. O ensaio LIASON® (Diasorin) usa o antigeno TpN17, 
enquanto o Architect Syphilis Chemiluminescence Assay® (CLIA, Abbott) inclui os antigenos recombinantes 
Tpl5, Tpl7 e Tp47. Esses ensaios sao muito sensiveis para detectar sifilis em estagio inicial, mas, como os outros 
testes treponemicos, nao conseguem diferenciar infecgoes recentes, remotas ou previamente tratadas causadas por 
espiroquetas. Recentemente, Young et al. testaram 129 soros de casos de sifilis nao tratada caracterizados 
sorologicamente e 1.107 soros enviados para testes rotineiros de sifilis. O ensaio Architect® Syphilis e o TPPA 
alcangaram concordancia completa em todas as infecgoes nao tratadas com sensibilidade de 98,4% - um valor 
significativamente mais alto que o do IEE de imunocaptura Murex® ICE, o imunoensaio para IgM ou o teste 
VDRL. 510 Alem disso, a diferenga de sensibilidade entre o ensaio Architect® Syphilis e o ensaio Murex® ICE foi 
atribuida a detecgao mais sensivel dos casos de sifilis no estagio primario (97,5% versus 77,2%; p < 0,001), mas a 
especificidade foi maior com o Murex® ICE (99,9%) que com o ensaio Architect® (99,1%) (p = 0,016). 510 
Recentemente, Knight et al. 224 demonstraram caracteristicas de desempenho semelhantes com o ensaio LIASON® e 
o IEE CAPTIA Syphilis-G® quando usaram um algoritmo de testes, que tambem incluia os ensaios de RPR e 
TPPA. Como teste de triagem, o ensaio LIASON® comprado com o IEE demonstrou niveis de concordancia dentro 
do algoritmo dos testes, respectivamente: 94,1% e 100% com 51 amostras de pacientes com sifilis primaria ou 
secundaria; 93,2% e 98,7% com 999 amostras enviadas ao laboratorio para testes rotineiros de sifilis; 84,5% e 
94,0% com 200 amostras de pacientes HIV-positivos; e 94,3% e 98,3% com 992 amostras de adultos aparentemente 
saudaveis. 224 Como teste confirmatorio, o ensaio LIASON® alcangou concordancia de 99% com o IEE em 204 
amostras RPR-positivas. Depois da resolugao com outro teste de TTPA e do descarte de uma amostra inadequada, a 
concordancia foi de 100% nas 203 amostras restantes. No grupo inteiro de 2.645 amostras, a sensibilidade relativa 
global foi de 95,8% e a especificidade relativa de 99,1%. 224 

Os ensaios CLIA® alcangaram sensibilidade excelente como testes de triagem para sifilis em diversas 
populagoes de pacientes, inclusive grupos especificos com indices alegadamente altos de resultados falso-positivos 
com os testes nao treponemicos. Entretanto, em razao de sua especificidade um pouco menor, em comparagao com 
alguns IEE (Tabela 20.8), pode ser necessario um aumento pequeno dos testes confirmatorios para excluir resultados 
falso-positivos em algumas populagoes de pacientes. 

► Testes rapidos. Testes rapidos comerciais realizados no local de atendimento de pacientes supostamente com 
sifilis sao promissores como triagem desta doenga e tern sido usados com frequencia crescente nos contextos de 
recursos escassos, nos quais os outros ensaios treponemicos podem nao estar prontamente disponiveis no local. Os 
ensaios rapidos para sifilis estao disponiveis na forma de testes de aglutinagao, que utilizam particulas de latex 
recobertas com antigenos treponemicos, ou tiras imunocromatograficas (ICS; do ingles, immunochromatographic 
strips), nas quais uma linha colorida indica reagao positiva (Figura 20.8). Esses ensaios foram desenvolvidos para 
atender aos criterios ASSURE ( Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid/robust, Equipment-free and 
Delivered ; do ingles, Acessivel, Sensivel, Especifico, Facil de usar, Robusto/rapido e sem Equipamento) 
estabelecidos pela OMS para contextos com poucos recursos. A maioria dos testes rapidos pode ser armazenada a 
temperatura ambiente, e facil de realizar porque requer treinamento minimo e nenhum equipamento e pode fomecer 
resultados visuais em menos de 30 minutos. Outra vantagem desse formato e que o teste pode ser realizado com 
sangue total, soro ou plasma. 

Atualmente, existem disponiveis no mercado mais de 20 testes rapidos para sifilis, mas ate agora nenhum foi 
aprovado para uso nos EUA. A OMS, os CDC e outros orgaos de saude publica avaliaram varios testes rapidos, a 
maioria no formato de TIC. Bronzan et a/. 48 avaliaram a triagem rapida para sifilis neonatal na Africa do Sul usando 
um ICS em comparagao com o teste de RPR realizado no local e os testes de RPR e TPHA efetuados em um 
laboratorio e demonstraram que 79/1.250 (6,4%) das mulheres tinham sifilis, de acordo com o laboratorio de 
referencia. Os testes com ICS realizados no local de atendimento permitiram que um numero maior de gestantes 
fosse diagnosticado e tratado corretamente para sifilis (89,4% versus 63,9% com o RPR realizado no local e 60,8% 
com o teste RPR/TPHA efetuado no laboratorio). A RPR local teve pouca sensibilidade (71,4%) para sifilis com 


titulos altos, enquanto o exame realizado no laboratorio de referenda resultou no menor numero de retomo das 
pacientes para fazer tratamento. Em outro estudo, esses pesquisadores tambem demonstraram que a triagem pre¬ 
natal local usando um ICS tambem alcangou razao custo-beneficio favoravel. 38 



■ FIGURA 20.8 TP Syphilis Test Card - Positive Syphilis Rapid Test® (Boson; LumiQuick, EUA). Esse teste anti-TP rapido 
utiliza um dispositivo de teste cromatografico de fluxo lateral em formato de cassete. Os antigenos recombinantes conjugados 
com ouro coloidal (Au-Ag) correspondentes aos antigenos do TP (P47, P45, PI 7, PI 5) sao imobilizados a seco na 
extremidade da tira de membrana de nitrocelulose. Os antigenos do TP sao fixados a Zona de Teste (T) e os anticorpos anti- 
TP de coelho sao ligados a Zona de Controle (C). Quando a amostra e acrescentada, ela migra por difusao capilar e reidrata 
o conjugado de ouro. Quando estao presentes em uma amostra, os anticorpos para TP (anti-TP) ligam-se aos antigenos do 
conjugado de ouro e formam particulas. Essas particulas continuam a migrar ao longo da tira ate a Zona de Teste (T), onde 
sao capturadas pelos antigenos do TP, que formam uma linha vermelha visivel. Quando nao ha anticorpos anti-TP na 
amostra, nao se forma uma linha vermelha na Zona de Teste (T). O conjugado de ouro continua a migrar sozinho, ate que e 
capturado na Zona de Controle (C) pelo anti-TP de coelho, agregando-se em uma linha vermelha, que indica a validade do 
teste. A formagao de duas bandas coloridas “C” e “T” dentro da “janela de resultado” indica reagao positiva, enquanto so uma 
faixa “C” indica resultado negativo. 

Embora tenham sido realizadas poucas analises sistematicas dos testes rapidos na pratica cllnica, avaliagoes 
cllnicas e estudos laboratoriais in vitro sugeriram que os testes treponemicos rapidos tenham sensibilidades e 
especificidades semelhantes as dos testes nao treponemicos tradicionais (RPR). Recentemente, pesquisadores 
publicaram metanalise de grande porte sobre testes de slfilis usando ICS para detectar anticorpos para T. pallidum, 
porque este formato de teste foi avaliado em mais contextos cllnicos que os outros tipos de dispositivos. 476 Tucker et 
al 4 76 reuniram dados clinicos de mais de 22.000 testes com ICS usando sangue total, plasma ou sangue da ponta do 
dedo em cllnicas de DST e pre-natal durante 15 estudos diferentes. Os testes para sifilis com ICS alcangaram 
sensibilidade alta (mediana: 0,86; variagao interquartil de 0,75 a 0,94) e especificidade mais alta (0,99; variagao de 
0,99 a 0,98), em comparagao com o teste de triagem nao treponemico (RPR). 476 

Mais recentemente, cientistas desenvolveram varios testes imunocromatograficos rapidos, que detectam 
simultaneamente anticorpos treponemicos e nao treponemicos. Recentemente, os CDC avaliaram um dispositivo 
imunocromatografico produzido pela Chembio Diagnostics Systems Inc. (Medford, NY). 67 Esse dispositivo contem 
duas tiras de membrana de nitrocelulose perpendiculares, ambas contidas dentro de um cassete plastico que permite 
a colocagao independente da amostra (uma tira) e o conjugado de reagentes detectores (segunda tira), que consiste 
em particulas de ouro coloidal conjugadas com a proteina A e o anticorpo anti-IgM humana (Figura 20.9). Esse 
ensaio foi usado pelos CDC para testar 1.601 amostras de soro conservadas e os resultados foram comparados com 
os ensaios de RPR e TPPA. 67 Em comparagao com o teste de RPR, o teste dual rapido alcangou concordancia reativa 
de 98,4% quando os titulos de RPR eram > 1:2 e concordancia nao reativa de 98,6%. Em comparagao com o ensaio 
de TPPA, as concordances reativa e nao reativa da linha treponemica foram de 96,5% e 95,5%, respectivamente. 

Esses dados e os resultados de outros estudos dos testes rapidos sugerem que estes ensaios possam ser usados no 
diagnostico sorologico da sifilis nas clinicas de cuidados basicos ou nos contextos de recursos escassos para 
aumentar o indice de tratamentos nos locais em que os pacientes provavelmente nao voltam para buscar seus 
resultados laboratoriais. 476 E necessario realizar estudos adicionais para avaliar os ICS e outros testes rapidos para 
sifilis em pacientes com sifilis primaria e HIV-positivos, antes que estes testes sejam utilizados amplamente nos 
programas mundiais de triagem desta doenga. 476 




■ FIGURA 20.9 Rapid Syphilis Test - Chembio’s Dual Path Platform Technology. O antigeno recombinante de T. pallidum 
(T1) e o antigeno sintetico nao treponemico (T2) estao ligados a fase solida da membrana, enquanto uma terceira linha serve 
como controle do teste. A hidratagao dos reagentes conjugados da segunda camara provoca migragao ao longo da segunda 
tira ate a zona de teste, onde os anticorpos contra os antigenos treponemicos e nao treponemicos sao detectados e 
interpretados visualmente na “janela” do cassete na forma de linhas de cor vermelha/magenta dentro de 15 minutos. 

► Immunoblots. Os immunoblots tambem sao usados principalmente como testes confirmatorios para sifilis. 63 Uma 
vantagem dessa tecnologia e que o antigeno purificado pode ser usado como substrata e o padrao de reatividade dos 
soros pode ser usado para deflnir positividade. Entretanto, quando os criterios para definir resultados positivos nao 
sao padronizados, a variagao de interpretagao entre os laboratories pode causar problemas diagnostics. Os ensaios 
de Western blot (immunoblot ) para detectar anticorpos contra T. pallidum foram desenvolvidos originalmente para 
usar microrganismos inteiros ( T. pallidum - cepa de Nichols) como antigeno 114,324,388 e detectavam os antigenos de 
superficie principais deste microrganismo (TpN15, TpN17, TpN44.5 e TpN47). A sensibilidade de um dos 
primeiros ensaios de immunoblot para detectar anticorpos da classe IgM em 14 recem-nascidos sintomaticos foi de 
92%, enquanto apenas 83% dos 12 recem-nascidos assintomaticos, nos quais a infecgao por sifilis foi demonstrada 
mais tarde, foram detectados pelo Western blotting , 388 

Em seguida, os ensaios de immunoblot tornaram-se disponiveis no mercado como testes confirmatorios para 
anticorpos contra T. pallidum e tern desempenho semelhante como teste multiparametrico unico, em comparagao 
com um teste confirmatario incluindo varios ensaios sorologicos. O INNO-LIA® Syphilis Kit (Innogenetics NV, 
Ghent, Belgica) e um imunoensaio em linha (LIA; do ingles, line immunoassay ), que utiliza tres proteinas 
imunodominantes da membrana (TpN15, TpN17 e TpN47) derivadas de T. pallidum (cepa Nichols) e um peptidio 
sintetico (TmpA) derivado da proteina A transmembrana. 130,176,232 Alem dos antigenos da sifilis, linhas de controle 
sao usadas para uma avaliagao semiquantitativa dos resultados e para confirmar que os reagentes e a amostra foram 
acrescentados. A Figura 20.10 ilustra o layout da tira do INNO-LIA® Syphilis Kit. O algoritmo de interpretagao 
desse ensaio de immunoblot foi otimizado para leitura visual utilizando um conjunto de amostras positivas e 
negativas conhecidas. A Figura 20.10 ilustra varios padroes representatives de reatividade do INNO-LIA® Syphilis 
Kit. Em resumo, uma amostra e negativa para anticorpos contra T. pallidum quando nao aparece qualquer banda, ou 
quando ha uma banda isolada com intensidade minima igual a 0,5. Quando ha varias bandas com intensidade 
minima igual a 0,5, a amostra e considerada positiva. O resultado e considerado indeterminado quando ha uma 
unica banda visivel com intensidade minima igual a 1. Ebel et a/. 130 demonstraram sensibilidade de 99,6% (intervalo 
de confianga [IC] de 95%: 98,5% a 99,9%) e especificidade de 99,5 (IC de 95%: 98,1 a 99,9%) com esse ensaio de 
immunoblot, em comparagao com o resultado dos testes consensuais (i. e., resultados dos ensaios sorologicos 
classicos e da historia clinica). Seis dos sete especimes com resultados indeterminados, quando foram utilizados 
ensaios sorologicos classicos, tiveram resultados positivos no INNO-LIA® Sypyilis Kit. Em outro estudo com 289 
soros com sorologia negativa, 219 apresentaram sorologia positiva e 23, resultados indeterminados com base nos 
testes sorologicos. O ensaio INNO-LIA® teve sensibilidade e especificidade de 100% (292/219) e 99,3% (286/288), 
respectivamente; alem disso, o INNO-LIA® obteve um numero significativamente maior de resultados corretos que 
os ensaios de FTA-ABS (IgG) ou TPHA. 176 





Recentemente, pesquisadores avaliaram outros ensaios de immunoblot e Western blot para detectar anticorpos 
contra T. pallidum. Dois ensaios de immunoblot com IgG ( kit de teste Treponema Vira-Blot® [Viralab, Inc., 
Oceanside, CA] e immunoblot em linha para IgG de Treponema pallidum [Genzyme ViroTech, GmbH, 
Russelsheim, Alemanha]) e um ensaio de Western blot com IgG (sistema de teste em tira para T. pallidum IgG 
Marblot® [MarDx Diagnostics, Inc., Calsbad, CA]) foram comparados. Os testes estudados foram RPR, FTA-ABS 
e TPPA em 200 amostras, enviadas a um laboratorio de referenda, que recebe uma porcentagem alta de amostras 
FTA-ABS inconclusivas dos laboratories de triagem primaria. 492 Os niveis de concordancia dos ensaios Viramed, 
Virotech e MarDx foram de 97,0%, 96,4% e 99,4% e os indices de concordancia das amostras inconclusivas ao 
FTA-ABS e resolvidas pelo TPPA foram de 91,7%, 83,3% e 69,4%, respectivamente. O desempenho dos dois 
ensaios de Western blot (ensaio de Western blot para IgG [sistema de teste em flta de T. pallidum IgG Marblot® 
(MarDx Diagnostic, Inc., Carlsbad, CA)] e INNO-LIA® Syphilis Kit) tambem foi comparado com o IEE Murex 
ICE Syphilis e os testes FTA-ABS e TPPA para diagnostico sorologico da sifilis em 135 pacientes atendidos em 
uma clinica de higiene social (39 com sifilis primaria, 20 em estagio secundario, 19 em estagio latente inicial e 58 
com duraqao desconhecida) de Hong Kong. 2 ' 2 O teste de LIA alcanqou sensibilidade global de 94,1% (IC de 95%: 
88,7 a 97%), enquanto a do ensaio MarDx foi de 65,2% (IC de 95%: 56,8 a 72,7%), mas os dois ensaios de Western 
blot alcanqaram especificidade de 100%. O teste de LIA teve concordancia positiva com os resultados consensuais 
com os outros ensaios (IEE, FTA-ABS e TPPA) de 98,5% (IC de 95%: 94,5 a 99,6%), enquanto a do ensaio MarDx 
foi significativamente menor, ou seja, 68,2% (IC de 95%: 59,8 a 75,6%). Portanto, os ensaios de Western blot e 
immunoblot, portanto, tambem sao testes treponemicos precisos, que podem confirmar os testes recomendados 
atualmente no algoritmo para sifilis, mas alguns ensaios podem ser melhores que os demais para confirmar os 
resultados dos outros tipos de ensaios treponemicos. Hoje em dia, o ensaio de immunoblot Vira-Blot e o ensaio de 
Western blot INNO-LIA® tern o melhor desempenho como testes confirmatorios. Contudo, a quantidade e a 
qualidade dos testes de immunoblot e Western blot provavelmente serao ampliadas, a medida que aumentem nossos 
conhecimentos sobre areaqao imune a outros antigenos proteicos de T. pallidumP 1,438 
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■ FIGURA 20.10 Ensaio de immunoblot INNO-LIA® Syphilis Kit. (Adaptada de INNOGENETICS e das referencias 176 e 
232.) 


Sifilis congenita. Uma revisao excelente dos testes diagnostics usados para detectar SC dos recem-nascidos 
oferece uma visao geral do uso atual e do desempenho dos varios ensaios, inclusive os IEE e os ensaios de 
immunoblot e PCR mais recentes. 19 " O diagnostico sorologico da SC ainda e dificil porque os resultados dos testes 
laboratoriais podem ser indeterminados no periodo neonatal, em razao da presenqa de anticorpos matemos (IgG); 
por esta razao, isoladamente nenhum teste pode ser usado para confirmar o diagnostico. Os testes nao treponemicos 
tem pouca utilidade no diagnostico da SC em razao da sensibilidade muito baixa (4 a 13%) do titulo de VDRL/RPR 
do soro de um bebe, que e ao menos quatro vezes maior (duas ou mais diluiqoes) acima do soro matemo por ocasiao 
do nascimento. 44 ’ Entretanto, quando os testes de VDRL/RPR tornam-se negativos antes da idade de 6 meses em 
um bebe que foi tratado, o diagnostico de SC pode ser excluido. 19 " A neurossifilis tambem pode ser confirmada nos 
lactentes com SC sintomatica pela existencia de anormalidades do LCR, inclusive pleocitose, proteinas aumentadas 
e VDRL reativo no LCR. 2 ' 4 















A detecgao da IgM antitreponemica especifica ainda e o teste inicial mais sensivel para diagnosticar SC. 348 Ao 
contrario dos anticorpos da classe IgG, que atravessam a placenta e entram na circulaqao fetal, as imunoglobulinas 
da classe M nao atravessam a placenta, de forma que a detecqao de anticorpos IgM antitreponemicos especlficos no 
recem-nascido indica infecqao intrauterina. 9 Herremans et al. 190 resumiram o desempenho relatado dos diferentes 
tipos de ensaios para IgM nos recem-nascidos em risco ou com SC sintomatica ou assintomatica e nos bebes 
saudaveis. Hoje em dia, existem tres metodos usados para detectar IgM antitreponemica especifica nos recem- 
nascidos para diagnosticar sifilis, inclusive: (1) 19S FTA-ABS, (2) immunoblots para IgM e (3) IEE para IgM. 
Como a reatividade dos anticorpos a alguns antlgenos de T. pallidum pode ocorrer nos soros normais, o teste de 
FTA-ABS para IgM 19S inclui o fracionamento do soro (separaqao da fraqao IgG matema da fraqao IgM 19S fetal) 
para obter especificidade de IgM, antes de realizar o teste de FTA-ABS. 21 ,,4: ' 9 Nos casos clinicos de SC, a 
sensibilidade do teste FTA-ABS 19S variou de 72 a 77% com especificidade de 100%. Rosen e Richardson 
demonstraram desempenho satisfatorio com um ensaio experimental, mas encontraram problemas quando foram 
usados reagentes disponiveis no mcrcado. Algumas crianqas assintomaticas de baixo risco tiveram resultados 
falso-positivos para IgM quando se utilizou esse ensaio/ 8 ' As reaqoes falso-positivas ocorrem quando 
antiglobulinas (p. ex., fatores reumatoides ou anticorpos anti-idiotipos) estao presentes no soro fetal. A reaqao falso- 
negativa tambem pode ocorrer em razao das quantidades excessivas de anticorpos IgG, que bloqueiam os locais 
antigenicos. Por isso, o teste FTA-ABS 19S e mais especifico e, deste modo, pode ser usado como metodo 
confirmatorio, mas sua sensibilidade menor em comparaqao com a do ensaio de FTA-ABS impede seu uso como 
teste de triagem. 

Varios IEE para IgM foram avaliados no diagnostico da SC. A sensibilidade (88 a 100%) e a especificidade 
(100%) desses ensaios sao altas e os testes positivos para IgM sao detectados em 3 a 7% dos bebes assintomaticos 
em risco de SC. 190 O IEE CAPTIA Syphilis-M EIA® (Trinity Biotech) detecta apenas anticorpos antitreponemicos 
da classe IgM e foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para diagnosticar SC e tambem pode ser 
usado para diagnosticar sifilis primaria, em razao de sua sensibilidade alta. 241,502 Embora tenham sido realizados 
poucos estudos comparando os IEE para IgM disponiveis no mercado com os immunoblots para IgM, estes ultimos 
podem ser ligeiramente mais sensiveis ao diagnostico da SC. Em termos gerais, 21/25 (84%) dos bebes com 
immunoblot para IgM positivo tambem tiveram resultado positivo no IEE para IgM e houve dois resultados falso- 
negativos no teste de IEE dos pacientes com apenas uma faixa de antlgenos no immunoblot. 189 Outro estudo com 97 
pares de maes-bebes demonstrou que 18 eram positivos no teste de immunoblot para IgM (7 bebes tinham SC), 
enquanto o IEE para IgM foi positivo apenas em 14 lactentes (5 bebes tinham SC, enquanto dois tiveram resultados 
falso-positivos e um teve immunoblot negativo). 371 Nesse estudo, o teste nao treponemico (RPR) tambem se 
mostrou inferior a um teste treponemico para IgM no diagnostico da SC. 371 

A proteina de 47 kDa e um dos imunogenos principais da SC que estimula a produqao dos anticorpos IgM no 
recem-nascido e que tambem pode ser detectado no sangue fetal. 388 Sanchez et al. " usaram o ensaio de Western 
blot para detectar um antigeno de 47 kDa, que nao estava presente nos controles e estava relacionado com infecpao 
intrauterina. As reaqoes de immunoblot para IgM sao consideradas positivas nos bebes quando aparece uma ou mais 
faixas reativas de 47, 45, 30 e 15/17 kDa. 1911 No LCR, qualquer banda reativa de IgM nas faixas 47 e 15,5 e 
considerada positiva. 294 O immunoblot para IgM e muito eficaz para confirmar SC nos bebes sintomaticos e tern 
sensibilidade entre 83 e 100% e especificidade de 100%. 189,190 Nos lactentes assintomaticos em risco de SC, 4 a 22% 
podem ter um immunoblot para IgM reativo, mas a especificidade ainda e alta. 1110 A sensibilidade do immunoblot 
para detectar anticorpos IgM em 14 recem-nascidos sintomaticos foi de 92%, enquanto 83% dos 12 bebes 
assintomaticos que depois tiveram o diagnostico confirmado foram detectados pelo teste de Western blot. 192 Vinte e 
sete dos 30 (90%) bebes nao infectados foram caracterizados corretamente. 29 Dobson et al.' 14 demonstraram 
reatividade aos antlgenos proteicos de 47 e 37 kDa nos soros dos bebes com infecpao congenita. Embora o fator 
reumatoide possa teoricamente causar problemas no ensaio de immunoblot, sua eliminaqao dos soros nao alterou os 
resultados. 

Os testes sequenciais ainda sao um componente importante no monitoramento laboratorial da SC. Quando o 
bebe ou a mae e soropositiva para IgM por ocasiao do nascimento, o tratamento deve ser iniciado e devem ser 
programados testes de acompanhamento com 1, 2, 3, 6 e 12 meses depois do parto para avaliar a resposta ao 
tratamento. Com tratamento adequado, os testes sorologicos (VDRL/RPR e IgM) dos lactentes sintomaticos 
declinam dentro de 3 meses e negativam em 6 meses. Os testes treponemicos sao menos eficazes para monitorar a 
resposta ao tratamento, porque os bebes podem ter nlveis persistentemente altos de IgG matema ate a idade de 15 



meses. 190 Contudo, os lactentes com teste treponemico persistentemente reativo com 18 meses de vida pode ter SC 
se o teste de VDRL-RPR ainda for reativo e devem ser reavaliados. 

Metodos moleculcires. As tecnicas moleculares tern sido utilizadas com frequencia crescente para detectar 
espiroquetas diretamente nos tecidos e liquidos corporais. Pesquisadores tern concentrado sua atengao nas infecgoes 
intrauterinas e no SNC, porque os metodos sorologicos nao sao apropriados a estes problemas clinicos 
importantes. 172,323 As sondas de DNA nao sao suficientemente sensiveis, de forma que os esforgos tern sido 
concentrados nas tecnicas de amplificagao (p. ex., PCR). 

T. pallidum foi detectado eficazmente nos especimes por PCR dirigida a diversas regioes dos genes deste 
microrganismo. 83,1 2 O gene de T. pallidum que codifica uma proteina de 47 kDa foi usado como alvo na maioria 
dos estudos com PCR, mas o gene da DNA-polimerase I pode ser um alvo mais sensivel. 255 

Alguns estudos demonstraram que a detecgao de T. pallidum por PCR do liquido amniotico, soro neonatal e 
LCR e um metodo altemativo moderadamente sensivel (76 a 86%) com especificidade de 100% para diagnosticar 
SC, em comparagao com o RIT. 172 Embora a PCR deva ser mais sensivel que RIT, a presenga de inibidores nas 
amostras clinicas pode causar resultados falso-negativos, especialmente com LCR. O DNA treponemico parece ser 
estavel no liquido espinal e, por esta razao, os resultados negativos provavelmente nao refletem a deterioragao dos 
acidos nucleicos presentes nos especimes. 487 A detecgao de T. pallidum por PCR ajudou a confirmar o diagnostico 
de SC dos bebes nascidos de maes com sifilis. 294 Nesse estudo, os espiroquetas foram detectados no LCR de 17 dos 
76 bebes sem exposigao previa aos antibioticos com base no teste de infecciosidade em coelhos; 294 A maioria desses 
bebes (16/17) tinha exame clinico anormal e/ou anormalidades radiograficas ou laboratoriais sugestivas de SC. Em 
termos geais, os melhores previsores de infecgao do SNC eram resultados positivos no teste de immunoblot para 
IgM e na PCR com soro, sangue ou LCR. 

A PCR foi tambem usada para detectar T. pallidum nos tecidos fixados por formalina e inclusos em parafma. 
Genest et al. 159 desenvolveram um ensaio de PCR para detectar o antigeno de membrana treponemica de 47 kDa e 
avaliaram o desempenho deste teste usando 49 amostras de placentas fixadas por formalina e inclusas em parafma 
(38 de maes com sorologia positiva para sifilis ell com sorologia negativa) em comparagao com a histopatologia e 
a coloragao de Steiner. A PCR estava relacionada significativamente com os resultados da histopatologia 
placentaria, indicando o diagnostico de SC e a detecgao dos espiroquetas pela coloragao de Steiner, mas tambem 
detectou alguns casos adicionais com histologia negativa. Behrhof et al? x desenvolveram um ensaio de PCR 
seminested dirigida contra o gene da DNA-polimerase I e compararam esta abordagem com a imuno-histoquimica e 
a coloragao pela prata (Dieterle) para detectar T. pallidum em 36 amostras de biopsia de pele de pacientes com 
diagnostico clinico e/ou sorologico de sifilis. Vinte especimes de biopsia de pele tinham T. pallidum-, 17 eram 
positivas pela imuno-histoquimica, 14 tiveram reagoes positivas com a PCR e apenas 9 foram detectados pela 
coloragao de Dieterle. A PCR era altamente dependente da qualidade da amostra de tecido e da integridade do 
DNA, mas foi positiva em todos os casos, exceto um depois da exclusao das amostras de ma qualidade, inclusive 
tres casos negativos nos outros metodos. 

Existem poucos estudos publicados comparando os resultados dos ensaios de PCR com a sorologia. Bruisten et 
al. 5i usaram como alvo um gene da proteina de membrana basica (bmp) em um ensaio de PCR incorporado a base 
de gel e compararam os resultados com os que foram obtidos por RPR, TPHA e FTA-ABS em uma coorte de 364 
pacientes atendidos em clinicas de DST da Holanda. O ensaio de PCR teve correlagao de 96% com os outros 
metodos, mas apenas 12 pacientes foram detectados por este metodo, 7 pacientes foram detectados por sorologia e 
apenas 3 foram diagnosticados por PCR e sorologia. Palmer et a/. 340 usaram um ensaio de PCR a base de gel para 
detectar o gene da lipoproteina de membrana integral de 47 kDa em 98 pacientes de clinicas de DST da Inglaterra e 
compararam os resultados com a sorologia (RPR, TPPA/TPHA e IEE para IgM e IgG). Embora a PCR alcangasse 
sensibilidade de 94,7% e especificidade de 98,6% na detecgao da sifilis primaria, a sensibilidade caiu para 80% em 
comparagao com a sorologia para detectar sifilis secundaria, quase certamente porque houve erro de amostragem ou 
insensibilidade do ensaio de PCR. 340 Mais recentemente, pesquisadores tern enfatizado o desenvolvimento de 
ensaios confiaveis de PCR em tempo real para detectar T. pallidum em varios especimes clinicos. Leslie et al. 242 
desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real dirigido contra o gene polA de T. pallidum (TpPCR), com 
sensibilidade analitica de 1,75 copia-alvo por reagao. Os resultados da TpPCR foram comparados com a sorologia 
de 301 pacientes e este ensaio teve concordancia de 95%, com sensibilidade de 80,39% e especificidade de 98,40%, 
mas houve discrepancias em 14 pacientes (10 tinham sorologia positiva, mas reagoes de PCR negativas; 4 tinham 


sorologia negativa, mas reagoes de PCR positivas). Tambem nesse caso, a insensibilidade do ensaio de PCR foi 
atribuida aos tempos incorretos ou aos locais de coleta. Um ensaio de PCR em tempo real dirigido contra o gene da 
proteina de 47 kDa de T. pallidum foi usado para diagnosticar sifilis em uma coorte de 74 pacientes com e sem 
infecgao pelo HIV, que tinham sifilis em diversos estagios (primaria [n = 26], secundaria [/? = 40] e latente) 
detectada por testes de varias amostras de sangue, swabs das lesoes e/ou amostras de urina e LCR. 1 Em termos 
gerais, a sensibilidade da PCR (independentemente do tipo de amostra) foi de 65% no estagio primario e 53% no 
secundario, mas os casos de sifilis latente nao foram detectados. Os autores nao encontraram qualquer diferenga nos 
resultados da sorologia ou da PCR dos pacientes HIV-positivos. Recentemente, o desempenho de um ensaio de PCR 
em tempo real dirigido contra o gene polA de T. pallidum foi comparado com o diagnostico de sifilis estabelecido 
em uma clinica de DST (inclusive um resultado de DFM), que atendeu 716 pacientes com sifilis primaria e 113 
pacientes com sifilis secundaria. 1 ' 1 Para os pacientes com sifilis primaria, o ensaio de PCR teve sensibilidade de 
72,8%, especificidade de 95,5%, valor preditivo positivo de 89,2% e valor preditivo negativo de 95%. Contudo, 
para os pacientes com sifilis secundaria, a sensibilidade da PCR em tempo real foi muito menor (43%), em 
comparagao com os resultados da biopsia de pele ou mucosa acrescidos de um titulo de RPR > 1:8. 191 

Os ensaios de PCR multiplex (ou microarravs) em tempo real podem ser a melhor abordagem ao diagnostico 
abrangente da infecgao por T. pallidum e outros patogenos, que reconhecidamente causam doenga ulcerativa genital. 
Suntoke et al. 465 desenvolveram dois ensaios de PCR duplex em tempo real para detectar Haemophilus ducreyi 
(agente etiologico do cancroide), T. pallidum e herpes-virus simples (VHS) tipos 1 e 2 e utilizaram estes testes para 
detectar estes patogenos em swabs de ulceras retirados de 100 pacientes sintomaticos da area rural de Uganda. 
Dentre os 100 swabs analisados de 43 pacientes HIV-positivos e 57 HIV-negativos, 71% eram positivos para um ou 
mais patogenos causadores de DST com base na PCR em tempo real (61% para VHS-2, 5% para T. pallidum, 3% 
para VHS-1, 1% para H. ducreyi e 1% para coinfecgao por //. ducrevifV HS-2). Um ensaio de PCR em tempo real 
dirigido contra o gene da proteina de membrana de 47 kDa de T. pallidum era multiplex com um ensaio de PCR em 
tempo real para VHS-1/2 preexistente e foi usado para testar 692 amostras de pacientes atendidos em clinicas de 
doengas geniturinarias de Glasgow. 404 Dentre as 692 amostras, 139 eram positivas para VHS-1, 136 para VHS-2, 15 
para sifilis e 1 para sifilis e VHS-1. Todos os casos positivos para sifili s na PCR foram confirmados por um segundo 
ensaio de PCR e este metodo foi mais sensivel que o DFM e o teste sorologico para diagnosticar sifilis primaria e 
casos inesperados de sifilis, quando havia suspeita de que o VHS era a causa das ulceras genitais. A detecgao 
multiplex de T. pallidum e do HIV tambem foi realizada utilizando um microarrav de DNA visual baseado na 
coloragao de prata marcada com ouro e combinada com uma PCR assimetrica multiplex. 467 Essa tecnica de detecgao 
genetica visual detectou com precisao HIV e T. pallidum em 169 amostras clinicas, em comparagao com o IEE e a 
PCR em tempo real de fluorescencia quantitativa. 467 

Com base no sucesso inicial desses metodos “caseiros” de detecgao molecular, e provavel que ensaios de 
detecgao multiplex capazes de detectar simultaneamente T. pallidum e outros patogenos importantes das DST sejam 
desenvolvidos (p. ex., ensaio de microcontas da Fuminex) e comercializados para estabelecer o diagnostico rapido, 
confiavel e eficiente da sifilis e das coinfecgoes dos pacientes dos grupos de risco. 

Algoritmo de testes invertido. A abordagem laboratorial tradicional a triagem dos pacientes para sifilis tern sido 
primeiramente realizar um teste nao treponemico (VDRL ou RPR) e, em seguida, usar sequencialmente um teste 
treponemico em razao de sua especificidade supostamente mais alta para confirmar os resultados positivos do 
VDRF ou RPR, ou testar os pacientes com teste nao treponemico negativo quando ha forte suspeita clinica de sifilis. 
Contudo, a especificidade supostamente “mais alta” de alguns testes treponemicos e unicamente um artefato de seu 
uso como testes confirmatorios depois de realizar um teste nao treponemico. 180 Quando os testes sao comparados 
individualmente como procedimento sorologico inicial, o VDRF (um teste nao treponemico) na verdade e tao 
especifico ou mais que o FTA-ABS (um teste treponemico). 234 

Em razao da disponibilidade no mercado de testes de IEE automatizados e altamente sensiveis para IgG e IgM 
da sifilis, recentemente os laboratories clinicos tern adotado progressivamente um algoritmo em sequencia invertida 
dos testes para sifilis, que inverte a ordem com que os testes treponemicos e nao treponemicos sao realizados. As 
vantagens clinicas dessa abordagem sao que os resultados dos testes podem estar disponiveis no mesmo dia e que os 
anticorpos antitreponemicos especificos sao detectados mais precocemente durante a evolugao da infecgao e, por 
esta razao, facilitam a detecgao dos casos de sifilis primaria. Com esse algoritmo novo de testes, os testes sao 
interrompidos quando o teste de IEE treponemico nao e reativo, mas um IEE treponemico reativo justifica a 
realizagao de um teste nao treponemico para determinagao do titulo ou de outros exames, quando o VDRL/RPR nao 


e reativo. Todos os algoritmos novos geram uma combinagao de resultados (/. e., IEE treponemico reativo, mas 
VDRL/RPR negativo), que nao eram obtidos pela sequencia de exames tradicional. Um estudo recente realizado 
pelos CDC sobre a utilizagao do algoritmo mais recente de triagem para sifilis avaliou as discrepancias enfatizadas 
dos testes laboratoriais e as praticas de notificagao dos resultados, que podem complicar ainda mais a interpretagao 
das combinagoes de resultados possiveis, dependendo do estagio da doenga e do tratamento pregresso (Figura 
20.11). 81 Os pesquisadores revisaram os dados relativos a 116.822 especimes testados durante os anos de 2005 e 
2006 em quatro laboratories da cidade de Nova Iorque utilizando os algoritmos para testes para sifilis, que 
comegavam com um IEE treponemico. 8 No total, 6.548 (6%) dos especimes foram reativos a um teste de IEE 
treponemico e a maioria (99%) foi testada secundariamente por RPR, enquanto as amostras nao reativas (94%) nao 
foram submetidas a outros testes. 81 Quarenta e quatro por cento das 6.548 amostras foram confirmadas como 
positivas pelo teste de RPR, enquanto os especimes restantes nao foram reativos. 81 Os pacientes com resultados 
positivos nos dois testes (IEE + RPR) eram casos novos ou antigos de sifilis, dependendo do titulo do teste de RPR, 
como segue: (a) o titulo de RPR nao aumentou quatro vezes e nenhum tratamento adicional foi necessario; (b) o 
titulo de RPR aumentou quatro vezes e o tratamento precisou ser repetido. Os pacientes com resultados positivos no 
teste de IEE, mas com RPR negativo, tinham sifilis em estagio inicial, sifilis antiga ou previamente tratada, ou 
reagao falso-positiva do IEE. Os testes de IEE treponemico falso-positivos podem ser esclarecidos realizando-se 
outro teste treponemico diferente (TPPA, FTA-ABS) ou um immunoblot com sensibilidade alta (/. e., INNO- 
LIA®). 81 Embora apenas 69% das 3.644 amostras (IEE + com RPR -) tenham sido testadas com um segundo teste 
treponemico, 83% das 2.528 amostras testadas por outro metodo treponemico foram positivas. 81 E importante 
ressaltar que esses pacientes deveriam ser estagiados e tratados, a menos que fosse possivel comprovar que ti nh am 
recebido tratamento para sifilis no passado. Os pacientes restantes (17%), que tinham resultados discrepantes entre o 
IEE reativo inicial e o segundo teste treponemico, poderiam ser considerados resultados falso-positivos pelo 
laboratorio, mas estes pacientes deveriam ser revisados clinicamente para defmir se seria necessario realizar um 
terceiro teste treponemico para solucionar a discrepancia. 




■ FIGURA 20.11 Sequencia invertida do algoritmo de triagem para sifilis. (Adaptada da referenda 81.) 

Apenas dois estudos avaliaram a relagao de custo-beneficio do algoritmo invertido na triagem para sifilis. Uma 
analise de decisao em coorte foi usada para estimar os custos e efeitos esperados, inclusive consultas de 
acompanhamento e tratamento desnecessario com a abordagem tradicional (primeiro um teste nao treponemico) ou 
com o algoritmo mais novo de testes para sifilis (primeiro um teste treponemico), no sistema de saude americano. 33 ' 
Para uma coorte de 200.000 pacientes (1.000 infecgoes recentes e 10.000 infecgoes antigas), os custos totais foram 
de US$ 1 milhao (primeiro um teste treponemico) e US$ 4 milhoes (primeiro um teste nao treponemico). A 
abordagem que utiliza primeiramente um teste treponemico resultou no tratamento de mais 118 pacientes (986 
versus 868) e em um aumento expressivo do numero de pacientes que foram tratados desnecessariamente (964 
versus 38), ou que precisaram ser acompanhados (11.450 versus 3.756). As razoes de custo-beneficio estimadas 
foram de US$ 1.671 (primeiro um teste treponemico) e US$ 1.621 (primeiro um teste nao treponemico) por caso 
tratado. Uma analise de custo-beneficio canadense comparou a abordagem tradicional (primeiro um teste nao 
treponemico) a triagem para sifilis com o algoritmo mais novo, que utiliza um IEE treponemico inicial e o 
immunoblot INNO-LIA® para sifilis (IEE + IL) como teste confirmatorio dos resultados reativos do IEE. 91 A razao 
de incremento do custo-beneficio foi de 461 do lares canadenses por diagnostico correto adicional (custo menor e 
eficacia maior) quando se utilizou o algoritmo IEE + IL, em comparagao com RPR + TPPA/FTA-ABS como 
triagem e diagnostico da sifilis. 91 
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Hoje em dia, o genero Borrelia e constituido de 37 especies e varias delas sao patogenicas para os seres humanos e 
os animais domesticos (Tabela 20.9). As especies de Borrelia sao bacterias espiraladas, que medem 0,2 a 0,5 pm de 
diametro e 8 a 20 pm de comprimento com 3 a 10 espirais frouxas. 27 A maioria tern 15 a 30 flagelos periplasmicos, 
mas algumas cepas de B. burgdorferi tem apenas 7 a 11 (ver Prancha 20.1 C, D e F). B. burgdorferi e outras 
especies cultivadas in vitro sao microaerofilas (Tabela 20.9). Essas bacterias coram-se bem com Giemsa, mas na 
coloragao pelo Gram elas nao sao gram-negativas, nem gram-positivas. 2 ' 1 Borrelia spp. patogenicas aos seres 
humanos sao transmitidas por insetos vetores, sejam piolhos ou carrapatos (Tabela 20.2). As borrelias que causam 
febre recorrente diferem das que estao associadas a doenga de Lyme por seus vetores artropodes. 2 Os carrapatos de 
corpos macios da familia Argasidae (genero Ornithodoros) ou os piolhos (Pedicuius humanus) sao os vetores 
biologicos das borrelias que causam febre recorrente, enquanto as borrelias da doenga de Lyme limitam-se aos 
carrapatos de corpos duros da familia Ixodidae. A febre recorrente transmitida por piolhos (FRTP) e causada pela B. 
recurrentis, a FRTC e devida a varias especies e a doenga de Lyme e atribuida a B. burgdorferi e especies 
relacionadas. Os espiroquetas do genero Borrelia tambem infectam animais, especialmente roedores, mas algumas 
especies ainda nao foram associadas a qualquer doenga. 27 

Borrelia spp. tem genomas singulares, que consistem em um cromossomo linear pequeno (cerca de 1.000 kb) e 
plasmidios lineares e circulares com teores muito baixos (cerca de 30%) de G+C. Os dados genomicos originados 
do sequenciamento do gene rrs (gene do rRNA 16S) e o gene flagellin demonstram a classificaqao filogenetica e a 
taxonomia das especies de Borrelia que causam febre recorrente. (Ver a pagina do Pathosystems Resource 
Integration Center em www.patricbrc.org). 156,367 O genero Borrelia inclui tres grupos principais: (1) complexo 
Borrelia de Lyme (agentes etiologicos da doenga de Lyme), (2) Borrelia do Novo Mundo (agentes da FRTC) e (3) 
Borrelia do Velho Mundo (inclusive B. recurrentis, transmitida por piolhos). 

Doenga de Lyme 

Na decada de 1970, a doenga de Lyme foi reconhecida clinicamente nos EUA como um disturbio inflamatorio 
multissistemico de pele, articulagoes, coragao e SNC, 451 embora tenha existido uma longa historia de estudos 
anteriores realizados na Europa (resumidos no Boxe 20.1). 442,446 Pesquisadores da Yale University relataram que 
uma epidemia de artrite estava ocorrendo entre os moradores de varias comunidades ao redor de Connecticut, no 
minimo a partir de 1972, quando foram investigados varios casos de artrite incomum em criangas. 4 A artrite de 
Lyme quase sempre era precedida de uma erupgao cutanea muito bem-defmida - uma papula eritematosa que se 
desenvolvia rapidamente em uma lesao anular compativel com eritema migratorio (EM) cronico 450 e que havia sido 
descrita antes na Europa, especialmente nos paises escandinavos. Embora uma picada de carrapato tenha sido 
relatada em apenas um dos primeiros casos registrados em Connecticut, o tipo de lesao primaria e o fato de que os 
casos iniciais ocorreram no verao e no inicio do outono sugeriam um vetor artropode. Recentemente, pesquisadores 
publicaram varias revisoes sobre doenga de Lyme 142 ’ 272 ' 12 444 e Sood revisou as paginas da internet com informagoes 
clinicas relevantes. 433,434 


Tabela 20.9 Caracteristicas das genomoespecies patogenicas da Borrelia burgdorferi sensu lato. 
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Microaerofilas 

Familia Ixodidae (carrapatos 

Doenga de Lyme 


burgdorferi sensu stricto“ 


de corpo rigido) 



B. burgdorferi 

Microaerofila 

Ixodes scapularis 

Doenga de Lyme 

EUA 

B. burgdorferi 

Microaerofila 

1. pacificus 

Doenga de Lyme 

EUA 

B. burgdorferi 

Microaerofila 

1. ricinus 

Doenga de Lyme 

Europa 

B. garinii 

Microaerofila 

1. ricinus, 1. persulcatus 

Doenga de Lyme 

Eurasia 

B. afzelii 

Microaerofila 

1. ricinus, 1. persulcatus 

Doenga de Lyme 

Eurasia 

B. vataisiana 

Microaerofila 

1. ricinus 

Doenga de Lyme 

Eurasia 



B. lusitaniae 

Microaerofila 

/. ricinus 

Doenca de Lyme 

Europa (Portugal), norte da 

Africa, Asia 

B. bissettii 

Microaerofila 

1. scapularis, 1. pacificus 

Doenca de Lyme 

EUA e Europa 

B. spielmanii 

Microaerofila 

1. ricinus 

Doenca de Lyme 

Europa 

B.japonica 

Microaerofila 

1. ovatus 

Doenca de Lyme 

Japao 

B. tanukii 

Microaerofila 

1. tanukii, 1. ovatus 

Doenca de Lyme 

Japao 

B. turdae 

Microaerofila 

1. tardus 

Doenca de Lyme 

Japao 

B. sinica 

Microaerofila 

1. ovatus 

Doenca de Lyme 

China 

B. andersonii 

Microaerofila 

1. dentatus 

Doenca de Lyme 

EUA 

B. carolinensis 

Microaerofila 

1. minor 

Desconhecida 

EUA 

B. californiensis 

Microaerofila 

Desconhecido 

Desconhecida 

EUA 


a B. burgdorferi, B. garinii e B. afzelii sao os agentes etiologicos mais comuns da borreliose de Lyme. 
Adaptada das referencias 354 e 441. 


Boxe 20.1 


Estudos europeus sobre doenca de Lyme 

1921 a 1923: Afzelius na Suecia e Lipschiitz na Austria descreveram o eritema migratorio cronico. Mais tarde, a lesao cutanea 

atrofica cronica, descrita por Herxheimer em 1902, foi reconhecida como parte do mesmo processo 

1944: Bannwarth descreveu um tipo de radiculite cronica, algumas vezes precedida de eritema com meningite linfocitica 

cronica e neurite craniana ou periferica. Mais tarde, a doenca foi associada aos carrapatos 

1948: Lennhoff demonstrou a present de espiroguetas na lesao do eritema migratorio cronico 

1951: Hollstrdm descreveu o tratamento bem-sucedido do eritema migratorio cronico com penicilina 


Borrelia burgdorferi sensu lato 

B. burgdorferi e a mais comprida e fma das borrelias. Analises moleculares demonstraram que esse espiroqueta esta 
relacionado a outras especies de Borrelia , 391 mas que nao tern praticamente qualquer semelhanga com as especies de 
Treponema e Leptospira . 203 ’ 210 Varias genomoespecies sao reconhecidas como patogenos humanos bem-defmidos 
dentro do complexo B. burgdorferi ( B. burgdorferi sensu lato): B. burgdorferi sensu stricto tern distribuigao 
mundial, enquanto as outras especies patogenicas B. garinii, B. afzelii e, raramente, B. spielmanii tambem foram 
isoladas na Europa, 110,441 Asia 1M e outras regioes do mundo. 2 B. garinii e isolada mais comumente do LCR e 
parece estar associada a neuroborreliose, 117 enquanto B. afzelii esta associada mais comumente a artrite e a doenga 
cutanea cronica - acrodermatite cronica atrofica (ACA). 117,446,460,480 Na Europa, uma porcentagem significativa dos 
carrapatos I. ricinus esta infectada por mais de um membro do complexo B. burgdorferi:" 70,435 As cepas 
encontradas nos EUA sao relativamente homogeneas e conformam-se a defmigao de B. burgdorferi sensu stricto , 257 
A homogeneidade imunologica da maioria das cepas americanas foi demonstrada por analises dos anticorpos 
borrelicidas in vitro , 260 Entretanto, entre as cepas de B. burgdorferi sensu stricto, alguns pesquisadores notaram 
variagao mais ampla das cepas dos EUA que das cepas europeias. 11,12 Uma descoberta potencialmente significativa 
dos estudos sobre homogeneidade genetica foi a demonstragao de variagoes mais amplas de B. burgdorferi quando 
os produtos de amplificagao retirados das lesoes cutaneas foram comprados com os espiroquetas isolados das 
mesmas lesoes, sugerindo que as tecnicas modernas de cultura possam selecionar determinados tipos geneticos. 258 




Um mimero crescente de outras genomoespecies tem sido documentado como parte do complexo B. burgdorferi 
sensu latof 4 ' 441 mas ainda nao esta claro ate que ponto elas estao relacionadas com doengas humanas. Existem 
evidencias de agao patogenica humana de B. lusitaniae e B. valaisiana que, de acordo com alguns estudos, causam 
poucos casos de borreliose de Lyme (BL) na Europa, Asia e norte da Africa. 102,164 Alem disso, uma doenga humana 
semelhante a doenga de Lyme foi associada a um espiroqueta nao cultivavel conhecido como B. lonestari, assim 
denominado em referenda ao fato de que foi encontrado em Amblyoma americanum, o “carrapato-estrela 
solitaria”. 206,396 Essa especie pode ser responsavel por muitos casos da doenga de Lyme diagnosticados no sudeste 
dos EUA. 19,163,484 

Ciclo de vida. B. burgdorferi e transmitida aos seres humanos pelos carrapatos Ixodes, mas seu ciclo de vida 
tambem envolve varias outras especies de animais (Figura 20.12). 200 Na maioria dos casos, o carrapato e infectado 
pelos espiroquetas do genero Borrelia quando se alimenta de um hospedeiro infectado durante seu estagio 
larvario. 354 Os ciclos de vida de B. burgdorferi 442 e de Babesia microti 436 na natureza sao mantidos por alguns 
roedores pequenos, especialmente camundongos de patas brancas ( Peromyscus leucopus) na America do Norte e 
ratos do campo ( Apodemus svlvaticus), rato de pescogo amarelo ( Apodemos flavicolis) e ratazana branca 
(Clethrionomys glareolus) na Europa; 12 ’ 354 todos estes animais mantem parasitemia ou espiroquetemia 
assintomatica. Tambem foram identificadas aves nos dois lados do Atlantico, que sao reservatorios de B. 
burgdorferi sensu lato. 354 O veado de cauda branca e importante para a sobrevivencia do carrapato. Embora os 
veados nao estejam envolvidos diretamente na transmissao da infecgao, a redugao das populagoes destes animais 
diminui a quantidade de carrapatos vetores e, consequentemente, a incidencia da infecgao e reduzida. 200,442 Embora 
a interagao dos carrapatos com os camundongos e os veados geralmente ocorra nas areas rurais, a doenga de Lyme 
tambem pode ser adquirida nas cidades das regioes endemicas. 58 

Os carrapatos ixodideos passam por tres estagios bem-defmidos durante seu ciclo de vida de 2 anos. Os 
carrapatos alimentam-se no final do verao na forma de larvas e no ano seguinte nas formas de ninfas (inicio da 
primavera) e adultos (final do verao). 354,355 Uma refeigao de sangue e necessaria as mudas de larva para ninfa e desta 
para as formas adultas, assim como para a oviposigao (deposigao de ovos) pela femea adulta. O estagio mais eficaz 
para a transmissao de doengas pelo carrapato e o de ninfa, que e mais comum no final da primavera e inicio do 
verao, quando ocorre a maioria dos casos de doenga humana. A transmissao da doenga pelas ninfas tambem 
depende do seu tamanho diminuto, que lhes permite passar despercebidas por mais tempo que os carrapatos adultos. 
As formas de larvas e ninfas sao tao pequenas, que muitos pacientes nao se lembram de terem sido picados. 
Entretanto, para que ocorra transmissao da doenga, um carrapato precisa alimentar-se de um roedor infectado. B. 
burgdorferi nao e transmitida verticalmente dos genitores para a prole, de forma que os estagios larvarios dos 
carrapatos que nao se alimentaram de um hospedeiro infectado nao sao infectados e nao podem transmitir a 
infecgao. Como os carrapatos-machos adultos raramente se alimentam nos seres humanos, porque nao dependem de 
uma refeigao de sangue, a transmissao da infecgao por esta via nao e provavel. 


Adultos fixam-se ao terceiro 
hospedeiro na primavera 
para alimentarem-se e 
acasalarem 


Outono 



Ovos eclodem 
em larvas de 
seis patas 


Primavera 


Outono Q 
Larvas transformam-se 
em ninfas depois de 
deixar o primeiro 
hospedeiro e invemar 


© Larvas eclodem 
A e alimentam-se = Estagio infeccioso 

do primeiro ^ = Estagio diagnostic 
hospedeiro 


■ FIGURA 20.12 Ciclo de vida dos carrapatos Ixodes nos EUA. 

Patogenese. O espiroqueta causador da doenga de Lyme foi descoberto em 1982, 60 descrito como especie nova e 
denominado Borrelia burgdorferi em 1984 em homenagem ao pesquisador principal. 61,211 ’ 391 Burgdorfer et al. 60 
isolaram um espiroqueta do carrapato vetor implicado, demonstraram que os espiroquetas causavam lesoes cutaneas 
nos coelhos e que o soro dos pacientes com artrite de Lyme continha anticorpos contra esses microrganismos. Em 
seguida, Steere et a/. 44S conseguiram isolar esse espiroqueta do sangue, das lesoes cutaneas ou do LCR dos pacientes 
infectados, assim como dos carrapatos. Pouco depois, os espiroquetas foram isolados das lesoes do EM e dos 
pacientes com sindrome de Bannwarth (/. e., meningite linfocitica cronica com polirradiculite) na Europa. 32,361 

Entretanto, a doenga de Lyme provavelmente tern circulado ha muito mais tempo. O exame retrospectivo dos 
carrapatos Ixodes ricinus preservados nos museus hungaros e austriacos em 1884 e 1888, respectivamente, 
documentou a presenga do DNA de um membro do complexo B. burgdorferi. 287 Do mesmo modo, sequencias de 
ospA de B. burgdorferi foram demonstradas por tecnicas moleculares em camundongos de patas brancas, que 
tinham sido capturados em Massachusetts em 1894."'" Portanto, focos americanos e europeus da doenga de Lyme 
existiram independentemente ha no minimo 100 anos. 

O sequenciamento completo do genoma de B. burgdorferi elucidou a patogenese da doenga de Lyme. 154 Grande 
parte do genoma codifica lipoproteinas, dentre as quais as proteinas da superficie externa sao as mais estudadas. As 
proteinas da superficie externa A e C sao especialmente importantes para a biologia da doenga de Lyme. A 
composigao antigenica da membrana externa altera-se drasticamente quando os carrapatos ixodideos infectados 
ingurgitam com sangue. Estudos com animais demonstraram que OspA e OspB desempenham fungoes importantes 
na persistencia dos espiroquetas dentro do carrapato. 313,337,504 ospA e expresso predominantemente no intestino 
intermediario dos carrapatos, onde e responsavel pela adesao ao epitelio por meio de um receptor do carrapato 
conhecido como receptor de OspA do carrapato (TROSPA; do ingles, tick receptor for OspA).' 1 Os niveis altos de 
TROSPA permitem que os espiroquetas persistam no intestino do inseto entre as refeigoes de sangue. Depois que o 
carrapato ingere sangue, os espiroquetas migram pela hemocele ate as glandulas salivares. Nesse processo, a 
expressao do gene ospA e hiporregulada e ocorre um aumento drastico na quantidade de OspC produzida. 337,339 






Embora o animal desenvolva imunidade celular e humoral contra varios antlgenos, a resposta humoral inicial 
predominante e dirigida contra a OspC. A expressao acentuada do gene salp 15, que codifica uma protelna da 
glandula salivar de 15 kDa induzida pela ingestao de sangue, protege os espiroquetas da destruipao mediada por 
anticorpos. 394 A proteina Salp 15 inibe a ativapao dos linfocitos T ligando-se ao correceptor CD4, 14 inibe a 
destruipao da B. burgdorferi mediada pelo complcmento ' e facilita a ligapao a OspC. Essa ultima proteina tambem 
e um determinante importante da doenpa clinica, porque algumas variantes sao encontradas apenas nos carrapatos, 
enquanto outras foram associadas a doenpa limitada ou localizada, ou causam infecpoes mais disseminadas e 
graves. 4 " 1 ' Lin et al. 252 demonstraram que as cepas de B. burgdorferi sensu stricto predominantes no sudeste dos 
EUA tinham variantes da OspC, que nao estavam associadas a doenpa invasiva; isto pode explicar a escassez 
relativa de casos bem-documentados da doenpa de Lyme classica nesta regiao. 

Epidemiologia A distribuipao mundial da doenpa de Lyme correlaciona-se com a distribuipao dos carrapatos 
vetores ixodideos nas diferentes regioes geograficas. Ixodes scapularis, I. ricinus e I. persulcatus sao os vetores 
mais importantes da BL em todo o mundo. 200,354,435 Nas regioes nordeste e centro-norte dos EUA, o vetor 
geralmente e I. scapularis (Prancha 20.1 E), enquanto I. pacificus abriga os espiroquetas nos estados do noroeste 
americano. 449 Essas especies tern algumas caracteristicas em comum e tambem sao conhecidas como carrapatos de 
patas pretas ou carrapato dos veados. Tern havido controversia quanto a nomenclatura dos carrapatos de patas pretas 
encontrados no leste dos EUA, mas I. dammini e considerado sinonimo de I. scapularis pela maioria dos 
pesquisadores. 330,436 Os carrapatos dos veados do leste (I. scapularis e outros carrapatos do complexo I. ricinus ) 
podem ser infectados simultaneamente pela B. burgdorferi e outros patogenos, inclusive Babesia microti e 
Anaplasma phagocytophilum (agente etiologico da anaplasmose granulocitica humana [AGH] reconhecida mais 
recentemente). Por essa razao, essas outras infecpoes transmitidas por carrapatos seguem uma distribuipao 
semelhante a de BL. 58 Como seria esperado, a coinfecpao por varias combinapoes de B. microti, A. phagocytophilum 
e B. burgdorferi tambem ocorre em porcentagens de ate 39% dos casos. 13 No leste dos EUA, a babesiose e a BL 
ocorrem mais comumente juntas e sao responsaveis por cerca de 80% de todas as coinfecpoes diagnosticadas. 13 Nos 
estados de Connecticut e Wisconsin, a coinfecpao por AGH e BL e muito menos comum e ocorre em apenas 3 a 
15% dos pacientes. 13 Na Europa, I. ricinus e o vetor mais comum, enquanto I. persulcatus e o artropode hospedeiro 
principal na Eurasia e algumas regioes da Asia. 66,99,354,435 Uma doenpa clinica semelhante a artrite de Lyme foi 
descrita na Australia, 386 mas ainda que os carrapatos (I. holocyclus e I. cornuatus ) causem paralisia em caes e outros 
mamiferos, 432 nenhuma especie de carrapatos ixodideos portadores do complexo B. burgdorferi sensu lato foi 
identificada ate hoje, apesar de testes extensos com carrapatos por cultura e PCR. 386 

Outros fatores ambientais tambem afetam a ocorrencia da doenpa humana em determinada regiao geografica. 
Embora exista um ciclo enzootico de infecpao por B. burgdorferi nos carrapatos I. spinalpus e nos ratos do campo 
do norte do Colorado, a doenpa de Lyme nao e endemica nesta regiao. 2 ' 1 ' A localizapao remota dessa regiao pode 
dificultar o contato dos seres humanos com essa especie de carrapatos e esta e a explicapao provavel para a 
inexistencia de infecpoes humanas. A doenpa de Lyme tambem esta presente no nordeste do Pacifico, 52 onde o vetor 
e I. pacificus, mas os casos sao muito menos frequentes que nos estados do centro-norte e nordeste. O ciclo de vida 
diferente dos carrapatos Ixodes nos hospedeiros animais correspondentes e uma explicapao possivel. Nos estados do 
centra e leste, o camundongo de patas brancas e o reservatorio animal principal, no qual os espiroquetas proliferam 
facilmente e sao transmitidos aos carrapatos famintos. Por outro lado, os carrapatos dos estados do Pacifico 
alimentam-se de lagartos, nos quais as borrelias nao se multiplicam bem, limitando a intensidade da infecpao das 
populapoes de carrapatos. 32 Os lagartos tambem produzem uma substancia quimica borrelicida ainda desconhecida, 
que pode limitar a proliferapao e a transmissao por este reservatorio de espiroquetas. Uma situapao semelhante 
ocorre nos estados do sudeste, nos quais os carrapatos I. scapularis tambem se alimentam preferencialmente dos 
lagartos em vez dos camundongos; isto tambem pode contribuir para a raridade relativa da doenpa de Lyme classica 
nesta regiao. 

Tambem na Europa, a existencia de determinados roedores em certas regioes geograficas aumenta a transmissao 
da neuroborreliose de Lyme. Estudos demonstraram que a presenpa do arganaz comestivel ( GUs glis ) amplifica a 
transmissao dos espiroquetas na Europa central. 284 Os camundongos de listras negras tambem parecem ser um 
reservatorio importante de roedores na Europa central e sao responsaveis pela abundancia de carrapatos I. ricinus 
infectados por espiroquetas, enquanto os lagartos nao sao infectados. 286 As ninfas dos carrapatos Ixodes tambem 
podem alimentar-se de ratos das areas urbanas, de forma que a presenpa de ratos infectados pode aumentar o risco 


de adquirir doenga de Lyme entre os moradores e tambem visitantes. 2 A intensidade da transmissao dos 
espiroquetas em determinadas regioes da Europa central parece estar diretamente relacionada com a existencia de 
populagoes de roedores e inversamente com a de lagartos. 

Nos EUA, a doenga de Lyme e a infecgao transmitida por vetores mais comumente notificada (Figura 20.13). 
Nas regioes endemicas, a probabilidade de adquirir doenga de Lyme depois de uma picada de carrapato varia cerca 
de 0,012 a 0,05. 266 Em algumas regioes dos EUA, a frequencia da infecgao dos carrapatos pode chegar a 75% 177 e, 
de acordo com estudos de campo publicados, a quantidade de espiroquetas existentes nos carrapatos adultos varia de 
varias centenas a milhares. 26,27 ' 80 ’ 99 O estudo epidemiologico detalhado de varias regioes endemicas documentou a 
magnitude do problema. Em Fire Island, Nova York, 0,7 a 1,2% dos residentes de verao desenvolveram doenga 
sintomatica. 178 Anticorpos foram desenvolvidos em quatro (3,1%) das 129 pessoas estudadas sorologicamente no 
inicio e no fim do verao, mas apenas duas desenvolveram sintomas. Em Great Island, Massachusetts, a doenga de 
Lyme afetou cerca de 3% da populagao anualmente e, durante o periodo de 4 anos de estudo, 16% da populagao 
desenvolveram esta doenga. 45 ' Em retrospecto, o primeiro caso ocorreu em 1962. A razao entre os casos clinicos e 
subclinicos foi estimada em 1:1. 



■ FIGURA 20.13 Estagios dos carrapatos ixodideos (reproduzida, com autorizagao, de www.permatreat.com). 

Assim como a sifilis, a infecgao por B. burgdorferi pode ser transmitida da mae ao bebe, 74,415 ’ 416,501 mas todas as 
consequencias da infecgao congenita ainda nao foram defmidas. Embora nenhum caso da doenga de Lyme tenha 
sido associado as transfusoes sanguineas, 501 B. burgdorferi causa espiroquetemia 167 ’ 490 e os microrganismos 
sobrevivem por periodos longos nos concentrados de hemacias estocados. Por essa razao, os pacientes em 
tratamento para doenga de Lyme nao devem doar sangue. Os criterios de elegibilidade especificos para doagao de 
sangue por pacientes que concluiram um ciclo de tratamento antibiotico para doenga de Lyme ou outras infecgoes 
graves estao descritos na pagina www.redcrossblood.org/donating-blood/eligibility-requirements. 

Nos EUA, as defmigoes de casos para fins de vigilancia epidemiologica incluem criterios clinicos e laboratoriais 
para a notificagao da doenga de Lyme. 2 " A presenga dos seguintes criterios clinicos define um caso de doenga de 
Lyme: (1) EM com diametro > 5 cm diagnosticado por um medico ou (2) no minimo uma manifestagao tardia 
objetiva (/. e., musculoesqueletica, cardiovascular ou neurologica) com confirmagao laboratorial da infecgao por B. 
burgdorferi. 2 " A confirmagao laboratorial requer o seguinte: (1) isolamento de B. burgdorferi de um especime 
clinico ou (2) demonstragao de niveis diagnosticos de anticorpos IgM ou IgG para B. burgdorferi no soro ou no 
LCR. 20 

Com base no National Notifiable Disease Surveillance System, foram notificados 248.074 casos da doenga de 
Lyme entre 1992 e 2006. 20 Durante esse periodo de 15 anos, o numero anual de casos praticamente duplicou de 
9.908 em 1992 para 19.931 casos em 2006 (Figura 20.14). Embora tenham sido notificados casos em quase todos os 
estados americanos, a distribuigao geografica dos casos e altamente concentrada (93%) nas regioes nordeste e 
centro-norte, enquanto uma porcentagem muito menor ocorre na Costa Oeste (Figura 20.15). A incidencia foi mais 
alta entre as criangas de 5 a 14 anos e 53% de todos os casos da doenga de Lyme ocorreram no sexo masculino. A 




maioria dos pacientes que se apresentaram com EM referiu que a doenga comegara em junho e julho, em 
comparagao com apenas 37% dos pacientes com artrite. 

Na Europa, a doenga de Lyme tambem e a infecgao transmitida por carrapatos mais comumente notificada. 440 
Estimativas recentes demonstraram que a BL apresenta um gradiente de incidencias crescentes do oeste para o leste, 
com taxas de incidencia mais altas na Europa central (p. ex., Eslovenia, 155/100.000) e mais baixas na Inglaterra 
(0,7/100.000) e na Irlanda (0,6/100.000). Tambem ha um gradiente de incidencias decrescentes do sul ao norte da 
Escandinavia e do norte ao sul da Italia, Espanha e Cirecia. 1 A BL tambem foi notificada em todos os paises do 
hemisferio norte, inclusive republicas da ex-Uniao Sovietica. 109 

Com base em dados experimentais, os carrapatos Ixodes precisam permanecer fixados por no minimo 24 horas 
para transmitir eficientemente os espiroquetas. 356 Durante as primeiras 12 horas depois da fixagao, o corpo do 
carrapato continua piano, mas depois de alimentar-se por 24 horas, a parte posterior do corpo da ninfa comega a 
estender-se e cerca de 5% dos carrapatos infectados transmitem espiroquetas nesse periodo. Depois de 48 horas 
alimentando-se, a parte posterior esta completamente distendida e parece opalescente; cerca de 50% dos carrapatos 
infectados transmitem espiroquetas neste periodo. Depois de 4 dias, quase todos os carrapatos infectados transmitem 
espiroquetas e, neste ponto, os insetos sao opacos e tao abarrotados que seu corpo e tao espesso quanto largo. 3 As 
tentativas de cultivar espiroquetas da pele imediatamente depois da remogao de um carrapato infectado em uma 
regiao endemica foram bem-sucedidas em apenas dois dos 48 pacientes estudados e, nestes dois casos, os carrapatos 
tinham permanecido fixados por cerca de 24 horas. ” 



■ FIGURA 20.14 Numero de casos notificados da doenga de Lyme, EUA (1991 a 2006). (Adaptada das referencias 80 e 
457.) 
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■ FIGURA 20.15 Distribuigao dos casos da doenga de Lyme, EUA (2006). (Adaptada das referencias 80 e 457.) 

A determinagao do grau de ingurgitagao do carrapato e uma avaliagao subjetiva. Uma medida mais objetiva do 
ingurgitamento dos carrapatos foi sugerida como “indice escutal”. 137,356 Esse indice esta baseado no fato de que o 
corpo de uma ninfa ou femea adulta dilata a medida que ela ingere sangue, mas o escudo ( scutum ) rigido nao se 
altera. Desse modo, a razao entre escudo e corpo e um indicador grosseiro do grau de ingurgitamento. A 
necessidade de ter uma refeigao prolongada antes da transmissao e explicada por varios fatores: os espiroquetas 
precisam passar do intestino intermediario para dentro da hemocele e dai para as glandulas salivares e hiporregular a 
produgao de OspA e hiper-regular a sintese de OspC. 337,339 

O periodo de incubagao entre a inoculagao por uma picada de carrapato e o inicio dos sintomas clinicos 
geralmente e de 1 a 2 semanas, mas a variabilidade e ampla e pode ser muito mais curta (alguns dias) ou muito mais 
longa (ate meses ou anos). A menos que os pacientes se apresentem com infecgao localizada inicial e uma lesao 
cutanea classica, o diagnostico da doenga de Lyme pode ser dificil, porque alguns dos sinais e sintomas mais tardios 
sao inespecificos e podem ocorrer com outras doengas. 

Profilaxia. A melhor medida disponivel para prevenir infecgoes transmitidas por carrapatos e evitar exposigao aos 
vetores artropodes. 501 Entretanto, a exposigao aos carrapatos e inevitavel nas regioes endemicas da doenga de Lyme, 
porque a maioria das pessoas contrai a infecgao nos quintais arborizados de suas casas. Outras medidas 
recomendadas para reduzir o risco de infecgao sao usar camisas de mangas compridas e calgas longas e aplicar 
repelentes de insetos, mas alguns estudos controlados nao demonstraram a eficacia dos repelentes. O exame 
rotineiro de toda a superficie do corpo depois de expor-se ao ar livre e a remogao imediata dos carrapatos fixados 
tambem sao medidas recomendadas. Os carrapatos devem ser imediatamente removidos por inteiro (se possfvel) 
usando pingas de pontas fmas, de forma a segurar firmemente o inseto o mais proximo possivel da pele e, em 
seguida, puxar cuidadosamente para cima. A impossibilidade de remover as partes bucais do carrapato nao e 
desastrosa, porque os espiroquetas alojam-se nas glandulas salivares. Nao e recomendavel usar fosforos acessos, 
esmalte de unha, geleia de vaselina ou outros instrumentos de tortura. Depois de remover o carrapato, a area deve 
ser limpa com um antisseptico (http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/lyme/prevent.htm). 

O uso rotineiro de antibioticos profilaticos para evitar doenga de Lyme depois de uma picada de carrapato 
detectada nao e recomendavel. 501 Des Vignes et al. m estudaram a transmissao de B. burgdorferi pelos carrapatos 




























infectados removidos dos pacientes de uma regiao endemica. Os carrapatos removidos foram alimentados em 
camundongos, que depois foram examinados para verificar se estavam infectados. Os autores estimaram que o 
indice de transmissao global por esses carrapatos infectados foi de 4,6%. Magid et al. 266 realizaram uma analise de 
decisao para avaliar os resultados, os custos e a relagao de custo-beneficio de tres estrategias altemativas de 
tratamento da doenga de Lyme dos pacientes picados por carrapatos ixodideos nas regioes endemicas. O tratamento 
empirico dos pacientes nao foi considerado justificavel quando o risco de desenvolver a doenga era menor que 
0,01. 266 A fixagao prolongada de um carrapato que se alimentava do hospedeiro em uma regiao endemica aumenta 
as chances de transmissao da doenga e o tratamento empirico esta indicado quando a probabilidade de adquirir 
infecgao por B. burgdorferi e igual ou maior que 0,036. 266 Embora a preservagao do carrapato possa permitir seu 
exame e sua confirmagao como um membro de Ixodes, a detecgao de B. burgdorferi por cultura ou metodos 
moleculares nao se correlaciona necessariamente com o desenvolvimento da doenga de Lyme. Embora a duragao da 
fixagao do vetor e o grau de ingurgitamento medido pelo indice escutal tenham sido considerados previsores da 
transmissao de B. burgdorferi , 137,356 o teste de PCR no carrapato nao preve transmissao. 

Uma dose unica de doxiciclina administrada nas primeiras 72 horas depois da picada de I. scapularis e tao eficaz 
quanto os esquemas mais longos de antibiotico para evitar o desenvolvimento subsequente da doenga de Lyme. 307 
Em comparagao com um placebo, a eficacia do tratamento foi de 87%. Uma unica dose de doxiciclina pode ser 
oferecida aos adultos (200 mg) e as criangas com mais de 8 anos de idade (4 mg/kg, ate 200 mg) quando os 
seguintes criterios sao atendidos: (1) o carrapato pode ser identificado confiavelmente como uma ninfa ou um adulto 
da especie I. scapularis que, segundo se estima, ficou fixado por um periodo >36 horas com base no grau de 
ingurgitamento do carrapato com sangue ou na certeza quanto a hora da exposigao ao inseto; (2) a profilaxia pode 
ser iniciada nas primeiras 72 horas desde que o carrapato foi removido; (3) dados ecologicos indicam que o indice 
de infecgao local desses carrapatos por B. burgdorferi seja > 20% (/. e., algumas regioes de New England, regioes 
dos estados do medio Atlantico e regioes de Minnesota e Wisconsin); e (4) nao ha contraindicagao ao tratamento 
com doxiciclina. 501 A decisao de prescrever profilaxia nao deve ser empirica, porque os efeitos colaterais do 
antibiotico - ainda que sejam brandos - foram mais comuns nos pacientes que usaram uma dose unica de 
doxiciclina que nos individuos que receberam placebo. 

A GlaxoSmithKline desenvolveu uma vacina recombinante (LY-MErix®) contra doenga de Lyme baseada na 
proteina A da superficie externa (OspA) de B. burgdorferi, que foi aprovada pela FDA em 1998. Dois estudos 
controlados usaram a vacina LY-MErix® em mais de 100.000 pessoas e demonstraram que ela conferiu imunidade a 
Borrelia em 49 a 68% dos individuos vacinados no primeiro ano depois de duas doses; o indice de eficacia 
aumentou para 76 a 92% depois da aplicagao de uma terceira dose no segundo ano. 419,455 Para manter a eficacia, 
poderia ser necessario aplicar reforgos periodicos. A OspA foi escolhida como antigeno imunizante porque os 
anticorpos borrelicidas potencialmente produzidos poderiam destruir os espiroquetas nas glandulas salivares do 
carrapato e/ou no local da picada, antes que houvesse disseminagao da infecgao. Um simposio de revisao nacional 
recomendou que o uso da vacina seja limitado aos individuos de 15 a 70 anos, que foram expostos em areas de risco 
alto ou moderado por um periodo de tempo consideravel. Embora os efeitos colaterais da vacina parecessem 
minimos nos estudos originais, surgiram relatos de efeitos colaterais autoimunes nos individuos vacinados, que 
desencadearam uma investigagao pelos orgaos americanos FDA e CDC. Os pesquisadores nao encontraram 
qualquer ligagao entre a vacina e esses problemas de saude. A viabilidade comercial da LYMErix® foi anulada 
depois dos temores publicados de efeitos colaterais da vacina e sua fabricagao foi suspensa em fevereiro de 2002. 
Atualmente, a unica vacina disponivel para doenga de Lyme e para caes (Novibac® Lyme, Intervet/Schering-Plough 
Animal Health) e esta baseada nos antigenos OspA e OspC. Novas vacinas humanas tambem estao em fase de 
estudo e utilizam como imunogenos a proteina C da membrana externa (OspC) e uma glicoproteina. 395 

Doenga ch'nica. A infecgao por B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii ou B. garinii causa doenga multissistemica 
com ampla variedade de sintomas inespecificos e especificos. Embora a progressao geral da doenga seja semelhante 
e possa ser dividida em tres estagios clinicos nos EUA e na Europa, as manifestagoes clinicas de cada estagio 
podem ser diferentes, dependendo da regiao geografica do paciente e da especie de Borrelia envolvida (Tabela 
20.10). Os dois primeiros estagios da doenga ocorrem semanas ou meses depois da infecgao, enquanto o terceiro 
estagio (tardio) comega varios meses ou anos depois. Tambem pode haver algum grau de superposigao dos estagios 
da doenga de Lyme. Nos pacientes europeus, as manifestagoes clinicas da doenga tern elementos caracteristicos, que 
nao sao encontrados tao comumente ou nao ocorrem absolutamente nos pacientes americanos, 335,442 principalmente 


no que se refere ao desenvolvimento da doenga do SNC e das manifestagoes cutaneas crdnicas. Isso e atribuido ao 
fato de que, na Europa, a infecgao e causada principalmente por B. garinii, que e altamente neurotropica. Por outro 
lado, a infecgao amplamente disseminada parece ser mais comum nos EUA que na Europa. Como foi mencionado 
antes, pesquisadores detectaram diferengas clinicas entre pacientes infectados em Nova York por B. burgdorferi 
sensu stricto e pacientes eslovenos infectados por B. afzelii. Existem varias revisoes detalhadas publicadas sobre as 
manifestagoes clinicas da B L. 306 ’ 415 ’ 416 ’ 446 ' 447 ' 501 


Tabela 20.10 Diferengas entre as neuroborrelioses de Lyme (NBL) europeia e americana. 


Manifestagoes clinicas 

NBL americana 

NBL europeia 

Subespecie de Borrelia envolvida 

B. burgdorferi sensu stricto 

B. garinii na maioria dos casos; 

ocasionalmente, B. afzelii 

Porcentagem de NBL entre todos os casos da doenga de Lyme 

< 10% 

> 35% 

Lesoes multiplas de eritema migratorio 

Comuns 

Incomuns 

Radiculite dolorosa 

Rara (< 10%) 

Comum (> 50%) 

Apresentagao com meningite "asseptica" 

Maioria 

Minoria 

Acometimento dos nervos cranianos 

VII; outros muito raramente 

Geralmente VII, mas outros podem ser 

afetados 

Manifestagao cutanea cronica associada (linfocitoma ou ACA) 

Nunca 

Comum 

Associada a artrite de Lyme 

Comum 

Quase nunca 

Encefalomielorradiculite cronica 

Muito rara (<0,1% dos 

Mais freguente, mas incomum (< 3% dos 


casos de NBL) 

casos de NBL) 

Produgao intratecal de anticorpos 

Minoria dos casos 

Comum (> 50%) 


ACA = acrodermatite cronica atrofica. 
Adaptada da referenda 442. 


Como foi descrito antes, o diagnostico clinico da doenga de Lyme quando nao ha lesoes cutaneas 
patognomonicas pode ser dificil em razao da natureza vaga das queixas de alguns pacientes, principalmente durante 
os estagios mais avangados da doenga ou na fase que se segue a doenga de Lyme (dores musculoesqueleticas, mal- 
estar, cefaleia, fadiga e sintomas neurologicos inespecificos, inclusive disturbios do sono). Em uma clinica 
universitaria especializada em doenga de Lyme, 38% das criangas tiveram diagnostico equivocado e 8% nao foram 
diagnosticadas. 141 Vinte e cinco por cento dos pacientes que tiveram diagnosticos incorretos depois foram tratados 
inadequadamente. Em um estudo sobre exames diagnosticos realizados por um piano de saude pre-pago da 
California, apenas 19% dos testes laboratoriais foram solicitados porque os medicos suspeitavam da doenga de 
Lyme. 2 " No total, 60% dos testes foram solicitados como parte de uma bateria de exames para pacientes com 
queixas vagas. Em uma regiao na qual a doenga de Lyme nao e comum, essa solicitagao indiscriminada de exames 
apenas acentua as limitagoes intrinsecas dos testes diagnosticos para BL (descritas na proxima segao) e agrava o 
problema dos diagnosticos positivos falsos. 

Estagio inicial da doenga (estagio I). O sinal clinico classico da infecgao localizada inicial por B. burgdorferi e 
uma erupgao circular que aumenta circunferencialmente e e conhecida como eritema cronico migratorio (/. e., 
EM). 105 ' 416,454 Essa lesao classica desenvolve-se no local da picada do carrapato, de forma que o EM pode ser 
encontrado em diversas areas anatomicas e com dimensoes variadas. Algumas estimativas sugeriram que o EM 
ocorra na maioria dos pacientes infectados. Sinais e sintomas gripais como cefaleia, dores musculares, febre e mal- 
estar tambem podem ocorrer. 140,416 Em Nova Jersey, o EM desenvolveu-se em 93% dos pacientes e cerca de 50% 
tinham sintomas sistemicos, inclusive linfadenopatia regional. 46 Do mesmo modo, 90% das criangas infectadas em 
Connecticut apresentavam erupgao cutanea. 160 



Nos casos tipi cos, a erupgao e eritematosa e pode ser “quente”, mas geralmente e indolor. Em geral, o EM e 
descrito como uma erupgao com formato de “olho de boi”, porque a parte mais interna e vermelho-escura e 
endurecida, enquanto a parte mais externa e eritematosa, mas a parte central e clara (Figura 20.16). Pesquisadores 
enfatizam o edema periferico com clareamento central da lesao, mas eritema homogeneo ou central era mais 
caracteristico em uma serie ampla de casos confirmados por microscopia. 425 O clareamento central era mais comum 
nos pacientes eslovenos infectados por B. afzelii que nos nova-iorquinos infectados pela B. burgdorferi sensu 
stricto. 460 O espiroqueta e cultivado mais facilmente do EM durante a infecgao inicial, ou pode ser detectado em 
cerca de 40% dos especimes de biopsia corados por impregnagao em prata. 

Infecgao disseminada inicial (estdgio II). O segundo estagio da doenga de Lyme resulta da disseminagao dos 
espiroquetas por todo o corpo. 447 O EM pode formar-se em outras areas do corpo, alem do local da picada de 
carrapato original. Os pacientes europeus tambem podem apresentar-se com linfocitoma cutaneo, um nodulo 
arroxeado bem-demarcado, que geralmente se desenvolve na face, no lobo da orelba, no mamilo ou no escroto. 440 
Nos pacientes que nao sao tratados, inflamagao oligoarticular assimetrica aguda e grave 453 e manifestagoes clinicas 
de neuroborreliose sao sinais e sintomas comuns da infecgao disseminada inicial. 334 Bowen et al. 44 detectaram 
artrite em 26% dos seus pacientes, meningite em 10% e paralisias dos nervos cranianos em 8%. A meningite pode 
parecer purulenta. Os pacientes com neuroborreliose tambem podem ter sinais e sintomas de 
meningorradiculoneurite (sindrome de Bannwarth) e encefalite branda, embora alteragoes do estado mental sejam o 
unico sintoma relatado em alguns casos de infecgao inicial do SNC. 332,334 Alem disso, a borreliose disseminada 
tambem pode causar hepatite aguda, miocardite aguda com bloqueio atrioventricular e infecgao ocular. 



■ FIGURA 20.16 Eritema migratorio (EM) - doenga de Lyme. (Cortesia de www.microbewik.kenyon.edu/Borrelia.) (Esta 
figura encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 

Infecgao persistente tardia (estdgio III). Nos EUA, a fase cronica da doenga de Lyme caracteriza-se 
principalmente por artrite cronica e, menos comumente, sintomas persistentes referidos ao sistema nervoso. 442 Por 
outro lado, os pacientes europeus infectados por B. afzelii ou B. garinii apresentam lesoes cutaneas cronicas (ACA 



associada a inf'ecgao por B. afzelii), sintomas neurologicos cronicos e artrite cronica (Tabela 20.11). 440,44 A 
frequencia e a gravidade dos episodios repetidos de artrite diminuem a cada ano, mas alguns pacientes desenvolvem 
sinovite cronica e limitaqoes fisicas irreversiveis. 

Tratamento. Em geral, o tratamento antibiotico imediato nos estagios iniciais da doenga de Lyme e eficaz para 
controlar os sintomas e evitar progressao da infecgao. A Infectious Diseases Society of America publicou diretrizes 
praticas. 250 Nos estagios mais avangados da doenga, a utilidade do tratamento antibiotico nao e tao evidente. 222,501 


Tabela 20.11 Manifestagoes clinicas e abordagem diagnostica recomendada para diagnosticar borreliose 
de Lyme na pratica clinica rotineira. 



Exame diagnostico principal 

Exame diagnostico 

complementar 

Manifestagoes clinicas 

confirmatorias 

Eritema migratorio 

Diagnostico baseado na historia e 

Testes laboratoriais desnecessarios, 

Cultura ou PCR de urn especime 

Picada de carrapato na regiao; 

na inspegao visual da lesao 

cutanea 0 

ou recomendados guando a 

lesao etipica 

Testes sorologicos das fases aguda e 
de convalescenga 6 
recomendados aos pacientes 

com lesoes atipicas r 

obtidoporbiopsiadepele 

linfadenopatia regional nos 

pacientes americanos 

Linfocitoma (manifestacao rara) 

Nodulo ou placa vermelho-azulada 

Os testes sorologicos 6 geralmente 

Cultura ou PCR de urn especime 

Picada de carrapato na regiao; 

indolor, mais comum nas 

criangas (especialmente na 

orelha) que nos adultos 

sao negativos por ocasiao da 

apresenta gao; se forem 

negativos, testar os soros da 

fase de convalescenga (2 a 6 

semanas depois) 

obtidoporbiopsiadepele 

eritema migratorio recente ou 

coexistente 

Neuroborreliose de Lyme 

Adultos: meningorradiculite, 

Pleocitose no LCR e produgao 

Detecgao de Borrelia de Lyme por 

Eritema migratorio recente ou 

meningite e paralisia facial intratecal de anticorpos contra 

periferica; raramente encefalite Borrelia burgdorferi sensu lato 11 

emielite;muitoraramente . * 

Os testes sorologicos geralmente 

vasculite cerebral _ ... 

sao positivos por ocasiaoda 

Criangas: meningite e paralisia apresenta gao; se forem 

facial periferica negativos, os soros da fase de 

convalescenga devem ser 

testados (2 a 6 semanas depois) 

Borreliose de Lyme cardiaca (manifestacao rara) 

cultura ou PCR do liguido 

cefalorraguidiano 

Produgao intratecal de IgM, IgG e 

IgA totais 

coexistente 

Inicio agudo com disturbios da 

condugao atrioventricular, 

arritmias e miocardite ou 

pericarditeem alguns casos 

Os testes sorologicos 6 geralmente 
sao positivos por ocasiaoda 

apresenta gao; se forem 

negativos, os soros da fase de 

Nenhum recomendado 

Eritema migratorio ou disturbios 

neurologicos (ou ambos) 

recentes ou coexistentes 



Outros diagnostics devem ser 
excluidos 

Manifestacoes oculares (raras) 

Conjuntivite, uveite, papilite, 
episderite, ceratite 

Artrite de Lyme 


Acrodermatite atrofica cronica 

Lesoes vermelho-azuladas ou 
vermelhas de longa duraqio, 
geralmente nas superficies 
externas dos membros; edema 
endurecido inicial; porfim, as 
lesoes tornam-se atroficas 


convalescent devem ser 
testados (2 a 6 semanas depois) 

Testes sorologicos 6 


Testes sorologicos 6 

Como regra geral, as concentrates 
sericas dos anticorpos da classe 
IgGsaoaltas 


Detect o de B. burgdorferi sensu 
lato pot culturaou PCRdo 
liquido ocular 


Histologia 

Cultura ou PCR de urn especime 
obtidoporbiopsiadepele 


Outras manifestates bem definidas 
da borreliose de Lyme no 
passadoou atualmente 

Historia pregressa de outras 
manifestates bem-definidas 
da borreliose de Lyme 


Historia pregressa de outras 
manifestates bem definidas 
da borreliose de Lyme 


Episodios repetidos de artrite, ou 
inflamagao articular persistente 
deuma ou mais articulates 

Outros diagnostics devem ser 
excluidos 


Testes sorologicos 6 

Como regra geral, as concentrates 
sericas dos anticorpos da classe 
IgGsaoaltas 


Analises do liquido sinovial. 

Detect o de B. burgdorferi sensu 
lato por PCR do liquido ou 
tecido sinovial 


a Quando a lesao tem menos de 5 cm de diametro, o paciente deve ter historia de picada de carrapato, intervalo minimo de 2 
dias entre a picada e o aparecimento da lesao e erupgao expansiva no local da picada do carrapato. 

b E recomendavel realizar testes sorologicos pareados, mas o primeiro teste e os ensaios de immunoblot incorporam com 
frequencia crescente os mesmos peptidios ou antigenos imunodominantes recombinantes de Borrelia burgdorferi sensu lato - 
ainda nao esta bem claro se a realizagao de urn segundo ensaio de immunoblot aumenta a especificidade global dos testes 
sorologicos. 

c Como regra geral, as amostras iniciais e de acompanhamento devem ser testadas em paralelo para evitar erros de 
interpretagao causados por variagoes entre ensaios diferentes. 

d Nos casos iniciais, anticorpos especificos produzidos no espago intratecal ainda podem ser indetectaveis. 

Adaptada da referenda 442. 


Resposta humoral, perfil sorologico e imunidade. B. burgdorferi sensu lato expressa varias proteinas de 
superficie em resposta ao seu ambiente. 20 " Estudos recentes de analise dos perfis de expressao genetica por 
microarray demonstraram que esse microrganismo expressa diferentemente diversos genes apenas entre os 
hospedeiros mamiferos e que antigenos diferentes sao expressos em cada estagio da BL.“ ’ ~ Alem disso, a 
composigao antigenica tambem e diferente entre as especies de B. burgdorferi sensu lato: Por essa razao, a 
composigao antigenica complexa desses microrganismos dificulta a escolha de determinados antigenos para os 
ensaios sorologicos diagnostics dessa doenga e a selegao dos antigenos afeta o desempenho dos testes sorologicos 
dos pacientes que se apresentam em diferentes estagios da infecgao. 7,499 Alguns dias depois da infecgao, ocorrem 
reagoes fortes de IgM e IgG contra as proteinas flagelar conhecida como flagelina ou FlaB (41 kDa) e da bainha 
externa do flagelo FlaA, bem como a alguns dos antigenos imunodominantes da BL em estagio inicial. 4,5 Contudo, 
esses antigenos tem forte reatividade cruzada contra outros antigenos bacterianos e epitopos dos tecidos dos 
mamiferos, 291 de forma que os testes que utilizam estas proteinas sao pouco especificos. Outro antigeno 
imunodominante encontrado no estagio inicial da infecgao e a proteina OspC codificada por plasmidio (21 a 25 
kDa). Esse antigeno e heterogeneo entre as especies de B. burgdorferi sensu lalof 4 '' mas as regioes conservadas do 
epitopo dessa proteina permitiram o desenvolvimento de um peptidio sintetico, que contem os 10 aminoacidos C- 
terminais conservados da OspC (pepCIO). 282,336 A proteina BmpA (39 kDa) tambem e imunogenica e e codificada 
por um gene localizado dentro do cluster bmp (genes BmpA a BmpD ). 55 Em razao da heterogeneidade das 



sequencias da protein a BmpA das diversas especies de B. burgdorferi sensu lato, esse antigeno tem pouca utilidade 
diagnostica. 55 Uma lipoproteina exposta na superficie e codiftcada pelo plasmidio linear lp-28-1 de B. burgdorferi 
B31, que foi designada proteina expressa da sequencia Vmp-like (VlsE) (34 a 35 kDa), e conservada entre a especie 
B. burgdorferi sensu lato e e altamente imunogenica; isto a tomou viavel como antigeno imunodominante 
amplamente reativo para diagnosticar BL. 23 ,2S1 Por ftm, existem varios outros antlgenos expressos no hospedeiro 
mamlfero, que tem sido utilizados com ftnalidade diagnostica, inclusive os antlgenos P35/BBK32 (47 kDa), P37 e 
P66. 147,270 Esses antlgenos estao presentes nos carrapatos durante uma refeigao de sangue 147 e tambem sao 
encontrados nos estagios iniciais da infecgao humana, assim como os antlgenos imunodominantes altamente 
especlficos. 270 

A detecgao de anticorpos da classe IgM ou IgG contra um ou mais antlgenos da B. burgdorferi sensu lato 
depende da duragao da infecgao, das manifestagoes da BL e do tipo e da fonte do antigeno usado. Quando se 
utilizam immunoblots (Western blot ) para IgM, a quantidade de antlgenos detectados e a potencia da reagao imune 
de acordo com a intensidade das bandas sao mais expressivos nos especimes obtidos de pacientes sintomaticos com 
EM, nos indivlduos com varias lesoes de EM, ou nos pacientes com EM ha mais de 2 semanas. 7 Os pacientes com 
neuroborreliose de Lyme em estagio inicial tambem desenvolvem uma resposta imune acentuada e ampliada. 5 Por 
outro lado, os pacientes assintomaticos com apenas uma lesao de EM presente ha menos de 2 semanas tem reagao 
imune fraca e menos ampliada. Os anticorpos podem ser indetectaveis nos estagios iniciais, mas geralmente estao 
presentes depois de varias semanas. 

A reagao a proteina OspA tende a ser tardia, mas pode ser detectada em titulo baixo ou em complexos com os 
espiroquetas nos estagios iniciais da infecgao quando sao utilizadas tecnicas especiais. 39 Uma reagao a proteina 
OspC ou ao antigeno flagelina menos especifico ocorre mais comumente com os soros da fase in icial. 269 De forma a 
assegurar sensibilidade maxima no estagio inicial da doenga de Lyme, pesquisadores recomendam o uso de um 
ensaio para IgM, seja por tecnicas de imunofluorescencia 20 ' ou immunoblot. 4 Os titulos de IgM especifica podem 
permanecer elevados durante toda a evolugao da doenga e mesmo alguns anos depois do tratamento, de forma que a 
positividade para IgM nao pode ser usada para defmir infecgao aguda. 194 A coleta de uma segunda amostra dentro 
de 8 a 14 dias depois da primeira foi recomendada para documentar a soroconversao dos pacientes com doenga de 
Lyme em estagio inicial. Quando os testes detectam apenas IgM 1 mes ou mais depois da infecgao, os resultados 
destes testes provavelmente sao falso-positivos. 

A maioria dos pacientes com infecgao por B. burgdorferi tem reagao imune eficaz, que lhes confere protegao 
contra reinfecgao por uma cepa semelhante. Embora seja aparentemente rara, existem exemplos bem-documentados 
de reinfecgao por uma cepa nova de B. burgdorferi (determinada por analise molecular das cepas isoladas 
sequencialmente) em pacientes tratados anteriormente para EM. 326 Ainda nao esta claro se as reinfecgoes ocorrem 
depois da doenga natural nao tratada. 

A infecgao sintomatica nao ocorre nos animais silvestres, mas os animais domesticos podem desenvolver 
doenga. 145,26 ' Komblatt et al. : ~ descreveram caes com artrite de Lyme. 

Duray descreveu a histopatologia da doenga de Lyme. 122 

Diagnostico laboratorial. Existem varias revisoes detalhadas excelentes sobre diagnostico laboratorial da 
doenga de Lyme. 7,372,494 Os testes sorologicos que comprovam a presenga de anticorpos especlficos dirigidos contra 
um ou mais antlgenos das borrelias ainda constituem a abordagem principal usada para diagnosticar BL, embora 
tambem possa ser diagnosticada por cultura dos espiroquetas e demonstragao destes microrganismos nos tecidos por 
meio de tecnicas imunologicas ou moleculares. O Boxe 20.2 resume a eficacia global comparativa das varias 
tecnicas laboratoriais utilizadas para diagnosticar doenga de Lyme em 47 pacientes com EM. 

As recomendagoes relativas aos metodos diagnosticos publicadas por um grupo de trabalho consensual reunido 
em 1997 8 foram atualizadas recentemente, 501,233 mas nao houve modificagoes consideraveis. O paciente deve fazer 
um teste para doenga de Lyme apenas quando a probabilidade pre-teste baseada na historia de exposigao e nos 
sintomas clinicos variar de 0,2 a 0,8. 4 Entretanto, pode ser dificil determinar a probabilidade pre-teste de 
determinado paciente, em razao da natureza inespecifica dos seus sintomas (/. e., fadiga, artralgia, cefaleia). O uso 
indiscriminado dos testes diagnosticos para BL em pacientes nao selecionados com probabilidade pre-teste baixa 
detecta mais resultados falso-positivos que casos clinicos reais. 7 Os testes para BL em pacientes com EM classico 
nao sao necessarios, porque estudos demonstraram que apenas o tratamento empirico tem relagao custo-beneficio 
mais favoravel em vista da sensibilidade baixa dos ensaios para anticorpos nesse estagio inicial da infecgao. 316 


Mesmo depois de mais de tres decadas de experiencia, a solicitagao inadequada dos testes diagnosticos para BL e os 
resultados equivocados levando ao tratamento antibiotico desnecessario ainda sao problematicos. 3,7,150 ' 305,347,364 


Boxe 20.2 


Exames laboratoriais realizados em 47 pacientes adultos com eritema migratorio 

Exame laboratorial 

PCR quantitativa na biopsia de pele 

Testes sorologicos pareados com amostras da fase de convalescent 

Nested-PCR convencional 

Cultura de especimes de pele 

Hemocultura 

Teste sorologico de amostras da fase aguda 
Adaptado da referenda 325. 


Positividade diagnostic 

(%) 

80,9 

66,0 

63,8 

51,1 

44,7 

40,4 


Detecgao diretci. Esta segao descreve os varios testes laboratoriais que detectam e identificam o espiroqueta B. 
burgdorferi sensu lato em especimes biologicos, assim como nos carrapatos vetores, nos reservatorios hospedeiros, 
nos animais inoculados experimentalmente e nas amostras de tecidos e liquidos corporais de pacientes com BL. 
Hoje em dia, existem quatro abordagens diferentes usadas para a detecgao direta de infecgao por B. burgdorferi, que 
sao as seguintes: exame microscopico, detecgao de antigenos especificos, cultura do microrganismo in vitro e 
analise molecular dos acidos nucleicos especificos do microrganismo. Dentre esses metodos, a detecgao 
microscopica direta e os testes de captura de antigenos tem pouca utilidade pratica no laboratorio clinico, de forma 
que serao descritos apenas resumidamente. 

Detecgao morfoldgica. Quantidades muito pequenas de espiroquetas estao distribuidas heterogeneamente nas 
amostras clinicas e isto toma a detecgao microscopica de B. burgdorferi nos tecidos muito insensivel na maioria dos 
estagios da doenga. 7,106,123 A morfologia dos espiroquetas tambem e variada e pode ser dificil diferencia-los dos 
tecidos do hospedeiro nos cortes histologicos. 12 ’ Embora as tecnicas de impregnagao em prata (Warthin-Starry, 
Steiner ou Dieterle) 106 corem B. burgdorferi e sejam usadas para detectar este microrganismo nos tecidos, este 
metodo de coloragao e altamente inespecifico e pode detectar qualquer tipo de bacteria. Por essa razao, e necessario 
usar antissoros especificos para confirmar a identificagao dos espiroquetas nos especimes clinicos. O exame 
microscopico e usado principalmente para detectar B. burgdorferi nos carrapatos vetores durante pesquisas de 
campo ou estudos de vigilancia epidemiologica. 

Ensaios para detecgao de antigenos. Existem no mercado dois tipos de ensaios para detecgao de antigenos, 
inclusive ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) com captura de antigeno e Western blot reverso. Embora 
esses ensaios sejam realizados facilmente no laboratorio clinico, eles nao devem ser usados no diagnostico 
laboratorial dos casos de BL suspeitos ou em atividade, em vista de seu desempenho e sua reprodutibilidade 
insatisfatorios. 7,97,223 Klempner et air 1 ' realizaram testes para antigenos da doenga de Lyme na urina de 10 controles 
saudaveis e encontraram resultados discrepantes com aliquotas do mesmo especime em oito casos e resultados 
consistentemente falso-positivos em dois outros. Problemas semelhantes foram encontrados quando se utilizou um 
ensaio de captura antigenica para detectar antigenos de B. burgdorferi em amostras de LCR dos pacientes com 
quadro suspeito de BL. 96 

Cultura. A cultura de B. burgdorferi foi o primeiro metodo de detecgao utilizado e ainda e o padrao de 
referencia no diagnostico laboratorial da BL. Esse microrganismo e isolado por meio de uma modificagao acelular 
do meio de Kelly para espiroquetas, que foi desenvolvido por Barbour 26 (Tabela 20.11 e Boxe 20.3), embora tenham 
sido adotadas varias modificagoes deste meio com o transcorrer dos anos. Os meios preparados atualmente, 



inclusive o meio de Barbour-Stoenner-Kelly II (BSK II) (Boxe 20.3), demonstram crescimento e isolamento mais 
faceis dos espiroquetas com inoculos menores e menos tempo. O processo e relativamente facil quando os 
carrapatos infectados sao triturados e semeados em cultura (ver Prancha 20.1 E). A preparagao de uma subcultura do 
caldo para o agar resulta na formagao de colonias de espiroquetas com morfologia variada. 


Boxe 20.3 


Meio de Barbour-Stoenner-Kelly para cultura de Borrelia burgdorferi (meio BSK II) 

1. Limpe toda a vidraria com detergentes, enxague completamente com agua destilada de vidraria e cologue no autoclave 

2. Em 900 ml de agua destilada para vidraria, acrescente 100 ml do concentrado lOx do meio CMRL1066 sem glutamina 

3. Acrescente ao concentrado lOx do CMRL 1066 na seguinte ordem: 

5 g de Neopeptone' (Difco Laboratories, Detroit, Ml) 

60 g de albumina serica bovina, fragao V (Miles Laboratories, Elkhart, IN; No. 81-003) 

2 g de Yeastolate (Difco) 

6 g de acido A/-2-hidroxietilpiperazina-A/-2-etanossulfonico (HEPES*; Sigma Chemical Co., St. Louis, M0) 

5 g de glicose 

0,7 g de citrato de sodio 

0,8 g de piruvato de sodio 

0,4 g de /V-acetilglicosamina (Sigma) 

2,2 g de bicarbonato de sodio 

4. Ajuste o pH do meio a 20 a 25°C para 7,6 com NaOH 1N 

5. Acrescente 200 ml de gelatina a 7% (Difco) dissolvida em agua fervente 

6. Esterilize por filtragao como pressao de ar (nitrocelulose 0,2 fm, Millipore Corp., Bedford, MA). Armazene o meio a 4°C 

7. Antes de usar, acrescente soro de coelho nao aguecido ("trago-hemolisado"; Pel-Freez Biologicals, Inc., Rogers, AR) ate a concentrado final de 
6 % 

8. Cologue em tubos ou frascos de vidro ou poliestireno. Encha os recipientes ate 50 a 90% da capacidade e tampe firmemente 
Da referenda 26. 


A cultura e mais eficaz nos estagios iniciais da doenga de Lyme, mas raramente e positiva nos estagios mais 
avangados. B. burgdorferi sensu lato pode ser cultivada a partir de liquidos corporais (/. e., LCR, sangue, lfquido 
sinovial) e biopsias de tecidos (/. e., lesoes cutaneas, inclusive EM, ACA e linfocitoma borrelial e, raramente, 
tecidos cardiacos) dos pacientes com BL. Entretanto, mesmo no estagio primario, os espiroquetas foram isolados 
das lesoes cutaneas de apenas 51% e do sangue de apenas 45% dos 47 pacientes adultos com diagnostico clinico de 
doenga de Lyme. 32 '' Em geral, B. burgdorferi sensu lato nao pode ser isolada em culturas das lesoes cutaneas do EM 
de pacientes em tratamento com antibiotico. A positividade parece ser maior quando as lesoes sao grandes e 
numerosas, como ocorre no estagio disseminado secundario da doenga. 2 ' 13 O sangue citratado deve ser semeado em 
cultura e os tubos incubados a 34° a 37°C no escuro. Depois da incubagao por 2 a 3 semanas, as culturas sao 
examinadas por microscopia de campo escuro ou microscopia de fluorescencia utilizando o corante de fluorocromo 
laranja de acridina ou um anticorpo fluorescente especifico. 372 A identidade de quaisquer microrganismos 
espiralados detectados precisa ser confirmada como B. burgdorferi sensu lato demonstrando sua reatividade aos 
reagentes monoclonais especificos ou detecgao de sequencias de DNA especificas por PCR. 

Detecgao molecular. Revisoes detalhadas dos metodos de amplificagao molecular usados no diagnostico da 
doenga de Lyme foram publicadas por Schmidt, 392 Dumler 119 e, mais recentemente, Aguero-Rosenfeld. 3,7 Os 
metodos baseados em PCR sao usados principalmente para diagnosticar BL, seja PCR convencional, nested-PCR, 
PCR quantitativa, PCR competitiva ou, cada vez mais, PCR em tempo real. Os alvos usados mais comumente na 
PCR sao genes cromossomicos de B. burgdorferi, inclusive rrs.flaB , recA e p66, assim como o gene ospA derivado 
de plasmidios. 3,392 O desempenho dos ensaios de PCR para B. burgdorferi sensu lato depende da selegao do gene- 
alvo e do conjunto de iniciadores usados na amplificagao. Os ensaios de detecgao molecular da doenga de Lyme nao 
foram amplamente adotados pelos laboratories clinicos em razao de seu desempenho variavel com os diversos 
especimes clinicos, sua confiabilidade reduzida em razao da possibilidade de contaminagao das amostras, sua 
sensibilidade mais baixa depois da administragao de antibioticos e as dificuldades da interpretagao clinica de um 



resultado positivo. Como a quantidade de espiroquetas presentes nos tecidos ou liquidos corporais dos pacientes 
infectados e pequena, a coleta, o transporte e a preparagao imediata do DNA a partir das amostras clinicas sao 
fundamentals a obtengao de resultados consistentes e confiaveis com PCR. Os testes de amplificagao para B. 
burgdorferi tambem estao sujeitos a resultados falso-positivos atributveis a contaminagao cruzada ou as sequencias 
de acidos nucleicos compartilhadas por outros microrganismos. ' 00,392 Os testes de amplificagao completamente 
validados para B. burgdorferi estao dispontveis apenas por encaminhamento dos especimes cltnicos especificos (/. 
e., sangue e LCR) a um laboratorio de referenda. 

As tecnicas de amplificagao demonstraram sensibilidade mais alta que a cultura ou a detecgao morfologica na 
pele das lesoes do EM, 375 no sangue periferico e no liquido articular. 333 O indice de detecgao do DNA de B. 
burgdorferi por PCR nas lesoes do EM varia de 36 a 88%. Nos EUA, as biopsias de pele obtidas de pacientes com 
EM durante uma pesquisa de fase III com vacina foram positivas em 64% dos casos. 455 Na Europa, o DNA de B. 
burgdorferi foi detectado em 54 a 100% das biopsias de pele obtidas de pacientes com ACA, dependendo das 
sequencias-alvo usadas na detecgao. 7 Em geral, a sensibilidade da PCR para detectar DNA de B. burgdorferi sensu 
lato nas amostras de sangue, plasma ou soro dos pacientes com EM e doenga de Lyme disseminada inicial e baixa e 
desprezivel nos pacientes com sindromes pos-doenga de Lyme. O DNA de Borrelia foi detectado 
retrospectivamente nos soros de 14 dos 76 pacientes (18,4%) com EM 167 e o numero de sintomas clinicos era o 
previsor independente mais potente de espiroquetemia. Aparentemente, a espiroquetemia dos pacientes com doenga 
de Lyme aguda e escassa e intermitente. 490 Entretanto, nenhum dos 78 pacientes com sindromes pos-doenga de 
Lyme, mesmo nos 39 casos com immunoblot ( Western blot) para IgG positivo, teve o DNA de espiroquetas 
detectado por PCR nas amostras de sangue. 222 A detecgao do DNA da B. burgdorferi por PCR no liquido sinovial 
alcangou sensibilidade satisfatoria no diagnostico da artrite de Lyme. 7,318,362 Em um estudo realizado nos EUA, 75 
pacientes (85%) com artrite de Lyme tiveram PCR positiva para B. burgdorferi no liquido sinovial e, dentre 73 
pacientes que nao tinham sido tratados ou que fizeram ciclos incompletos de tratamento antibiotico, 95% tiveram 
PCR positiva. 318 Esse estudo tambem demonstrou variabilidade ampla de sensibilidade da PCR, dependendo do 
conjunto de iniciadores utilizados. 

Os pacientes americanos e europeus com ampla variedade de sintomas neurologicos tiveram seus especimes de 
LCR testados por PCR especifica para B. burgdorferi. 11 9,238,317,318,331 Apesar da demonstragao de que o DNA do 
espiroqueta pode ser encontrado no LCR de alguns pacientes com sintomas neurologicos, 262 a interpretagao de um 
resultado de PCR positiva no LCR pode ser dificil, em razao da falta de uma defmigao padronizada para apoiar o 
diagnostico clinico da neuroborreliose de Lyme. O exame do LCR dos pacientes com EM detectou DNA de 
Borrelia em 8 dos 12 pacientes estudados, dentre os quais quatro nao tinham anormalidades ou sintomas 
neurologicos. A sensibilidade da PCR no LCR dos pacientes com doenga neurologica sintomatica tambem e 
pequena. 238 Em um estudo realizado nos EUA, a sensibilidade da PCR no LCR foi de 38% nos casos de 
neuroborreliose inicial e de 25% nos casos avangados, respectivamente; os resultados da PCR nao foram afetados 
pela administragao pregressa de antibioticos.' 1 Estudos semelhantes realizados na Europa demonstraram que a PCR 
no LCR foi positiva apenas nos pacientes com BL e pleocitose liquorica. 3 ' 1 Os resultados da detecgao molecular na 
urina tambem foram desanimadores. 11 Bergmann el al. elaboraram recomendagoes para aumentar a positividade 
dos testes de PCR na urina. 34 

Os ensaios de PCR em tempo real foram validados com varios especimes clinicos. 17,259,398 A vantagem principal 
dos ensaios de PCR em tempo real e sua capacidade de quantificar o numero de espiroquetas nas amostras clinicas. 
Um ensaio de PCR em tempo real foi usado para detectar DNA do gene rec A em 80% dos 50 pacientes americanos 
com EM e a quantidade de espiroquetas variou de 10 a 11.000 (media = 2.462) em uma amostra de biopsia de pele 
de 2 mm. 259 A PCR em tempo real tambem foi usada para quantificar os espiroquetas presentes no liquido sinovial e 
nas biopsias de membrana sinovial dos pacientes com artropatia de Lyme. 398 

Embora a PCR seja altamente sensivel para detectar DNA de B. burgdorferi nas biopsias de pele dos pacientes 
com EM, os ensaios de amplificagao nao agregam valor significativo ao diagnostico precoce da doenga de Lyme, 
porque estes testes raramente sao necessarios, considerando-se que a lesao cutanea e patognomonica. O diagnostico 
da BL disseminada pode ser facilitado pelo ensaio de PCR no liquido ou tecido sinovial dos pacientes com artrite de 
Lyme e, menos comumente, por meio da PCR no LCR dos pacientes com quadro sugestivo de neuroborreliose. A 
detecgao do DNA de Borrelia no LCR, apesar de sua sensibilidade baixa, pode ser util em razao da dificuldade de 
interpretar os anticorpos presentes no sistema nervoso central. Entretanto, a especificidade de um teste molecular 
pode ser aumentada por uma avaliagao inicial do paciente quanto a existencia de anticorpos especificos para 



Borrelia, que sempre devem estar presentes no soro dos pacientes com doenga nos estagios mais avangados; este 
tipo de triagem poderia aumentar a probabilidade pre-teste das amostras testadas e melborar o desempenho do 
ensaio. 

Sorologia. Como os metodos para a detecgao direta de B. burgdorferi sensu lato nos especimes clmicos tern 
sensibilidade baixa e seu uso nao e exequivel nos laboratories clmicos, os metodos de detecgao de anticorpos ainda 
sao a abordagem laboratorial principal usada para confirmar o diagnostico clinico da BL. O desenvolvimento de 
ensaios sorologicos precisos e confiaveis para diagnosticar BL e dificil em razao da quantidade de antigenos 
expressos diferenciadamente nos carrapatos e nos hospedeiros mamiferos (ver resposta humoral, perfd sorologico e 
imunidade). As diferengas antigenicas entre as especies de B. burgdorferi sensu lato tambem significam que os kits 
de teste devam ser modificados, dependendo da regiao geografica na qual a infeegao e adquirida (i. e., EUA ou 
Europa). Por fim, os testes sorologicos foram pouco validados nos pacientes que tiveram seu diagnostico clinico de 
BL confirmado por cultura como metodo de referenda; por esta razao, a sorologia tambem tern diversas limitagoes 
diagnosticas, que estao descritas adiante. 

► Ensaios de anticorpos imunofluorescentes. Os primeiros ensaios sorologicos eram testes de anticorpos 
imunofluorescentes diretos (AID), que usavam espiroquetas cultivados e fixados em laminas de vidro, seguidos de 
diluigao do soro do paciente, absorgao dos anticorpos inespecificos, acrescimo de anticorpos marcados com 
isotiocianato de fluoresceina e, por fim, detecgao da existencia de anticorpos por microscopia de fluorescencia. 272 
Os titulos positivos de 1:256 ou 1:128 para IgG e IgM, respectivamente, sao considerados sugestivos de BL. Em 
razao da subjetividade da interpretagao da microscopia de fluorescencia, esse ensaio foi modificado para usar 
antigenos fixados a uma membrana (FIAX) com grau de fluorescencia detectada por um sistema automatizado. 
Embora os testes de AID, 272 imunoensaio de fluorescencia quantitativa 350 e flnoroimnnoensaio 1 4 tenham sido 
usados, eles foram substituidos pelos IEE em razao de seu desempenho e eficiencia mais satisfatorios atribuidos a 
sua automagao. 

► Imunoensaios enzimaticos. Os testes sorologicos com sangue periferico devem ser realizados em todos os 
pacientes que preenchem os criterios de um caso suspeito de BL. Como se pode observar na Figura 20.17, os CDC 
recomendam a abordagem de testes pareados para diagnosticar doenga em atividade e infeegoes pregressas. 78 Um 
IEE altamente sensivel ou, menos comumente, um teste de AID, deve ser usado como teste inicial seguido de um 
immunoblot (Western blot). Os soros negativos nao precisam ser testados outra vez, mas os soros de convalescenga 
(colhidos 4 semanas depois do primeiro) devem ser obtidos quando ha indicagao clinica. Quando um paciente com 
quadro suspeito de BL em estagio inicial tern sorologia negativa, a sorologia deve ser repetida pelo teste de amostras 
pareadas de soro das fases aguda e de convalescenga. Todos os especimes positivos ou inconclusivos de acordo com 
o teste de IEE ou AID inicial devem ser confirmados por um immunoblot (Western blot) padronizado. Para os 
pacientes que se apresentam na fase inicial da doenga (z. e., nas primeiras 4 semanas depois do inicio da doenga), 
devem ser realizados Western immunoblots para IgM e IgG. Um teste positivo para IgM nao deve ser usado 
isoladamente para diagnosticar doenga em atividade nos pacientes com sintomas de duragao mais longa, em razao 
da probabilidade alta de um resultado falso-positivo nestes casos. 78 Uma reagao forte pelo Western immunoblot para 
IgG especifica contra antigenos de B. burgdorferi deve ser detectada nas amostras de soro dos pacientes com doenga 
de Lyme disseminada ou em estagio avangado (ver Immunoblots). 78 O exame do LCR para detectar a produgao 
intratecal de anticorpos tambem deve ser realizado para diagnosticar neuroborreliose de Lyme, embora os pacientes 
europeus tenham indices de positividade mais altos que os americanos. Essa discrepancia pode ser explicada pelas 
diferengas entre as especies de B. burgdorferi sensu lato que causam BL nesses continentes. A positividade da 
produgao intratecal de anticorpos detectados no LCR e medida pelo indice liquorico/serico de anticorpos contra B. 
burgdorferi sensu lato e a existencia de titulos mais altos de anticorpos no LCR em comparagao com o sangue 
periferico (z. e. , indice de anticorpos = razao de densidades opticas do LCR/soro > 1,3), alem de pleocitose no LCR, 
comprova infeegao do sistema nervoso . 440 ’ 496,501 ’ 512 Contudo, em vista de algumas dificuldades encontradas na 
analise sorologica do sangue periferico, essas abordagens devem ser reservadas aos laboratories de referenda 
experientes, que tenham documentado a precisao dos seus testes. 73 
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■ FIGURA 20.17 Algoritmo com os testes diagnostics para doenga de Lyme. 

Nos EUA, existem mais de 70 ensaios sorologicos aprovados pela FDA para diagnosticar doenga de Lyme, mas 
poucos ou nenhum destes testes foi padronizado por um painel de soros bem caracterizados. A situagao e 
semelbante na Europa, onde os imunoensaios foram modificados para aumentar a detecgao de B. burgdorferi sensu 
stricto, B. afzelii e B. garinii. Com o uso desses ensaios, os indices de detecgao global dos anticorpos sericos nao 
sao ideais para a doenga em estagio inicial (i. e., 20 a 50% dos casos detectados) e nos estagios de disseminagao 
inicial da doenga (/. e., 70 a 90% dos casos diagnosticados). Contudo, no estagio tardio da doenga, quase todos os 
pacientes com doenga de Lyme tern testes positivos. 7,494 Pesquisadores demonstraram variabilidade consideravel 
entre os ensaios em razao da composigao antigenica diferente e principalmente no que se refere a detecgao conflavel 
de anticorpos da classe IgM. 5 A maioria dos primeiros testes de IEE langados no mercado para diagnosticar BL usa 
combinagoes de antigenos de celulas sonicadas de B. burgdorferi sensu lato, de forma a detectar os anticorpos mais 
frequentes das classes IgG e IgM. Em razao da falta de padronizagao dos antigenos, ha problemas graves de 
reprodutibilidade e precisao desses testes de IEE, acentuando as dificuldades do diagnostico clinico. Em um 
programa de avaliagao de competencia, cerca de 21% dos participantes nao conseguiram reconhecer a presenga do 
anticorpo em titulos de 1:512 ou mais. 24 Com as concentragoes de anticorpos mais baixas, cerca de 55% dos 
participantes nao conseguiram definir as amostras de soro como positivas. Por outro lado, o indice de resultados 
falso-positivos chegou a 7% com um conjugado polivalente e ate 27% com um conjugado de IgG. A 
reprodutibilidade dos resultados obtidos quando o mesmo soro foi examinado como um teste em diferentes ocasioes 
tambem ficou aquem do ideal. Esses problemas encontrados nos testes de competencia tambem foram realgados por 
um estudo realizado em um centra de referenda para doenga de Lyme, no qual 45% dos pacientes referenciados 
com diagnostico erroneo de doenga de Lyme tinham testes sorologicos positivos para B. burgdorferi, que nao pode 
ser confirmado no laboratorio de referenda. 4 '' Alem disso, em um unico laboratorio, apenas 16,3% dos resultados 
positivos do IEE puderam ser confirmados por um ensaio de immunoblot. m 

A especificidade dos testes de IEE para B. burgdorferi tambem nao e satisfatoria, principalmente nos pacientes 
com outras infecgoes, exposigoes a outros patogenos que causam doengas infecciosas, ou disturbios imunologicos. 
Reagoes cruzadas com varios patogenos infecciosos foram detectadas nos soros dos pacientes suspeitos de ter 
doenga de Lyme. Os soros dos pacientes com outras borrelioses, infecgoes treponemicas, infecgao pelo HIV ou virus 
Epstein-Barr e riquetsioses podem reagir nos ensaios para B. burgdorferi . 268 > 308 466 q s re i atos (j e reagoes cruzadas 

















com antissoros para Leptospira sao controversos. Embora ocorram reagoes cruzadas com antigenos treponemicos 
especificos, o teste de VDRL nao e positivo nos pacientes com doenga de Lyme. De acordo com um estudo, as 
reagoes inespecificas concentravam-se na classe de anticorpos IgG2 em muitos casos. 414 Kaell el al. 212 tambem 
demonstraram niveis mais altos de anticorpos contra B. burgdorferi em 13 dos 30 pacientes (43%) com endocardite 
nao causada por espiroquetas, quase certamente atribuidos a reatividade cruzada. Nesse grupo, a especificidade da 
sorologia para doenga de Lyme foi de apenas 60%. Quando foram realizados ensaios de immunoblot, apenas um 
paciente apresentou um padrao de reatividade sugestiva de exposigao pregressa aos espiroquetas. A sorologia para 
doenga de Lyme tambem pode ser falso-positiva nos pacientes com outras doengas imunes multissistemicas, 
inclusive lupus eritematoso sistemico. 491 

Por essas razoes, os resultados da sorologia para doenga de Lyme devem ser interpretados no contexto da 
historia de risco de exposigao a carrapatos e do conjunto de sintomas e manifestagoes clinicas iniciais e 
subsequentes. Os resultados positivos da sorologia com testes de IEE quase sempre sao faceis de interpretar quando 
o paciente tern lesoes cutaneas patognomonicas, mas sua interpretagao pode ser dificil quando o quadro clinico e 
atipico ou os sintomas referidos sao vagos. Steere 445 descreveu casos nos quais havia evidencia sorologica de 
exposigao a B. burgdorferi, mas a BL nao estava mais ativa e os sintomas do paciente tinham outras causas. A 
historia de imunizagao com a vacina de proteina de superficie externa OspA para doenga de Lyme tambem pode 
produzir resultados positivos no teste de IEE dirigido a este antigeno, mas o Western blot nao apresenta um numero 
suficiente de bandas para confirmar infecgao aguda (ver Immunoblots). 6 

Com a fmalidade de aumentar a sensibilidade da detecgao da doenga em fase inicial (estagios I e II) e a 
especificidade geral dos testes sorologicos, os ensaios sorologicos desenvolvidos mais recentemente para 
diagnosticar doenga de Lyme utilizam um antigeno peptidico purificado, recombinante ou sintetico para detectar 
IgM, IgG ou anticorpos polivalentes para B. burgdorferi. Entretanto, de acordo com uma revisao detalhada realizada 
por Aguero-Rosenfeld, 1,7 um unico antigeno nao teve desempenho suficiente para permitir a substituigao do 
algoritmo de testes em dois niveis. Varios imunoensaios que utilizam antigenos peptidicos recombinantes foram 
avaliados, mas ate hoje poucos estudos compararam esses testes de IEE mais novos com o algoritmo de testes em 
dois niveis. 4 ' 1,4 A Tabela 20.12 apresenta um resumo do desempenho de alguns antigenos peptidicos recombinantes 
avaliados para detectar uma reagao sorologica contra B. burgdorferi durante os diversos estagios da BL nos EUA e 
na Europa. Os antigenos recombinantes usados ate hoje sao proteinas da superficie externa - principalmente 
OspC 270,282,336,142 a parte interna da flagelina (P41) e tambem a FlaA, 213,270,343 a BBK32, 186 a DbpA 187 e a 
VlsE. 18,271,360 Nos EUA, os ensaios de OspC recombinante tern melhor desempenho no diagnostico dos pacientes 
com BL em estagio inicial quando os testes sao realizados para detectar anticorpos da classe IgM, 336 mas o mesmo 
nao ocorre com os pacientes europcus. Os ensaios de VlsE recombinantes tambem tern sensibilidade comparavel 
a dos ensaios de OspC recombinante durante o estagio inicial da doenga, mas sao mais sensiveis para diagnosticar 
neuroborreliose ou doenga no estagio avangado. 1 ' " 1 A avaliagao dos antigenos recombinantes DbpA e BBK32 na 
Europa demonstrou sensibilidade alta para detectar anticorpos da classe IgG em pacientes com neuroborreliose ou 
doenga nos estagios avangados e, embora o antigeno BBK32 tambem tivesse sensibilidade alta (74 a 100%) na 
detecgao de anticorpos em qualquer estagio da doenga, inclusive EM, este epitopo detecta anticorpos da classe 
IgM. 186,187 

Os imunoensaios baseados em peptidios incluem dois peptidios - pepCIO (regiao da OspC) e C6 (regiao 
variavel da VlsE ou IR6) - altamente conservados pelas diferentes especies de B. burgdorferi sensu lato que, 
segundo alguns estudos, sao antigenos proteicos imunodominantes. 18,47,360,452 Uma vantagem importante do uso 
desses peptidios bem-estudados e que eles tern menos reatividade cruzada que os antigenos inteiros. O peptidio 
pepC 10 liga-se preferencialmente aos anticorpos da classe IgM e, embora a sensibilidade deste teste nos pacientes 
com EM ou neuroborreliose em estagio inicial seja semelhante a do seu antigeno OspC original, as especificidades 
relatadas sao muito mais altas com o ensaio peptidico. 18 Uma limitagao importante do peptidio peplO e que ele nao 
detecta anticorpos nos pacientes com BL avangada. 282 Os ensaios de peptidio C6 tern sensibilidade alta em todos os 
estagios da BL e, nos pacientes com EM, sua sensibilidade foi muito maior que a dos ensaios de VlsE 
recombinante. 271 Contudo, Bacon el a/. 18 demonstraram que o ensaio de VlsE recombinante era melhor que um 
ensaio de peptidio C6 ou uma abordagem de testes em dois niveis para detectar anticorpos da classe IgG em 
pacientes com neuroborreliose aguda. Todos os pacientes foram diagnosticados pelo ensaio de VlsE, em 
comparagao com apenas 9/15 (69%) com o ensaio de C6 para anticorpos da classe IgG e 13/15 (87%) com a 
abordagem em dois niveis. Recentemente, Burbelo et al. tambem compararam o desempenho de um imunoensaio de 



peptidio C6 com o uso de uma protein a sintetica - designada VOVO que consistia em uma sequencia de peptidios 
antigenicos repetidos (VlsE-OspC-VlsE-OspC) para diagnosticar doenga de Lyme. A analise de um grupo 
independente de amostras de soro (n = 139) demonstrou que o teste em sistema de imunoprecipitagao com luciferase 
e VOVO alcangou desempenho semelhante ao do ensaio de peptidio C6. 59 Recentemente, pesquisadores 
desenvolveram e utilizaram outra protelna de superflcie (BBK07) para avaliar a reatividade dos soros de seres 
humanos e caes com doenga de Lyme. 4 Embora os testes de IEE com peptidios de superflcie BBK07 tenham 
sensibilidade global menor que os ensaios de pepCIO ou peptidio C6 para detectar doenga de Lyme humana em 
estagio inicial, um subgrupo de amostras de soro era reativo aos peptidios BBK07, ainda que nao conseguissem 
reagir aos peptidios VlsE ou OspC. O peptidio BBK07 pode ser outro marcador sorodiagnostico potencialmente util 
como teste complementar para doenga de Lyme. 

Tabela 20.12 Alguns antigenos peptidicos e recombinantes usados para detectar IgM, IgG ou anticorpos 
polivalentes contra B. burgdorferi. 
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BBK32 
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P66 

EUA 

80 

24 


50 

57 

35-63 

75-100 


228 


Poliv. = imunoensaio enzimatico polivalente. 
Adaptada da referenda 7. 


Progressivamente, o uso de uma combinagao de antigenos peptidicos ou recombinantes nos imunoensaios 
sorologicos tern sido avaliada na esperanga de aumentar o indice de detecgao da doenga de Lyme nos estagios mais 
precoces. Bacon et al. compararam o uso do VlsE recombinante para detectar anticorpos das classes IgG e IgM, do 
peptidio pepCIO para detectar anticorpos da classe IgM e do peptidio C6 para detectar anticorpos da classe IgG, em 
comparagao com a abordagem em duas etapas. O melbor desempenho foi associado ao uso dos ensaios de C6 (IgG) 
e pepCIO (IgM) para testar 280 soros de pacientes com BL (78% foram detectados versus 68% quando se utilizou 
uma abordagem em duas etapas), principalmente nos pacientes com EM (63% foram detectados, em comparagao 
como apenas 38% quando se utilizou uma abordagem em duas etapas). Recentemente, Porwancher et al, 360 
estudaram o uso de um imunoensaio multiplex em microesferas para dosar simultaneamente os anticorpos para VslE 
(IgG) e pepCIO (IgM) recombinantes e compararam seu desempenho com um immunoblot (Western blot) realizado 
com as mesmas amostras de 82 pacientes com doenga em estagio inicial (47 no estagio I ou II da doenga), 34 
pacientes depois de usar antibiotico e um grande numero de controles negativos. Em comparagao com o Western 
blotting, o ensaio multiplex foi igualmente especifico, mas muito mais sensivel como teste para diagnosticar doenga 







de Lyme. 360 De forma, para determinar a abordagem sorologica ideal para diagnosticar essa doenga, e necessario 
realizar mais estudos combinados utilizando paineis sorologicos padronizados e quantidades maiores de pacientes. 

► Immunoblots. Com a fmalidade de aumentar a especificidade da sorologia para BL, da mesma forma que a 
abordagem usada no diagnostico sorologico da infecgao pelo HIV, recomenda-se que todos os ensaios de ELISA 
positivos sejam confirmados por um Western immunoblot (Figura 20.18). Em um estudo retrospectivo, Dressier et 
al. 11 N desenvolveram criterios para os immunoblots positivos. O indice de discriminagao mais alto foi conseguido 
quando a detecgao de duas das oito bandas de IgM mais comuns (18, 21, 28, 37, 41, 45, 58 e 93 kDa) era exigida 
como criterio de positividade para doenga em estagio inicial e a detecgao de cinco das 10 bandas mais comuns de 
IgG (18, 21, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 e 93 kDa) era necessaria para diagnosticar a doenga com algumas semanas de 
evolugao. A aplicagao desses criterios a mais de 300 pacientes no estudo prospective resultou em sensibilidade de 
32% e especificidade de 100% para o teste de IgM. A sensibilidade e a especificidade do teste de IgG foram de 83% 
e 95%, respectivamente. Engstrom et al. sugeriram criterios ligeiramente diferentes. 135 Seus criterios de positividade 
dos immunoblots para IgM incluiam a detecgao de no minimo duas das seguintes proteinas: 24 (OspC), 39 e 41 
(flagelina) kDa. As sensibilidades dos immunoblots para IgG e IgM em 55 pacientes com EM comprovado foram de 
58,5% e 54,6%, respectivamente, por ocasiao do diagnostico e de 100% depois de mais 8 a 12 dias. Ma et al. 265 
enfatizaram a importancia de um anticorpo contra o antigeno de 39 kDa para estabelecer o diagnostico especifico. 
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■ FIGURA 20.18 Immunoblot confirmatorio para doenga de Lyme. Western blot positivo. A tira (1) demonstra antigenos das 
borrelias, contra os quais os pacientes com doenga de Lyme desenvolveram anticorpos. A tira (2) realga os antigenos das 
borrelias aos quais um paciente com doenga de Lyme reagia, confirmando este diagnostico de acordo com os criterios de 
interpretagao dos immunoblots sugeridos pelos CDC. (Cortesia do Centers for Disease Control and Prevention, EUA.) 

Atualmente, os CDC e a Association of State and Territorial Public Health Laboratory Directors recomendam os 
criterios de IgM de Engstrom e os criterios de IgG de Dressier. Com a utilizagao desses criterios, Aguero-Rosenfeld 
e coaboradores 6 detectaram immunoblots positivos para IgM por ocasiao do primeiro exame em 43% de um grupo 
de 46 pacientes com EM e cultura positiva e em 84% destes pacientes depois de 8 a 14 dias. Embora 89% dos 
pacientes tenham desenvolvido anticorpos para B. burgdorferi, os immunoblots para IgG foram positivos com base 
nos criterios recomendados em apenas 22% dos soros da fase de convalescenga. Depois de 1 ano, 38% dos 
immunoblots para IgM ainda eram positivos. Os anticorpos IgM reativos aos antigenos de 39, 58, 60, 66 e 93 kDa 


foram detectados mais comumente no primeiro mes depois do diagnostics e estes pesquisadores sugeriram que a 
presenga destas bandas possa ajudar a sugerir infecgao recente dos pacientes de areas endemicas. 

Hilton et al. m sugeriram o acrescimo de outros dois antigenos aos criterios de positividade para IgG: antigenos 
de 31 kDa (OspA) e 34 kDa (OspB). Dentre 136 pacientes avaliados para doenga de Lyme, 4 (8%) teriam sido 
considerados positivos se fosse incluidos apenas dois antigenos nos criterios. Esses quatro pacientes tinham EM ou 
artrite e viviam em zonas endemicas. E evidente que os criterios para a interpretagao dos immunoblots ainda estao 
em fase de defmigao. 

Os ajustes finos dos criterios de positividade dos testes sorologicos certamente continuarao, mas a confirm agao 
de um resultado questionavel ou indeterminado em um imunoensaio enzimatico deve ser buscada realizando-se um 
immunoblot em um laboratorio experiente. Contudo, Wormser et a/. 500 observaram que os aspectos confirmatorios 
dos immunoblots sao reduzidos porque estes dois ensaios nao sao completamente independentes. 

Febre recorrente 

Febre recorrente e uma doenga clinica bem defmida, que provavelmente foi reconhecida por Herodoto na Grecia 
antiga. Existem duas formas dessa doenga: (1) FRTP epidemica e (2) FRTC endemica. As borrelias que causam 
febre recorrente variam quanto aos seus antigenos da superficie externa, resultando na exposigao repetida do sistema 
imune do hospedeiro a um novo episodio de espiroquetemia, que provoca febre. 436 A Tabela 20.13 compara e 
contrasta as caracteristicas epidemiologicas, ecologicas e clinicas. Existem varias revisoes relativas ao 
terna 125,54,145,168 e, em diversas regioes do mundo, a FRTC tern surgido como uma doenga importante transmitida por 
vetores. 374,400,401 

Epidemiologia 

O agente etiologico da FRTP e Borrelia recurrentis. Os espiroquetas sao transmitidos aos seres humanos pelo 
contato com a hemolinfa de um piolho-humano ( Pediculus humanus) infectado/ 4 O piolho e esmagado quando o 
individuo coga o corpo e isto libera a hemolinfa do inseto, que entao e inoculada na pele ou nas mucosas do 
hospedeiro. O piolho-do-corpo humano parasita apenas seres humanos e B. recurrentis nao e transmitida 
verticalmente as geragoes subsequentes de piolhos. O espiroqueta pode ser mantido pela transmissao do piolho ao 
ser humano e deste de volta a outro inseto do mesmo tipo. O piolho mantem-se infectado por todo o seu ciclo de 
vida. A FRTP epidemica ocorre somente sob condigoes de privagao extrema, em que ha aglomeragoes e condigoes 
sanitarias precarias, assim como tambem ocorre com o tifo transmitido por piolhos. Existem relatos de surtos na 
Africa, no Oriente Medio e na Asia, mas recentemente nao ha ocorrencias de surtos no Novo Mundo. Durante a 
primeira metade do ultimo seculo, as epidemias ocorriam praticamente a cada 20 anos. Nos ultimos anos, a Etiopia e 
o foco geografico principal da doenga. 464 Os viajantes que retomam aos paises desenvolvidos ocasionalmente 
importam a FRTP para os EUA. 

FRTC tern distribuigao mundial. Nos EUA, a doenga e endemica nos estados do oeste, no sul de British 
Columbia e nas regioes planas do Mexico. 124,125,126 Alguns carrapatos de corpo macio da familia Argasidae (especies 
de Ornithodoros) sao portadores de borrelias bem-conhecidas. Embora a maioria dos casos de FRTC ocorra depois 
de picadas de carrapato, as borrelias tambem sao transmitidas pelo uso de drogas injetaveis, transfusao de sangue e 
acidentes com funcionarios de laboratories, inclusive mordida de um macaco infectado. 12 ^ Nos EUA, os 
taxonomistas tentam usar o mesmo nome para um carrapato e seu espiroqueta associado. Desse modo, O. hermsii e 
o vetor de B. hermsii, O. turicata e o vetor de B. turicatae e O. parkeri e o vetor de B. parkeri, 145 O. turicata e muito 
maior que O. hermsii e tern mamilos conicos bem-defmidos e projegoes dorsais no segmento distal das patas 
dianteiras. Os carrapatos Ornithodoros tem um ciclo de vida semelhante, mas vivem em nichos ecologicos e 
hospedeiros diferentes. Seu ciclo de vida inclui ovos, larvas simples e varias ninfas sucessivas ate se transformarem 
em insetos adultos. Todos os estagios nos quais o inseto e obrigado a alimentar-se podem transmitir espiroquetas 
quando obtem rapidamente uma refeigao de sangue, enquanto permanecem fixados por 15 a 90 minutos. Os 
carrapatos alimentam-se a noite quando seus hospedeiros naturais ou acidentais estao dormindo. As femeas dos 
carrapatos de corpo mole depositam ninhadas de ovos depois de cada refeigao de sangue e isto prolonga 
drasticamente sua longevidade, em comparagao com os carrapatos de corpo rigido. 

As caracteristicas epidemiologicas da FRTC dependem dos habitats do vetor local. O. hermsii e o vetor mais 
comum e B. hermsii e a borrelia mais comum na California, no noroeste do Pacifico e no Canada. 125,126 O hermsii 


vive nos restos de arvores mortas e parasita esquilos terrestres, esquilos das arvores e esquilos norte-americanos 
0 chipmunks ) que vivem nas proximidades dos lagos de agua doce, que comumente tem banheiros rusticos para 
turistas. O. parkeri vive em cavemas e covas dos esquilos terrestres e caes-de-pradarias nos estados do oeste 
americano. B. parkeri e um patogeno relativamente incomum dos seres humanos, em vista da inacessibilidade de 
seu vetor. O. turicata vive em cavernas e covas de animais dos estados do oeste dos EUA, Mexico e America do 
Sul, mas tambem e encontrado em contato mais proximo com os seres humanos quando vivem sob as fundagoes das 
casas do Texas. O. parkeri e encontrado em covas, ninhos de roedores e cavemas das regioes aridas e campinas 
existentes em grande parte do oeste americano. Ate hoje, a transmissao da febre recorrente depois da picada de O. 
parkeri e rara. 12 As borrelias transmitidas por carrapatos tem um nicho ecologico bem estabelecido e sua 
erradicagao e praticamente impossivel. O espiroqueta pode ser transmitido de uma geragao a outra de carrapatos, 
sem intervengao de um hospedeiro vertebrado. Estudos demonstraram que O. turicata sobrevive em estado de 
inanigao por ate 5 anos e a sobrevivencia das borrelias (sem perda de infecciosidade) nos carrapatos foi relatada por 
ate 12 anos. 126 


Tabela 20.13 Caracteristicas da febre recorrente. 


Caracteristica 

Transmitida por piolhos 

Transmitida por carrapatos 

Epidemiologia 

Epidemica 

Geralmente endemica 

Agente etiologico 

B. recurrentis 

Varios; nos EUA, B. hermsii, B. turicatae e B. parkeri 

Vetor 

Pediculus humanus subesp. humanus 

Varios; nos EUA, Omithodoros hermsii, 0. turicatae e 0. 

parkeri 

Duragao media do primeiro episodio 

5,5 dias 

3,1 dias 

Duragao media (variagao) do intervalo 

assintomatico 

9,25 dias (3 a 27) 

6,8 dias (1 a 63) 

Numero medio (variagao) de recidivas 

3(0 a 13) 

1 (0 a 3 ou mais) 

Duragao media da recidiva 

1,9 dia 

2,5 dias 


Adaptada das referencias 54, 125, 145, 168. 


A maior parte dos casos de FRTC e endemica e acomete pessoas desafortunadas que vivem ou visitam uma area 
endemica na qual vivem os carrapatos Omithodoros e tornam-se hospedeiros acidentais. Entretanto, nas condigoes 
propicias, tambem pode ocorrer doenga epidemica. Em 1968, houve um surto de FRTC entre 42 meninas e meninos 
escoteiros acampados perto de Spokane, Washington. 460 Um dos 42 escoteiros expostos desenvolveu doenga clinica. 
Em 9 pacientes, foi possivel calcular o periodo de incubagao exato porque eles ficaram expostos por apenas uma 
noite (media de 6,9 dias; variagao de 3 a 9 dias). O indice de infecgao foi mais alto entre os que dormiram em 
abrigos abandonados que entre os que dormiram em barracas; esta tendencia tambem foi observada por Horton e 
Blaser no Colorado. " Os autores ressaltaram a “justiga poetica” em razao da concentragao da doenga entre os 
escoteiros-mestres e os escoteiros mais idosos, que se apropriaram dos abrigos e deixaram os “piores lugares” para 
os escoteiros mais jovens. 

Nas regioes em que nao ha espiroquetas autoctones que causam febre recorrente, a importagao da doenga das 
areas endemicas impoe um desafio diagnostico. 0 ' A infecgao transmitida por carrapatos e mais provavel que a 
infecgao transmitida por piolhos entre os turistas que visitam a Africa. Os parasitologistas devem ter em mente esse 
possivel diagnostico quando examinarem material coletado para a detecgao de parasitas da malaria. 

Doenga clinica 

O quadro clinico dos dois tipos de febre recorrente e semelhante. O periodo de incubagao medio da FRTC e de 7 
dias (variagao: 4 a 18 dias ou mais). 12 " A Tabela 20.13 ressalta as diferengas entre a frequencia e a duragao das 
recidivas. Os carrapatos Omithodoros alimentam-se de seres humanos muito raramente e por periodos curtos. Por 



essa razao, a maioria dos pacientes nao se recorda de ter sido picada por um carrapato. As manifestagoes clinicas da 
FRTC foram descritas por Dworkin et a/. 124 em um numero relativamente grande de casos adquiridos no noroeste 
dos EUA e no sudoeste do Canada. Nos casos tfpicos, a doenga comega repentinamente com febre alta (em geral, 
em torno de 40°C), calafrios intensos, delirium, dores musculares intensas e dores osteoarticulares. Os pacientes 
podem ter hepatosplenomegalia, hipersensibilidade local e icterlcia. As complicagoes neurologicas, inclusive 
meningite linfocitica e paralisia facial, sao semelhantes as que sao causadas pela infecgao por B. burgdorferi. 65 As 
apresentagoes incomuns dessa infecgao sao irite, uveite, iridociclite, paralisia dos nervos cranianos e outros deficits 
neurologicos focais, ruptura do bago, miocardite e sindrome de angustia respiratoria aguda (SARA). 124,12 '' 
Entretanto, essa ultima complicagao foi descrita mais comumente nos casos de FRTC relatados mais recentemente. 72 
O primeiro episodio de FRTC dura 3 dias (variagao: 12 horas a 17 dias) e, nos casos tipicos, termina 
repentinamente. 1 ' 1 ' Em geral, a FRTP persiste por mais tempo (5,5 dias; variagao: 4 a 10 dias). Os casos fatais da 
FRTC sao rarissimos, mas a FRTP nao tratada tem mortalidade mais alta (5%). I6N Um surto de FRTP entre os 
militares da Etiopia depois do termino da guerra civil ofereceu uma oportunidade de revisar suas manifestagoes 
clinicas. 41 A taxa de mortalidade foi de 3,6% e 1,8% dos pacientes desenvolveram doenga recrudescente. O 
intervalo medio entre o primeiro episodio e a primeira recidiva e de 7 dias para FRTC e 9 dias para FRTP. Quando 
ocorrem recidivas, cada ciclo tende a ser menos grave que o anterior, mas o paciente geralmente tem indisposigao e 
mal-estar, embora nao tenha febre entre os episodios. Alguns podem desenvolver erupgao cutanea durante o 
primeiro episodio, mas isto nao ocorre nas recidivas. Embora a penicilina seja eficaz para tratar borrelias, 
tetraciclina ou eritromicina e mais eficaz para eliminar os espiroquetas. Reagoes de Jarisch-Herxheimer (JH) podem 
ocorrer durante o tratamento; em uma epidemia de FRTP na Etiopia, 43% dos pacientes tiveram esta complicagao. 
O tratamento com penicilina em doses baixas causa recidivas mais frequentes, mas menos reagoes de JH que o 
tratamento com tetraciclina ou penicilina em doses mais altas. 405 A administragao de paracetamol e hidrocortisona 
modificou as alteragoes dos sinais vitais durante a reagao de JH, mas nao suprimiu os tremores violentos que 
ocorrem. 62 Os aumentos transitorios dos niveis do fator de necrose tumoral e das interleucinas 6 e 8 correlacionam- 
se temporalmente com a reagao, 314 embora nem todos os pesquisadores tenham conseguido detectar elevagoes 
destas citocinas. O controle dos vetores tambem e essencial a erradicagao da infecgao epidemica transmitida por 
piolhos. 464 

Diagnostico laboratorial 

Detecqao e isolamento. A confirmagao laboratorial da febre recorrente baseia-se na detecgao ou no isolamento 
dos espiroquetas do sangue de pacientes durante a doenga febril (Prancha 20.1 C). Em muitos casos, o diagnostico e 
firmado no laboratorio de hematologia, porque o quadro clinico pode ser enigmatico para os medicos que nao estao 
acostumados com a doenga. Horton e Blaser IW relataram um caso no qual os espiroquetas passaram despercebidos 
ao scanner diferencial automatizado, mas foram detectados por um tecnologo sagaz que fez a revisao da lamina. Ao 
contrario dos outros espiroquetas, as borrelias que causam febre recorrente sao bem-coradas pelos corantes acidos 
de anilina, inclusive os corantes de Wright e Giemsa. Os espiroquetas sao microrganismos finos, ondulantes ou 
nitidamente retorcidos, que se mostram mais visiveis quando estao localizados entre as hemacias (Prancha 20.1 
C). 40 Felsenfeld 145 recomenda que a coloragao com corante de Wright seja seguida da aplicagao de uma solugao de 
violeta cristal a 1% por 10 a 30 segundos. 

A sensibilidade da detecgao das borrelias pela coloragao dos esfregagos de sangue periferico durante um 
episodio febril foi estimada em 70%. Entretanto, nao e provavel que os espiroquetas sejam detectados quando o 
paciente esta em remissao durante os intervalos sem febre entre as crises, embora as borrelias ainda estejam 
presentes no corpo. Assim como para a malaria, devem ser preparados esfregagos finos e grossos porque, em alguns 
casos, os espiroquetas sao detectados apenas por meio do exame de um esfregago espesso. 40 Existe um anticorpo 
monoclonal para identificar 

B. hermsii nos esfregagos de sangue periferico, mas ele nao e amplamente utilizado.' ’ 

Outra opgao que pode ser utilizada e a analise quantitativa do sobrenadante leucoplaquetario, que e muito mais 
sensivel (100 x) que o exame de um esfregago espesso. Goldschmid e Mahomed 165 usaram uma tecnica de micro- 
hematocrito por centrifugagao para concentrar as borrelias dentro e acima do sobrenadante leucoplaquetario. 
Embora a tecnica de analise do sobrenadante nao seja amplamente utilizada, sua utilidade foi confirmada por um 
estudo realizado na Africa ocidental, que incluiu o isolamento de B. corcidurae. m Sciotto et a/. 403 usaram a tecnica 


de coloragao com laranja acridina fluorescente para demonstrar borrelias nos esfregagos de sangue periferico 
(Prancha 20.1 D). A tecnica de fluorescencia aumenta expressivamente a visibilidade dos espiroquetas. 

As borrelias que causam febre recorrente tambem podem ser cultivadas a partir do sangue de um paciente com 
utilizagao de uma modificaqao 26 do meio de Kelly para borrelias, 219 mas o isolamento nao e um teste diagnostico 
exequivel na maioria dos laboratories clfnicos, porque as culturas precisam ser examinadas ao microscopio de 
campo escuro dentro de 2 a 6 semanas depois da inoculagao. 

Sorologia. A confirmagao da FRTC por meio da sorologia e conseguida quando ha elevagao de quatro vezes nos 
titulos de anticorpos entre as amostras das fases aguda e de convalescenga, ou quando uma unica amostra de soro da 
fase de convalescenga e reativa. Entretanto, apenas alguns laboratories de referenda fazem sorologia para 
diagnosticar febre recorrente, porque as borrelias precisam ser cultivadas para que possam ser usadas com um AFID 
e para produzir grandes quantidades de lisados de celulas inteiras para uso nos ensaios de ELISA. Um titulo de AID 
entre 1:128 e 1:256 ou mais e considerado positivo. Os resultados dos testes de ELISA sao relatados frequentemente 
como um valor de absorvencia (/. e., 0,85) depois do teste com uma diluigao. As amostras positivas a triagem por 
meio dos testes de AID ou ELISA devem ser confirmadas por immunoblot para determinar o padrao de reatividade 
aos outros antigenos especificos das borrelias que causam febre recidivante. Em razao da reatividade cruzada com a 
proteina flagelina, os pacientes podem ter resultados falso-positivos na sorologia para febre recorrente quando 
tambem tem testes reativos para outras especies de espiroquetas. Cerca de 5% dos pacientes tem reagao positiva no 
teste VDRL. Os pacientes com febre recorrente tambem podem ter sorologia positiva para doenga de Lyme. 1:4 

Com a fmalidade de aumentar a sensibilidade e a especificidade dos testes sorologicos, uma proteina 
imunorreativa - fosfodiesterase do glicerolfosforildiester (GlpQ) - foi identificada nas borrelias que causam febre 
recorrente, mas nao nas que causam doenga de Lyme ou no agente etiologico da slfilis. 359,402 Embora a proteina 
GlpQ recombinante nao esteja amplamente disponivel, ela foi usada recentemente em um immunoblot para 
confirmar FRTC causada por B. hermsii em um paciente exposto nas montanhas proximas do condado de Los 
Angeles, California, EUA. 401 

Metodos moleculares. A analise dos carrapatos e realizada por meio de tecnicas de amplificagao do acido 
nucleico das borrelias e pela analise subsequente das sequencias desses acidos nucleicos para identificar e 
caracterizar as borrelias. Os metodos moleculares foram usados para identificar e caracterizar B. hermsii isolada de 
seis carrapatos do condado de Los Angeles depois da confirmagao da infeegao humana do paciente mencionado 
antes. 401 Metodos ja descritos de PCR e analise da sequencia do DNA foram usados para caracterizar varios genes, 
inclusive os do rRNA 16S, da proteina B flagelar (flaB), da girase B (gvrB), da glpQ e da proteina variavel do 
carrapato (vtp). Entretanto, tecnicas semelhantes nao tem sido amplamente utilizadas para diagnosticar doenga 
humana. 

Leptospiras 

O genero Leptospira, junto com os generos Leptonema e Turneria, faz parte da familia Leptospiraceae. As 
leptospiras sao bacilos helicoidais moveis estritamente aerobios com extremidades tipicas em forma de gancho, que 
medem 0,1 mm de diametro e 6 a 12 mm de comprimento. Esses microrganismos sao gram-negativos e coram 
apenas fracamente com os corantes de anilina. A microscopia em campo escuro deve ser realizada para detectar 
Leptospira em laminas sem coloragao (Figura 20.18). Originalmente, havia apenas duas especies de Leptospira 
reconhecidas, que podiam ser separadas com base nos testes bioquimicos: L. interrogans sensu lato, que inclula 
todas as especies patogenicas para os seres humanos; e L. biflexa sensu lato, que abarcava todas as especies 
saprofiticas ambientais. Em seguida, as leptospiras foram subdivididas em sorovariantes com base na aglutinagao 
depois da absorgao cruzada com antissoros homologos direcionados aos epitopos dos antigenos lipopolissacaridicos 
(LPS) expostos na superficie. 11 ’ L. biflexa sensu lato inclui mais de 60 sorovariantes diferentes, enquanto L. 
interrogans sensu lato contem mais de 260 sorovariantes. Uma unica sorovariante pode ser encontrada em varias 
especies. Com fmalidade de classificagao epidemiologica, as sorovariantes e as especies de Leptospira 
antigenicamente relacionadas tambem sao reunidas em sorogrupos. A cepa patogenica tipica e L. interrogans 
sorovar. Icterohaemorrhagiae 209 e a doenga clinica que ela causa e leptospirose. Varias revisoes, algumas publicadas 
na literatura mais antiga, refletem o estado de conhecimento em algumas regioes. 1,131,143,182,183,225,243,290 

Estudos da homologia do DNA entre as sorovariantes das leptospiras 505 identificaram as genomoespecies, cujo 
numero aumenta mundialmente a medida que sao descobertas outras especies singulares. 1,243,244 A Tabela 20.14 


descreve as genomoespecies reconhecidas hoje em dia e os sorogrupos correspondentes das leptospiras. 
Recentemente, a taxonomia de Leptospira foi modificada quando se decidiu conferir status de especie as 
genomoespecies 1, 3, 4 e 5 descritas anteriormente. Atualmente, existem 13 especies de Leptospira patogenicas 
reconhecidas, que sao as seguintes: L. interrogans, L. alexanderi, L. alstonii (genomoespecie 1), L. borgpetersenii, 
L. inadai, L.fainei, L, kirchneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomoespecie 3), L. weilii e 
L. wolffii - todas contendo mais de 260 sorovariantes. As especies de Leptospira saproflticas sao L. biflexa, L. 
meyeri, L. yanagawae (genomoespecie 5), L. kmetyi, L. vantheilii (genomoespecie 4) e L. wolbachii - todas 
abrangendo mais de 60 sorovariantes. 


Tabela 20.14 Genomoespecies e sorogrupos das leptospiras. 


Genomoespecies 

Sorogrupos 

L. interrogans 

Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis, Pyrogenes, Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, 

Sejroe, Bataviae, Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin 

L. noguchii 

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi, Australis, Shermani, Djasiman, Pomona 

L. santarosai 

Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae, Mini, Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, 

Sarmin, Cynopteri 

L. meyeri 

Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica 

L. wolbachii “ 

Codice 

L. biflexa“ 

Semaranga, Andamana 

L. fainei 

Hurstbridge 

L. borgpetersenii 

Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes, Bataviae, Australis, Autumnalis 

L. kirschneri 

Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis, Pomona, Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, 

Bataviae 

L. weilii 

Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi, Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe 

L. inadia 

Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola, Panama, Javanica 

L. parva a 

Turneria 

L. alexanderi 

Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini 


a Ate hoje, nao existem sorogrupos patogenicos associados a essa especie. 
Adaptada da referencia 113. 


Hoje em dia, existem sequencias genomicas inteiras publicadas de no minimo seis cepas de Leptospira, 
inclusive duas sorovariantes (Lai e Copenhagen) de L. interrogans, duas cepas de L. borgpetersenii sorovar. Hardjo 
e duas cepas de L. biflexa sorovar. Patoc. 57,309,353 ’ 373 Essas analises revelaram alguns aspectos singulares da genetica 
das leptospiras e tern permitido identificar diversos genes de virulencia das cepas patogenicas em comparagao com 
as saproflticas. O genoma e constituido de dois cromossomos circulares e ha certo grau de homologia entre as 
sorovariantes patogenicas, apesar das diferengas de especificidade dos hospcdeiros. " ' As comparagoes de duas 
especies patogenicas e uma saprofitica identificaram 2.052 genes, que constituem o genoma nuclear das leptospiras, 
sugerindo uma origem comum a todas as Leptospira patogenicas e saproflticas. 1 A comparagao dos genomas de L. 
interrogans e L. borgpetersenii tambem demonstrou um grau elevado de plasticidade e recombinagao genomica em 
escala ampla com um numero muito maior de pseudogenes, sequencias de insergao e resquicios geneticos que na 
cepa saprofitica. 5 L. interrogans tambem tem um numero muito maior de genes (cerca de 500), que codificam 
proteinas com fungoes desconhecidas, reforgando a hipotese de que as leptospiras tenham fatores de virulencia 
singulares, que nao foram identificados em outros espiroquetas ou bacterias. As leptospiras tem mais de 70 genes 



com uma suposta fungao regulatoria, um numero muito maior que o encontrado nos outros espiroquetas; alguns 
destes genes permitem que Leptospira sobreviva por periodos longos no hospedeiro e no ambiente externo. Em 
especial, tres sistemas de toxina-antitoxina podem controlar a regulagao dos genes durante os periodos de estresse 
nutritional. 51 " L. borgpetersenii pode ter perdido as fungoes de alguns genes, porque as sorovariantes saprofiticas 
das leptospiras nao sobrevivem no ambiente e tern ciclos mais estritos de transmissao entre hospedeiros diferentes. 57 

A transmissao das leptospiras aos seres humanos ocorre por contato direto ou indireto com a urina de um animal 
infectado, ou com agua ou solo contaminado. Em geral, as leptospiras entram no corpo por meio de pequenos cortes 
ou abrasoes, ou pelo contato com as mucosas (p. ex., conjuntivas) ou a pele umida. Durante a fase bacteriemica 
inicial da doenga, os espiroquetas circulam na corrente sanguinea por ate 7 dias. Quando o hospedeiro produz uma 
reagao humoral, os microrganismos sao eliminados do sangue. Contudo, nos casos graves, as leptospiras podem 
penetrar e disseminar-se rapidamente no corpo, estabelecendo colonizagao persistente dos tubulos renais. Os 
mecanismos patogenicos que causam a leptospirose e os danos aos tecidos do hospedeiro nao foram esclarecidos, 
embora seja provavel que as leptospiras migrem pelas jungoes intercelulares. Toxina(s) de leptospiras ou seus 
componentes celulares toxicos provavelmente estao envolvidos no desenvolvimento dos sintomas. A lesao do 
endotelio dos pequenos vasos sanguineos causa isquemia localizada do orgao, que desencadeia necrose tubular 
renal, lesao pulmonar, destruigao hepatocelular e inflamagao das meninges, miocardio, musculos e 
placenta. 103,104 ’ 169,406,511 

Leptospirose 

Leptospirose e uma doenga sistemica dos seres humanos e dos animais. Embora fosse descrita comumente como 
sindrome de Weil na literatura mais antiga, muitos outros nomes tambem foram aplicados a esta doenga (/. e., febre 
canicula, febre nanukayami, febre dos 7 dias, amarelao dos apanhadores de ratos, febre de Fort Bragg, ictericia 
negra e febre pre-tibial). 243 Adolf Weil foi o primeiro a relatar um caso de “febre ictero-hemorragica” em 1886, 
quando o paciente teve infecgao aguda com esplenomegalia, ictericia e nefrite. 131 Os espiroquetas Leptospira foram 
observados inicialmente em cortes de tecido renal de necropsia, em 1907. Como causa de doenga febril, a 
leptospirose nao e diagnosticada corretamente em todo o mundo, mas recentemente os especialistas mundiais 
demonstraram que esta zoonose e uma doenga negligenciada, que tern impacto significative na saude dos paises 
pobres das regioes tropicais. 

Epidemiologia. A leptospirose e uma zoonose causada por espiroquetas, que tern ressurgido mundialmente em 
razao de epidemias urbanas em comunidades pobres dos paises industrializados e das nagoes economicamente 
limitadas. As leptospiras tern distribuigao mundial e infectam alguns tipos de animais domesticos e silvestres. Os 
seres humanos tomam-se hospedeiros “fmais” incidentais, porque nao ha transmissao dos seres humanos aos 
animais ou para outros pacientes. A maioria dos casos humanos ocorre nos paises tropicais, porque os espiroquetas 
estao mais adaptados para sobreviver em condigoes quentes e umidas. Por essa razao, a leptospirose e uma doenga 
sazonal dos climas temperados e, nestas regioes, ela ocorre no verao ou no outono. 

Ratos domesticos infectados por cepas de leptospiras patogenicas foram associados classicamente a essa doenga, 
mas os animais domesticos (especialmente caes, gado e porcos) podem ser infectados como hospedeiros incidentais, 
assim como os seres humanos. Raposas, guaxinins, cangambas, musaranhos e porcos-espinho estao entre alguns dos 
diversos animais silvestres do mundo, que tambem podem ser portadores de leptospiras. Em geral, os hospedeiros 
animais sao assintomaticos e nao produzem anticorpos, apesar da infecgao avassaladora. Contudo, varias 
sorovariantes diferentes de leptospiras podem ser abrigadas por um unico genero animal e uma unica sorovariante 
pode estar associada a mais de um tipo de animal hospedeiro. O gado leiteiro pode ser infectado pelas sorovariantes 
Pomona e Hardjo, os porcos pela sorovariante Bratislava, Tarassovi ou Pomona e os caes pela Canicola. 243 

Um fator fundamental a persistencia e a epidemiologia da leptospirose e o estado de portador renal dos animais 
infectados. As leptospiras tern propensao a colonizar a superficie das celulas epiteliais dos tubulos renais proximais. 
Os espiroquetas sao excretados na urina do hospedeiro em concentragoes altas, seja continua ou intermitentemente, 
mas sobrevivem mais facilmente na urina alcalina. 

A leptospirose apresenta padroes epidemiologicos diferentes nas zonas urbanas e rurais pobres dos paises 
economicamente limitados, em comparagao com as populagoes mais abastadas destes mesmos paises. Em todo o 
mundo, a leptospirose e adquirida por exposigao ambiental a agua ou aos alimentos contaminados, seja em razao de 
ocupagao, atividades da vida diaria ou recreagao. A leptospirose associada a exposigao ocupacional concentra-se 


entre pessoas que trabalham em sistemas de esgoto, abatedouros e areas agricolas, principalmente agricultores de 
subsistencia nas plantagoes de cana-de-agucar e arroz dos paises pobres. 241 Entre os fatores epidemiologicos 
associados a leptospirose no Havai estavam captagao das aguas de chuva para uso domestico, contato com gado e 
sua urina, ou manuseio de tecidos animais. 21 ' 1 A partir da decada de 1970, houve apenas alguns caos da doenga 
atribuida a exposigao ocupacional nos EUA. 

Mais recentemente, a leptospirose tem sido diagnosticada com frequencia crescente como um problema urbano 
mundial. A migragao dramatica das populagoes rurais pobres para comunidades urbanas faveladas e o numero 
crescente de desabrigados nos centros urbanos geraram condigoes ecologicas favoraveis a transmissao da doenga 
pelos roedores. A leptospirose urbana foi reconhecida inicialmente nas populagoes de desabrigados das cidades do 
interior americano. Surtos anuais de leptospirose tambem sao relatados nas comunidades urbanas pobres do Brasil, 
da India e de outras regioes do mundo durante o mesmo periodo sazonal de chuvas torrenciais. 

A leptospirose tambem e um risco entre as pessoas abastadas que praticam atividades recreativas em areas 
endemicas, principalmente as que participant de esportes extremos em areas remotas. Por essa razao, a importagao 
da doenga deve ser considerada nos viajantes que apresentam doenga febril. 479 A leptospirose foi associada a 
atividade de canoagem. 418 Uma epidemia da doenga ocorreu durante um triatlo em Illinois, que incluia uma 
exposigao breve as aguas de uma lagoa, 205 assim como entre praticantes de rafting em corredeiras da Costa Rica. 7 ' 1 
Os participantes de uma certame de Eco-Desafto em Bomeu tambem contrairam leptospirose aguda durante a 
corrida, porque entraram em contato com as aguas do rio Segama durante as atividades de canoagem, exploragao de 
cavemas e natagao. 

A doenga epidemica tambem pode ocorrer depois de inundagoes ou exposigao a alguma outra fonte de agua 
transmissivel. Um surto numeroso de “febre hemorragica” ocorreu depois das inundagoes das regioes rurais da 
Nicaragua em 1995, quando 2.259 moradores desenvolveram doenga febril e 15 morreram em consequencia de 
hemorragias pulmonares graves. 474 No Brasil, anualmente sao notificados mais de 10.000 casos de leptospirose 
grave em consequencia de epidemias urbanas associadas as estagoes chuvosas em favelas das areas urbanas 
pobres. 380,111 Surtos numerosos e graves tambem tem ocorrido na India depois de mongoes ou ciclones. 407 ’ 408 Na 
Italia, houve um surto atribuido a um porco-espinho infectado por leptospiras, que ftcou preso em um reservatorio 
de agua. 64 Varios surtos transmitidos pela agua tambem ocorreram nos EUA. 507 Um surto de leptospirose 
transmitida pela agua tambem ocorreu em Illinois e foi atribuido a um lago contaminado; teoricamente, uma 
estiagem aumentou o risco de exposigao as fezes de animais infectados. 205 

Um surto pequeno atribuido a exposigao ao solo contaminado tambem ocorreu em um suburbio de St. Louis, 
M issouri. 144 Leptospira interrogans sorovar. Icterohaemorrhagiae foi isolada dos ratos e dos animais domesticos, 
assim como do solo dos jardins das residences. Alguns caes dos quais foram isoladas leptospiras tinham sido 
imunizados com vacinas para leptospirose disponiveis no mercado. 

Doenga ch'nica. Nos seres humanos, a gravidade da leptospirose varia, dependendo de alguns fatores relativos ao 
hospedeiro e da sorovariante infectante das leptospiras. A leptospirose classica e uma doenga bifasica, que consiste 
em uma fase bacteriemica inicial de 1 semana e uma fase imune secundaria evidenciada pela produgao de 
anticorpos, disseminagao dos espiroquetas aos tecidos (especialmente tubulos renais) e excregao das leptospiras na 
urina. Depois de um intervalo assintomatico de 1 a 3 dias, comega a fase imune da infecgao. As leptospiras sao 
eliminadas rapidamente do sangue e do LCR e tem inicio um processo inflamatorio. Durante a segunda semana da 
doenga, 90% dos pacientes apresentam pleocitose no LCR, mas apenas a metade destes tem sinais e sintomas de 
meningite asseptica. 

A leptospirose comega repentinamente com febre, cefaleia, mialgia, mal-estar, congestao conjuntival e, 
ocasionalmente, uma erupgao transitoria. Os pacientes podem ter erupgoes cutaneas maculosas, maculopapulosas, 
urticariformes ou hemorragicas. Uma erupgao pre-tibial tipica acompanhou uma epidemia de infecgao por L. 
interrogans sorovar. Autumnalis e foi descrita como febre de Fort Bragg. Essa erupgao pre-tibial tambem ocorreu 
com infecgoes causadas por outras sorovariantes. Embora os sintomas sejam incapacitantes no estagio inicial, a 
maioria dos pacientes recupera-se sem desenvolver complicagoes, que ocorrem com as formas mais graves da 
doenga. As manifestagoes graves da doenga podem ocorrer durante infecgoes causadas por qualquer sorovariante 
patogenica, mas a doenga mais branda geralmente e causada pela sorovariante Hardjo e outras. 1 Apesar da 
recuperagao sintomatica, os pacientes podem continuar a ter fraqueza, fadiga e depressao por algumas semanas ou 
meses depois da doenga inicial. 


Em geral, as infecgoes causadas pelas sorovariantes Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai e outras estao 
associadas a doenga grave. 1 Embora a maioria dos pacientes com leptospirose seja assintomatica ou tenha doenga 
branda, o onus acarretado pela doenga em todo o mundo e grande em razao das formas graves da leptospirose, da 
sindrome de Weil (ictericia, insuficiencia renal aguda e hemorragia) e da sindrome de hemorragia pulmonar grave 
(SHPG). Os pacientes com essa ultima sindrome tern mortalidade alta (> 50%), enquanto mais de 10% dos pacientes 
com sindrome de Weil tambem vao a obito. Os adultos de mais idade (> 30 a 40 anos) estao mais sujeitos a 
obito. 103 ' 104 Varios estudos tambem demonstraram que insuficiencia renal aguda, insuficiencia respiratoria, 
hipotensao, arritmias e alteragoes do estado mental sao marcadores prognosticos independentes de mortalidade. 121 

Inicialmente, a leptospirose causa um tipo de insuficiencia renal aguda nao oligurica e hipopotassemica singular 
que, se for diagnosticada precocemente, pode ser tratada com reposigao de volume e potassio. 406 A SHPG causada 
pela leptospirose geralmente se evidencia na forma de SARA, infiltrados pulmonares e hemoptise, que pode ser 
detectada apenas durante a intubagao. 169 A quantidade de leptospiras nos pulmoes dos pacientes com SHPG e 
extremamente grande, mesmo que poucos espiroquetas tenham sido detectados pela necropsia, sugerindo que seja 
uma complicagao mediada por mecanismos imunes. 

As gestantes com leptospirose, independentemente se tern a forma branda ou grave da doenga, estao em risco de 
desenvolver infecgao intrauterina e morte fetal. Nao existem relatos de transmissao congenita da leptospirose da 
mae ao bebe. 

Os pacientes com leptospirose grave comumente necessitam de cuidados intensivos para sobreviver, inclusive 
suporte ventilatorio e dialise. Como existem relatos de reagao de Jarisch-Herxheimer depois do tratamento da 
leptospirose, deve-se ter cuidado ao prescrever antibioticos aos pacientes com doenga branda autolimitada. 133 
Entretanto, as justificativas para tratar com antibioticos pacientes com a doenga grave tern sido revistas. 488 Estudos 
clinicos realizados na Tailandia tambem demonstraram eficacia equivalente dos tratamentos com ceftriaxona, 
cefotaxima e doxiciclina, em comparagao com penicilina. 466 

A imunidade humoral a leptospirose, que e mediada pela produgao de anticorpos especificos, desenvolve-se nos 
seres humanos e nos animais. O LPS e o antigeno principal reconhecido pelos soros dos pacientes convalescentes e, 
depois das infecgoes naturais, a imunidade limita-se as sorovariantes que tenham LPS antigenicamente semelhante. 2 
Estudos recentes tambem demonstraram que os camundongos dependiam da integridade das vias de ativagao TRL2 
e TRL4 para controlar uma infecgao fatal. 88 

Diagnostico laboratorial. O diagnostico da leptospirose deve ser confirmado laboratorialmente, em razao da 
ampla variagao das manifestagoes clinicas desta doenga. Embora a cultura estabelega o diagnostico defmitivo, ela 
raramente e realizada porque e demorada e nao esta amplamente disponivel. A leptospirose tambem pode ser 
diagnosticada pela detecgao dos microrganismos nos especimes clinicos, ou pela demonstragao dos antigenos ou 
acidos nucleicos, mas a sorologia ainda e o metodo diagnostico principal. Anticorpos monoclonais foram usados 
para detectar antigenos das leptospiras na urina dos pacientes da Tailandia, mas nao existem testes de antigenos 
disponiveis no mercado e, por esta razao, esta abordagem nao sera discutida. 387 

Detecgao direta. As leptospiras podem ser detectadas no exame microscopico do sangue, do LCR ou da urina, 
mas os espiroquetas no sangue podem ser demonstrados apenas durante a fase bacteriemica inicial da doenga. 
Alguns autores recomendaram a centrifiigagao dos especimes de sangue heparinizado ou oxalado em velocidades 
baixas para remover elementos celulares e, em seguida, em velocidade alta para concentrar as leptospiras. O exame 
de microscopia em campo escuro pode ser tentado, mas as leptospiras devem estar em concentragoes altas (10 4 /ml) 
para que possam ser visualizadas. 486 A falta de especificidade tambem e um problema da microscopia em campo 
escuro, porque fibrilas ou extrusoes das hemacias podem ser confiindidas com os espiroquetas. Embora os exames 
do LCR e da urina tenham chances um pouco menores de conter artefatos que possam produzir resultados falso- 
positivos, os mesmos inconvenientes aplicam-se a estes exames. 426 A coloragao a base de prata com o corante de 
Warthin-Starry tern sido amplamente usada no exame histologicos dos tecidos. A coloragao imuno-histoquimica 
tambem pode ser realizada em um laboratorio de referencia (/. e., CDC). 511 

Cultura. As leptospiras podem ser isoladas do sangue, dialisado peritoneal e LCR durante a primeira semana da 
doenga. Durante a fase imune da doenga, os microrganismos desaparecem do sangue e do LCR, mas as leptospiras 
sao excretadas na urina por ate 1 mes (Prancha 20.1 G). Os meios de cultura comerciais utilizados mais comumente 
sao o meio semissolido de Fletcher (Difco, BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) e o meio semissolido de albumina 
serica bovina e Tween 80 (acido oleico) (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris [EMJH, Difco]), que contem 


200 mg de 5-fluoruracila. E recomendavel que ao menos quatro tubos de 10 ml com meios de cultura de dois lotes 
diferentes sejam inoculados com o especime clmico. Para isolar as sorovariantes exigentes, pode-se acrescentar 
tambem soro de coelho esteril a 0,4 a 1,0% ao meio de albumina serica bovina e Tween 80. E necessario inocular 
apenas volumes pequenos (50 ml) de sangue ou urina, porque os volumes maiores introduzem substancias que 
podem interferir com a cultura. Os meios devem ser inoculados com uma a duas gotas da amostra clinica por tubo. 
Quando o procedimento nao pode ser realizado a beira do leito, o sangue heparinizado ou oxalado pode ser enviado 
ao laboratorio. Um coagulo triturado tambem pode ser inoculado, mas o sangue citratado pode causar inibigao. 
Quando a urina e testada, o pH deve ser neutralizado imediatamente por bicarbonato de sodio e uma amostra nao 
diluida e uma diluigao em 10 vezes devem ser inoculadas. Quando se utiliza LCR, deve-se inocular 0,5 a 5,0 ml. 

As culturas sao incubadas no escuro a 28 a 30°C por 6 a 12 semanas e examinados semanalmente por 
microscopia de campo escuro para detectar a presenga de espiroquetas (Figura 20.19). O crescimento comumente 
demora varias semanas, mas ocorre em muito menos tempo no meio de EMJH. Nos casos tipicos, as leptospiras 
formam uma faixa localizada 0,5 a 1,0 cm abaixo da superficie dos meios semissolidos, que e conhecida como anel 
de Dinger (Prancha 20.1 H). 

Palmer el a/. ’ 41 demonstraram que os sistemas de hemocultura disponiveis no mercado apresentaram variances 
em sua capacidade de manter a viabilidade dos espiroquetas. Em geral, a combinagao de uma hemocultura aerobia 
com temperatura de incubagao de 30°C acentua a viabilidade das leptospiras por ate 1 semana em alguns sistemas. 
Entretanto, um sinal positivo gerado pelo sistema de hemocultura automatizado provavelmente nao ocorre com uma 
amostra do paciente, porque os microrganismos nao proliferam nos meios convencionais. 



■ FIGURA 20.19 Exame em campo escuro da cultura de Leptospira interrogans. As espirais retorcidas, que nao estao 
demonstradas claramente nesta imagem, aparecem como areas claras e escuras alternadas. A extremidade superior muito 
brilhante do microrganismo pode representar a ponta em forma de gancho, que algumas leptospiras tern. Os examinadores 
inexperientes podem facilmente confundir as leptospiras com restos celulares e artefatos presentes nos especimes clinicos. 
Ampliagao de 1.000*. (Fotografia de microscopia cedida por cortesia de David Miller, DVM, MS.) 

A identificagao das leptospiras isoladas em cultura deve ser realizada com metodos de absorgao e aglutinagao 
cruzada de forma a determinar a sorovariante. 11 ’ As cepas isoladas devem ser enviadas a um laboratorio de 
referenda, que mantem um banco numeroso de antissoros para essa fmalidade. A identificagao das genomoespecies 
tambem deve ser realizada por meio de analises das sequencias dos genes do rRNA 16S ou de outros genes. 301 

Sorologia. A leptospirose e diagnosticada principalmente por detecgao de anticorpos com base em testes 
sorologicos. Os pacientes comegam a produzir anticorpos em torno do final dos primeiros 7 dias da doenga. 

► Teste de microaglutinagao. O padrao de referenda dos ensaios sorologicos ainda e o teste de microaglutinagao 
(MAT; do ingles, microagglutination test), no qual suspensoes de antigenos das leptospiras sao colocados a reagir 



com soros. 473 O MAT e realizado misturando-se os soros dos pacientes com culturas de leptospiras a uma razao de 
1:1, incubando-se a mistura por 2 a 4 horas a 30°C ou a temperatura ambiente e, em seguida, examinando-se a 
preparagao ao microscopio de campo escuro para determinar se houve aglutinagao. A reagao e positiva quando a 
porcentagem de leptospiras livres e menor que 50%, em comparagao com uma suspensao usada como controle. A 
diluigao mais alta do soro em que ha aglutinagao de 50%, em comparagao com a mistura de controle, define o titulo 
final. Embora geralmente seja considerado sorovariante-especlfico, o MAT e sorogrupo-especlfico. Apenas alguns 
laboratories de referenda realizam esse teste, porque sua realizagao e interpretagao sao complexas. Alem disso, a 
sensibilidade do MAT e baixa na fase aguda e e necessario colher soros pareados para confirmar leptospirose. A 
dificuldade de manter grandes quantidades de culturas de Leptospira e evidente. As leptospiras inativadas por 
formalina sao usadas como uma adaptagao pratica, mas tern sensibilidade um pouco menor. Um numero grande de 
antlgenos precisa ser testado com os soros e a OMS recomenda 19 sorovariantes ou 16 sorogrupos. A cepa que 
apresenta titulo mais alto no MAT e considerada a sorovariante (sorogrupo) infectante, mas estudos demonstraram 
que este teste nao e um previsor preciso neste sentido. 245,430 Os soros podem ser triados utilizando antlgenos 
leptospirais sorogrupo-especificos disponiveis no mercado por meio de um teste de macroaglutinagao, mas as 
reagoes positivas devem ser confirmadas pelo MAT em um laboratorio de referenda. 

Em geral, um titulo > 1:100 no MAT e considerado evidencia de infecgao pregressa. Os CDC sugeriram um 
titulo > 1:200 com uma unica amostra como evidencia presuntiva de leptospirose em um paciente com doenga 
clinica compativel, mas nas areas endemicas outros especialistas sugeriram titulo de 1:800 ou 1:1.600 como limites 
mais precisos. Os titulos podem alcangar niveis extremamente altos e demoram meses ou anos para diminuir, de 
forma que o titulo nao pode ser usado para definir infecgao recente. 380,381 

► Outros testes sorologicos. Pesquisadores desenvolveram outros testes de detecgao de anticorpos que permitem a 
triagem rapida, mas assim como MAT, sua sensibilidade e insatisfatoria durante os estagios iniciais da infecgao e 
alguns deles tambem podem ter precisao baixa nas areas endemicas de leptosptfose. 21,127,243,246,247,428,429,489 Existem 
publicagoes detalhadas dos estudos com outros testes sorologicos. 7474 Ha estudos publicados com tecnicas como 
aglutinagao de latex, 413,428 teste de fita, 174,409,427,506 imunoensaios enzimaticos, 21,127,246 hemaglutinagao indireta 
(HAI) 243,247 e ensaios de fluxo lateral, 41 '’ 429 mas alguns destes testes nao foram extensivamente avaliados. Esses 
ensaios contem antlgenos LPS derivados da sorovariante Patoc de Leptospira biflexa nao patogenica 283 e detectam 
anticorpos IgM e/ou IgG dirigidos contra os LPS de todas as sorovariantes patogenicas em razao da reatividade 
cruzada com o LPS da sorovariante Patoc. Um ensaio de HAI desenvolvido pelos CDC foi aprovado pela FDA. 
Esse ensaio de HAI utiliza hemacias sensibilizadas para detectar anticorpos IgM e IgG e estudos iniciais 
demonstraram que alcangou sensibilidade de 92% e especificidade de 95%, em comparagao com o MAT. 463 
Contudo, em estudos mais recentes, o ensaio de HAI foi positivo em apenas 44% dos soros da fase aguda obtidos 
cerca de 5 dias depois do inlcio dos sintomas. 24 ' 1 Mais recentemente, Hull-Jackson et a/. 2 " 1 avaliaram um teste de 
aglutinagao de latex disponivel no mercado utilizando um banco de soros bem caracterizados, que incluia 40 
pacientes com leptospirose, alem de realizar um estudo prospective dos pacientes consecutivos intemados no 
hospital com alguma doenga febril aguda. Embora a sensibilidade do teste de aglutinagao de latex fosse semelhante 
nos dois grupos de pacientes, a especificidade foi consideravelmente menor quando se utilizou o banco de soros 
bem-caracterizados (81%) versus durante o estudo prospective (98%). Esse estudo demonstrou que os testes mais 
recentes para leptospirose precisam ser avaliados e validados em populagoes diferentes, antes que sejam adotados 
para uso rotineiro. 

Os pacientes com leptospirose tambem formam anticorpos contra varios outros antlgenos proteicos, dos quais 
alguns estao presentes na fase aguda da doenga. 11 ' -1 A caracterizagao de um ou mais antlgenos levou ao 
desenvolvimento de ensaios diagnosticos baseados em proteinas recombinantes para leptospirose, mas estudos 
demonstraram que as sensibilidades dos testes de IEE baseados nas proteinas rLipL41 e rOmoLl foram 
variaveis. 115,151,310 Outros estudos demonstraram que proteinas semelhantes as imunoglobulinas para Leptospira 
(Lig, ou seja, proteinas da membrana externa) sao mais apropriadas para diagnosticar doenga em estagio inicial 
utilizando um ensaio de immunoblot, que os ensaios a base de Leptospira inteira ou testes como proteinas 
recombinantes. 98 Outros antlgenos usados recentemente em ensaios diagnosticos baseados em proteinas 
recombinantes sao: testes de IEEL com Lp29, MPL17, MPL21 e LipL21; 315,329 ensaio em fita com LipL32; 42 e 
aglutinagao de latex e imunoensaio de fluxo continuo com LipL32. 413 Testes diagnosticos rapidos e mais precisos 
para leptospirose sao necessarios nas areas endemicas, de forma que possam detectar esta doenga na fase aguda. A 


identificagao e a utilizagao de outros antigenos proteicos imunogenicos conservados entre as leptospiras patogenicas 
permitirao o desenvolvimento de testes de um numero crescente de testes rapidos com esta fmalidade. 

Detec<;ao molecular. Varios genes sao utilizados como alvos da amplificagao do DNA das leptospiras por meio 
da PCR, principalmente para diagnosticar a doenga em sua fase aguda. Embora a PCR tenha sido usada 
experimentalmente, poucos metodos foram avaliados para uso diagnostico. 50,51 ’ 170,292 Merien el al. 292 amplificaram 
um fragmento de 331 pb do gene rrs (rRNA 16S) das leptospiras patogenicas e nao patogenicas. Dois conjuntos de 
iniciadores - G1/G2 para o gene secY e B61I/64II para o gene da flagelina - foram incluidos no manual da OMS. 498 
Os iniciadores G1/G2 nao amplificam todas as sorovariantes patogenicas e isto requer o uso de um ensaio 
multiplex. 170 Esses dois conjuntos de iniciadores foram usados clinicamente para detectar DNA das leptospiras em 
soro, urina, humor aquoso, LCR e tecidos obtidos a necropsia dos pacientes com leptospirose. 243,473 Mais 
recentemente, varios alvos (/. e., genes rrs, UgA e B, Iip32, secY e locus genomico LA0322 da sorovariante Lai) 
foram usados para desenvolver ensaios de PCR em tempo real usando sondas de hidrolise (/. e., Taq-Man) e 
fluorescencia verde SYBR. 248,422,458 ’ 473 

Febre da mordida de rato (FMR ou sodoku) 

A FMR e uma zoonose bacteriana que ocorre depois de mordidas de ratos seguidas da inoculagao de um ou dos 
microrganismos da microbiota oral do animal. Esse termo e usado para descrever duas doengas diferentes com 
agentes microbianos diversos. Nos EUA, a doenga e causada por Streptobacillus moniliformis, um bacilo alcool- 
acidorresistente gram-negativo imovel, filamentar e altamente pleomorfico, enquanto a maioria dos casos 
registrados na Asia e causada pelo Spirillum minus, um espiroqueta oral. Esta segao descreve a FMR causada por 
este ultimo microrganismo (ou sodoku), que e o nome pelo qual a doenga e conhecida na Asia. 

Spirillum minus 

S. minus e um espiroqueta gram-negativo com formato espiralado e dimensoes de 0,2 a 0,5 mm de largura e 1,7 a 
5,0 mm de comprimento. Essa bacteria mostra mobilidade ativa acentuada por agao dos feixes bipolares de flagelos 
e seis espirais, que ihe conferem seu aspecto espiralado. S. minus foi descrito inicialmente como agente etiologico 
da FMR em 1916, ou seja, 30 anos depois que as bacterias espiraladas conhecidas como “ Spirillum minor’’’ foram 
isoladas dos monticulos umidos de sangue de ratos-silvestres. 147 Antes de sua descrigao defmitiva como S. minus em 
1924, esse microrganismo tambem aparecia com varios outros nomes na literatura mais antiga. 147 

A FMR causada por S. minus e uma infecgao comum na Asia, mas raramente ocorre nos EUA. A frequencia 
dessa doenga esta relacionada com a intensidade dos contatos entre ratos, outros roedores e seres humanos. Embora 
a infecgao seja rara mundialmente, a FMR ainda e um risco nas areas em que ha exposigao aos roedores. Alguns 
casos ocorreram entre criangas e adolescentes que estiveram em contato com camundongos silvestres, ou pessoas 
que criavam esquilos da Mongolia (gerbilos) como animais de estimagao.' 47 Ratos tambem sao mantidos como 
animais de estimagao, de forma que os funcionarios de pet shops e proprietaries de roedores tambem podem 
adquirir essa doenga. 328 Nao existem casos documentados de transmissao de um ser humano a outro. Uma a 4 
semanas depois da mordida, tern inicio uma doenga sistemica evidenciada por calaffios, cefaleia, vomitos e febre. O 
local da mordida, que ja cicatrizou nesta ocasiao, ulcera e forma uma lesao semelhante a um cancro e o paciente 
tambem tern linfadenite regional e erupgao maculopapulosa manchada, que pode afetar as palmas e as plantas. Em 
contraste com a forma estreptobacilar da FMR, a sodoku raramente causa poliartrite. A febre recorrente com 
periodicidade a cada 2 a 3 dias pode estender-se por semanas, meses ou anos quando os pacientes nao sao tratados. 
As complicagoes sao endocardite, miocardite, meningite, nefrite, hepatite e esplenomegalia. 147 

Spirillum minus nao pode ser cultivado em meios artificiais e pouco se sabe sobre as caracteristicas genotipicas 
ou fenotipicas deste microrganismo. A inoculagao em animais ainda e a unica forma de isolar S. minus e nao 
existem testes sorologicos disponiveis. Cerca de 50% dos pacientes com FMR tambem tern sorologia positiva falsa 
para sifilis. Os espiroquetas podem ser evidenciados visualmente no sangue, nos exsudatos ou nos tecidos corados 
por Giemsa ou Wright ou examinados ao microscopio de campo escuro. 
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Introducao 

O diagnostico de uma infecgao fungica requer esforgos colaborativos do medico, anatomopatologista e microbiologista. A equipe 
medica e responsavel por reconhecer os sinais e sintomas das infecgdes fungicas e colher e transportar adequadamente os especimes ao 
laboratorio. E importante que os clinicos transmitam suas consideragoes clinicas ao microbiologista, quando suspeitam de determinados 
tipos de infecgao fungica para os quais podem ser necessarios procedimentos especiais. Por exemplo, quando o clinico suspeita de 
zigomicose, tecnicas mais delicadas de processamento dos especimes devem ser usadas. O cirurgiao patologista e o citopatologista 
devem estar atentos as reagdes teciduais sugestivas de uma infecgao fungica e devem ser capazes de reconhecer elementos fungicos nos 
cortes de tecidos corados. O micologista e responsavel por utilizar as tecnicas laboratoriais necessarias a detecgao e ao isolamento ideais 
dos fungos em cultura; realizar uma identificagao precisa; e efetuar os testes de sensibilidade aos antimicoticos, quando isto for 
necessario. 

Pacientes em risco de infecgdes fungicas 

A seguir, estao enumerados os grupos de pacientes imunossuprimidos: 

• Pacientes com infecgao avangada pelo HIV 

• Receptores de transplantes de orgaos, principalmente durante o periodo de imunossupressao pos-transplante 201 

• Pacientes com neoplasias malignas, principalmente leucemia e linfoma, ou durante os ciclos de quimioterapia 

• Pacientes com varias doengas imunes e metabolicas debilitantes, inclusive lupus eritematoso sistemico (LES) e outras doengas do 
colageno vascular, diabetes melito, disgamaglobulinemia e uso abusivo de alcool ou drogas IV 

• Pacientes tratados com corticosteroides, farmacos citotoxicos, antibioticos (tratamento cronico) e moduladores mais novos do 
sistema imune (p. ex., inibidores do fator a de necrose tumoral). 

Tambem estao em risco individuos que viajam para ou vivem em regioes do mundo nas quais as infecgdes fungicas sao 
reconhecidamente endemicas. Os participantes de atividades ou ocupagoes que os colocam em contato direto com animais ou seres 
humanos infectados e/ou materiais contaminados estao sujeitos a adquirir infecgoes fungicas. 

Sinais e sintomas gerais sugestivos de infecgao fungica 

Os primeiros sintomas que levam a suspeita de uma infecgao fungica comumente sao atipicos, vagos e inespeciftcos e isto reduz as 
chances de que o diagnostico correto seja estabelecido. Febre baixa, sudorese notuma, emagrecimento, adinamia, fadiga aos minimos 
esforgos, tosse e dor toracica sao queixas iniciais comuns. As doengas fungicas profundas ou disseminadas podem ser semelhantes a 
algumas infecgdes ou doengas como tuberculose, brucelose, siftlis, sarcoidose e cancer metastatico. O exame cuidadoso da pele e das 
mucosas sempre deve ser realizado, porque as infecgdes sistemicas comumente causam lesoes mucocutaneas 

• Lesoes ulceradas do intestino, laringe, faringe, orgaos genitais e lingua podem complicar a histoplasmose disseminada em ate 50% 
dos casos 

• Pacientes com blastomicose podem ter inicialmente lesoes verrucosas ou pustulosas na pele, ou granulomas ulcerados nas mucosas, 
inclusive na laringe, 72 no esofago e na cavidade oral (incluindo-se lingua) 2111 

• A coccidioidomicose dos pacientes em imunossupressao profunda pode evidenciar-se por lesoes cutaneas maculosas ou papulosas, 
ou meningite basilar esofmofilica. 22 

A Tabela 21.1 descreve os sinais, sintomas e agentes etiologicos provaveis das micoses pulmonares. A Tabela 21.2 relaciona os 
sinais, sintomas e agentes etiologicos provaveis das micoses extrapulmonares. 

Tabela 21.1 Sinais e sintomas das micoses pulmonares. 

Tipo de infecgao Sinais e sintomas 




Generalizada 

Smdrome transitoria semelhante a influenza ou pneumonia localizada em um lobo do pulmao, ou disseminada para outros lobos. 

Tosse, produgio minima de escarro, dispneia, taquipneia, hemoptise. 

Dor toracica, comumente do tipo pleuritico. 

Estertores ou roncos e atrito pleural detectaveis a ausculta. 

Radiografias toracicas demonstrando infiltrados pulmonares pequenos e linfadenopatia hilar, ou opacidades mais difusas e confluentes. 

Broncopulmonar alergica 

Sinais e sintomas tipicos de asma: tosse seca, sibilos e sensagio de aperto no peito. 

Broncospasmo transitorio. 

Atelectasia segmentar causada pelo tamponamento dos bronquiolos por muco. 

Cristais de Charcot-Leyden e eosinofilos no escarro; eosinofilia no sangue periferico. 

Rea^ao de hipersensibilidade cutanea positiva aos antigenos das especies de Aspergillus. 

Concentragio serica alta de IgE e anticorpos IgG anti-Aspergillus. 

Bola fungica 

Crescimento de uma colonia de fungos dentro de uma cavidade preexistente. 

Hemoptise, apesar de haver pouca ou nenhuma invasao das paredes da cavidade. 

Disseminagio e rara, mesmo nos pacientes tratados com corticosteroides. 

Invasiva 

Sinais e sintomas de pneumonia aguda. 

Febre baixa oscilante. 

Tosse seca ou produtiva; geralmente ha dor toracica. 

Dispneia e falta de ar progressivas. 

Hemoptise pode indicar infarto e necrose parenquimatosa. 

Radiografias do torax podem mostrar infiltrado difuso irradiado do hilo, fibrose nodular fina, abscessos multifocais ou formagio de cavidades, 

dependendo da especie de fungo envolvida. Os indicios sugestivos de patogenos especfficos sao: 

Fibrose tipo "semente de paingt": histoplasmose 

Lesao esferica periferica: coccidioidomicose 

Lesoes cavitarias: histoplasmose, aspergilose e outras causas de hialo-hifomicose ou coccidioidomicose. 


Tabela 21.2 Sinais, sintomas e agentes etiologicos provaveis das micoses extrapulmonares. 


Tipo de infeqao 

Sinais e sintomas 

Cutanea 

Lesoes descamativas superficial - variaveis quanto a tamanho, forma e cor - no torax ou dorso: tinha versicolor causada pela infeqao por 

Malassezia furfur. 

Lesoes descamativas pruriginosas conhecidas como tinha ou "micose de pele": dermatofitose. 

Lesoes fungoides exoflticas, hiperceratoticas, crostosas e espessadas conhecidas como favos: Trichophyton tonsurans, T. violaceum e T. 

schoenleinii. 

Lesoes descamativas ou crostosas limitadas as areas intertriginosas umidas da pele sugerem infecgoes por leveduras: Candida albicans. 

Infecgao pustulosa subcutanea primaria no local de inoculagao com disseminagio proximal e evolugio para ulceras cutaneas secundarias ao 

longo do trajeto dos vasos linfaticos: complexo Sporothrixschenckii. 

Pustulas, ulceras ou trajetos fistulosos que nao cicatrizam: doen^as disseminadas causadas por fungos dimorficos e micetomas secundarios a 

varios fungos patogenicos. 

Lesoes purpureas e cistos subcutaneos; feo-hifomicose. 

Lesoes hemorragicas, coloridas e fungiformes: cromoblastomicose. 

SNC 

Inlcio insidioso com cefaleias, cuja frequencia e intensidade aumentam, acompanhada de nauseas, irritabilidade e perda da destreza motora: 



Vias urinarias 


Oculares 


Endocardite 

Sinusite 


criptococose. 

Meningite e meningoencefalite: zigomicose, principalmente nos padentes diabeticos. 

Abscessos cerebrais: Cladophialophora bantiana, outros fungos demacios; especies de Aspergillus. 

Pielite e pielonefrite associadas ao tratamento prolongado com antibioticos, corticosteroides, imunossupressores e antineoplasicos e ao uso 
de cateteres de longa permanencia para drenagem urinaria, especialmente nas mulheres idosas: candidfase. 

Piuria discreta, dor abdominal baixa, aumento da frequencia urinaria: cistite nao bacteriana das mulheres de meia-idade: Candida glabrata. 

Conjuntivite, infeqoes da cornea, ceratoconjuntivite: especies de Fusarium, Aspergillus, Cladosporium/Cladophialophora, Ammonium, 
Bipolaris e outras. 

Infec0es intraoculares, geralmente depois de traumatismo ou cirurgia ocular: Candida albicans, especies de Aspergillus ou zigomicetos. 

Febre baixa, sopros cardiacos, ecocardiograma positivo: especies de Candida, Aspergillus, Paecllomyces e outras. 

Dor e hiperemia cutanea facials, cefaleia, febre baixa, evidencia radiografica de opacificaqio de urn seio paranasal ou niveis hidroaereos: 
Aspergillus fumigatus, especies de Alternarla, complexo Pseudallescheria boydii e outros. 


Anormalidades laboratoriais inespecificas como eleva?ao da velocidade de hemossedimentaqao, aumento do nivel de protema C 
reativa, aumentos das gamaglobulinas ou elevaqoes brandas e persistentes dos neutrofilos e/ou monocitos do sangue periferico podem 
ser indfcios iniciais de uma infecQao fungica. 


Classificacao ch'nica das infecgoes fungicas 

As infecqoes fungicas sao classificadas comumente com base na localizaqao do processo infeccioso e podem ser superficiais, 
subcutaneas ou sistemicas (ou profundas). Embora essa classificacao geral ainda seja util, e importante reconhecer que, nos pacientes 
com imunossupressao profunda, fungos que normalmente sao superficiais podem causar infecgoes subcutaneas e os que se localizam 
nos pianos subcutaneos podem causar doen^a disseminada. Alem disso, os fungos considerados patogenos incomuns ou ate mesmo 
contaminantes habituais podem causar doenqa quando a resposta imune esta suprimida. Os termos descritos a seguir permitem uma 
comunicaqao mais clara entre os clinicos e os micologistas. 

Classicamente, os termos sistemica e profunda referem-se a um grupo de infecgoes fungicas causadas por microrganismos que 
podem ser muito virulentos intrinsecamente, que podem invadir os pianos de tecidos e orgaos profundos e que tern a capacidade de 
disseminar-se amplamente por todo o corpo. Nos casos classicos, esses termos sao usados comumente para descrever infec?5es 
causadas pelos fungos dimorficos. Os fungos dimorficos sao os que existem na forma de bolor no ambiente (/. e., com a incubaqao a 
temperatura ambiente) e como leveduras ou fungos leveduriformes quando estao no corpo do hospedeiro. Com exceqao dos 
Coccidioides, todos os fungos sao termicamente dimorficos, ou seja, a levedura ou a forma leveduriforme pode ser demonstrada 
incubando-se a cultura do fungo a 35° a 37°C (/. e., temperatura corporal). Hoje em dia, em razao da ampliacao das populates de 
pacientes imunossuprimidos, alguns fungos antes considerados apenas “saprobios” ou “contaminantes” agora causam doen^as 
sistemicas. Um exemplo classico e o fungo hialino Penicillium marneffei, que causa uma infecgao reticuloendotelial disseminada nos 
pacientes com AIDS no Sudeste Asiatico, que se assemelha clinica e patologicamente a histoplasmose. 

Hoje em dia, o termo oportunista e usado para descrever os fungos que podem ser encontrados no ambiente ou como parte de nossa 
microbiota comensal e normalmente nao causam infecgao, embora sejam capazes de infectar os hospedeiros quando as condigoes 
mudam (i. e., quando surge a oportunidade). Em geral, esses fungos tem virulencia baixa ou limitada. Entre as condi<;5es que favorecem 
as infec?5es oportunistas estao alteraqSes da microbiota das mucosas (p. ex., os antibioticos suprimem as bacterias e facilitam o 
desenvolvimento de candidiase); imunossupressao (p. ex., a zigomicose invasiva dos pacientes com diabetes melito mal controlado); 
materiais estranhos (p. ex., infecqoes dos cateteres intravasculares de longa permanencia por Candida)', e fatores fisicos (p. ex., 
esporotricose depois da inocula^ao traumatica). 

As especies de Aspergillus e Candida e os membros do grupo dos zigomicetos (i. e., fungos que causam mucormicose) sao os tres 
grupos de fungos que causam a maioria das infec?5es oportunistas. Entretanto, conforme foi mencionado anteriormente, qualquer fungo 
e potencialmente patogenico para os hospedeiros em imunossupressao profunda. Isso inclui diversos generos de fungos hialinos 
intensamente pigmentados (/. e., demacios) encontrados comumente, que antes eram considerados apenas contaminantes. 

Hialo-hifomicose e o termo geral para infecqoes invasivas causadas pelos fungos hialinos e geralmente e usado antes da 
identifica^ao do agente etiologico, enquanto o termo geral para infecgoes invasivas causadas pelos fungos demacio e feo-hifomicose. 5,6 
Quando o agente etiologico e conhecido, pode-se utilizar entao a terminologia especifica da infec?ao, por exemplo, aspergilose ou 
fusariose. Tambem poderiamos dizer, por exemplo, que a doen^a de determinado paciente era uma hialo-hifomicose causada por 
Pseudallescheria. O ponto mais importante quanto a toda essa terminologia e a comunica^ao. Isso porque, quando o agente etiologico 
nao e conhecido, deve-se utilizar antifungicos de espectro mais amplo, mas quando o agente etiologico esta definido, pode-se ajustar o 
tratamento a doenqa especifica. 


Termos comuns em micologia 



Alguns termos adicionais precisam ser defmidos. O proprio termo micologia e originado da palavra grega mykes, que e o 
correspondente direto do termo latino fungus que, por sua vez, parece ser uma modificagao da palavra grega sponges, da qual se 
originou o termo atual “esponja”. Ainda existe controversia em tomo dos membros do grupo tradicionalmente referido como 
zigomicetos. Taxonomicamente, esses fungos foram transferidos do filo Zygomycota para o filo Glomeromycota, mas isto e 
problematico porque os termos zigomicose e mucormicose estao muito arraigados a pratica medica e a literatura cientlfica para 
descrever as doenpas causadas por estes fungos. Os cllnicos poderiam ignorar o que significa glomeromicose se este termo fosse 
utilizado generalizadamente no futuro imediato. Alguns continuariam a usar zigomicose, ate que a terminologia mais nova estivesse 
mais bem reconhecida. Isso e compreenslvel, porque o objetivo dos laudos do micologista medico e comunicar ao medico a causa da 
doenpa, de forma que o paciente possa receber tratamento apropriado. Por fim, no que se refere ao termo zigomicetos, o termo hifas 
asseptadas tambem se tomou muito arraigado a pratica e literatura medicas, embora esta expressao nao esteja tecnicamente correta, 
porque podem ocorrer septapoes raras. Portanto, o termo hifas paucisseptadas (/. e., com poucas septapdes) ou mucoraceas e preferivel. 
Isso e importante, porque a incapacidade de reconhecer as hifas dos zigomicetos em razao da existencia de septapoes raras poderia levar 
a uma decisao terapeutica inadequada, porque os zigomicetos sao naturalmente resistentes ao voriconazol. No passado, era comum usar 
o termo anamorfico para descrever o fungo que demonstrava apenas estruturas reprodutivas assexuadas, enquanto o termo 
teleomorfico podia ser usado se houvesse estruturas reprodutivas sexuadas. Isso tambem era profundamente confuso para nossos 
colegas clinicos e poderia contribuir para os erros medicos. Felizmente, com a analise genomica generalizada da maioria desses 
microrganismos, hoje a melhor conduta pratica e referir-se ao fungo por um unico nome. Essa foi uma contribuipao real dos metodos 
moleculares para a micologia medica. A continuidade da aplicapao das tecnicas moleculares devera definir mais claramente a posipao 
taxonomica real dos fungos com importancia medica e espera-se que isto nao acarrete muitas reclassificapdes, que frequentemente 
geram confusao. 

Os fungos estao classificados em seu proprio reino (Fungos) em razao das caracteristicas singulares a este grupo, bem como a 
inexistencia das caracteristicas presentes nos outros organismos. Os fungos sao eucariotos ( i. e., tern um nucleo circundado por 
membrana, assim como organelas como reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e mitocdndrias). Alem disso, os fungos tern paredes 
celulares rigidas compostas de quitina (A-acetil-D-glicosamina ligada por pontes glicosidicas bl-4) e mananos (polimeros de glicose em 
pontes glicosidicas a ou b). Esses componentes da parede celular adsorvem varios corantes e isto permite a utilizapao de corantes 
especiais, pelos quais eles podem ser identificados nas laminas de laboratorio e nos cortes histoldgicos. 

Os fungos que existem predominantemente na forma de celulas isoladas (especialmente em um ambiente liquido) e que se 
reproduzem por germinapao sao conhecidos como leveduras. Os fungos com varias celulas, que formam um micelio filamentoso e 
estao mais adaptados a crescer na superficie ou dentro de um substrato solido, sao conhecidos como bolores. Os fungos reproduzem-se 
por meio da formapao de esporos, que podem ser derivados de processos sexuados ou assexuados. Os esporos encontrados mais 
comumente no laboratorio sao derivados assexuadamente e sao conhecidos como conldios. Existem diversos tipos de esporos ou 
conidios, que podem ser derivados diretamente do micelio vegetativo, inclusive artrosporos, clamiddsporos e blastoporos, ou de 
corpos ffutificantes especiais (conidioforos). A morfologia, a disposipao e o mecanismo de derivapao dos esporos sao criterios 
importantes, com base nos quais podem ser realizadas algumas identificapdes de generos e especies. O Boxe 21.1 descreve alguns 
termos adicionais usados na investigapao laboratorial dos fungos. 

Abordagem laboratorial ao diagnostico das infecgoes fungicas 

Quando um fungo e reconhecido em cultura, a identificapao presuntiva/definitiva e realizada com base no exame visual da morfologia 
da colonia em conjunto com as analises microscdpicas de uma preparapao direta a fresco. Quando e possivel apenas uma identificapao 
presuntiva, pode ser recomendavel conversar com o medico responsavel para detenninar se ha necessidade de uma identificapao 
completa no nivel de genero ou especie. 

Embora a maioria das identificapdes dos fungos seja baseada principalmente na avaliapao da morfologia da colonia e nos aspectos 
microscdpicos, testes bioquimicos basicos podem ser necessarios para diferenciar generos ou especies muito semelhantes. Existem 
ensaios com sondas de acido nucleico disponiveis para a identificapao defmitiva dos fungos patogenicos dimorficos encontrados 
comumente na America do Norte. Tambem existem testes sorologicos e testes para detec?ao de antigenos de alguns fungos; em alguns 
casos, estes testes sao usados para facilitar o diagnostico, avaliar o estado de uma micose previamente diagnosticada, ou determinar a 
eficacia do tratamento. Por essa razao, neste capitulo apresentamos diretrizes que ajudam o micologista a realizar essas diversas tarefas, 
que ampliam as observapdes laboratoriais e incluem avaliaqdes de parametros clinicos e criterios histopatologicos, que devem ser 
combinados para chegar a um diagnostico defmitivo. Alem disso, existem diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) sobre o assunto: Principles and Procedures for Detection of Fungi in Clinical Specimens - Direct Examination and Culture; 
Approved Guideline (M54-A). 49 


Boxe 21.1 


Termos uteis a investiga^ao dos fungos 

A unidade microscopica fundamental de um fungo e a estrutura filiforme conhecida como hifa. Varias hifas combinam-se para formar uma trama de crescimento conhecida 
como micelio. As hifas que sao subdivididas em celulas independentes por meio de paredes transversais relativamente abundantes (ou septos) sao conhecidas como septadas; 
as hifas que tern pouquissimas septa0es (/'. e., os zigomicetos) sao paucisseptadas. Em alguns casos, nao se observam septa^oes em determinada preparagao e, por esta razao, 
as hifas sao descritas como asseptadas, quando na verdade sao paucisseptadas. As pseudo-hifas formam-se por alongamento das celulas das leveduras em germina^ao (/'. e., 
blastoconidios) e apresentam construes em forma de salsicha entre os segmentos (Figura 21.1). 



A parte do micelio que se estende para dentro do substrate do meio de cultura e e responsavel por absorver agua e nutrientes e descrita como micelio vegetativo; a parte 
que se projeta acima do substrato e o micelio aereo, tambem conhecido como micelio reprodutivo porque os esporos ou os corpos frutificantes que content os conidios (/. e., 
conidioforos) originam-se desta parte do micelio. 

A identificagao e a classifica^ao tradicionais dos fungos estao baseados principalmente nas diferem;as morfologicas entre as estruturas reprodutivas e a forma pela qual os 
esporos ou conidios sao formados a partir das celulas especializadas conhecidas como celulas conidiogenas. 

Tres tipos gerais de reprodugao sao observados comumente nas especies de fungos dinicamente importantes: esporulagao vegetativa, esporulagao aerea e esporulagao 
sexuada. 

Reproducao vegetativa 

Tres tipos de esporos ou conidios podem formar-se diretamente a partir do micelio vegetativo: biastoconidios, damidoconidios e artroconidios. 0 termo esporo deve ser 
tecnicamente reservado para os elementos reprodutivos que se formam por meiose (/'. e., reproducao sexuada), inclusive ascosporos, oosporos ou zigosporos, enquanto os que 
se formam por mitose (/'. e., reproducao assexuada) sao definidos como conidios. 0 termo endosporo tambem e usado para as estruturas produzidas assexuadamente dentro da 
esferula de urn membra de especies de Coccidioides. 

Os biastoconidios sao as formas germinativas mais conhecidas, que sao constituidas tipicamente pelas leveduras. Lima marca de germinacao (disjuntor) frequentemente 
persiste no ponto do qual o conidio desprendeu-se. 

Os damidoconidios (clamidosporos) sao formados a partir de celulas preexistentes nas hifas, que se tornam espessadas e comumente alargadas. Embora damidoconidios 
seja o termo correto, a palavra clamidosporos tambem e usada comumente. Os clamidosporos podem ser encontrados dentro (intercalares), ao longo da superficie lateral 
(sesseis) ou na ponta ( terminals ) das hifas. Esse tipo de conidiacao e tipica de C. albicans. 

Os artroconidios tambem se desenvolvem a partir de celulas preexistentes das hifas, que se tornam alargadas e espessadas. Esse tipo de conidiacao e tipica da forma 
fungica de Coccidioides immitis e das especies de Geotrichum, dentre outras. 

Reproducao aerea 

Os corpos frutificantes especializados, que emanam das hifas e estendem-se a partir da superficie do micelio, originam diversos conidios. Os corpos frutificantes podem formar 
sacos fechados conhecidos como esporangios, dentro dos quais sao produzidos os esporos denominados esporangiosporos. (Observacao: eles sao referidos como 
esporangiosporos, mesmo que sejam derivados assexuadamente, o que constitui uma excecao a regra descrita antes.) 0 segmento especializado da hifa que sustenta o 
esporangio e conhecido como esporangidforo (o sufixo "foro" [do grego phoros] significa "portar") (Figura 21.2). Esse tipo de esporulacao e tipico Aoszigomicetos. Muitos outros 
fungos produzem corpos frutificantes sofisticados, que originam os conidios (termo originado de uma palavra que significa "poeira"). 0 segmento especializado da hifa que 
sustenta uma cabeca frutificante contendo conidios e descrito como conidioforo (Figura 21.2). 

0 conidioforo pode formar celulas conhecidas como metulas que, por sua vez, formam segmentos produtores de conidios referidos como Halides. Essa capacidade de 
ramificar-se em metulas e fialides e tipica do corpo frutificante digitiforme das especies de Penicillium. Por definigao, as fialides sao celulas conidiogenicas, que produzem 
conidios a partir de uma area dentro do seu apice e nao aumentam em largura ou comprimento durante a conidiogenese. Isso contrasta com a forma^ao dos anelideos, nos 
quais a ponta da celula conidiogenica estende-se e contrai-se alternadamente quando os conidios sao formados, resultando em uma serie de cicatrizes ou aneis. Os conidios de 
Scopulariopsis spp. e Exophiala spp., por exemplo, sao aneloconidios; isto e, formam-se em sequencia basipetal, na qual a parte conidiogenica de cada conidio alonga-se quando 
se forma urn novo conidio, mas depois contrai para formar uma marca anular, anel ou colarete na base truncada. Os conidios podem ser carregados isoladamente, em cadeias 
longas ( catenuladas), ou em grupos firmemente ligados. Acropetal e o termo usado para descrever o processo de forma$ao de cadeias, no qual cada conidio novo e derivado em 
sequencia do seu precedente, de forma que a celula mais jovem esta na ponta (p. ex., especies de Penicillium). Por outro lado, a esporulagao basipetal e aquela na qual cada 
conidio novo forma-se na base da cadeia e empurra todos os outros conidios da cadeia para frente, de forma que a celula mais antiga esta na ponta (p. ex., especies de 
Paecilomyces). 

Os conidios unicelulares minusculos, geralmente carregados diretamente nos lados das hifas ou sustentados por urn conidioforo filiforme, sao conhecidos como 
microconidios, em contraste com os macroconidios pluricelulares muito maiores, que assumem diversas formas e tamanhos. Urn macroconidio pluricelular dividido por 
septa^oes longitudinals e transversals, conferindo-lhe urn aspecto de mosaico, e o chamado dictiosporo ou, mais comumente, macroconidio muriforme. 0 termo aleuriosporo 
descreve urn conidio (em geral, urn macroconidio) que esta ligado as hifas por uma celula de sustenta^ao, que fratura quando o conidio e liberado (p. ex., Microsporum canis ). A 
demonstra^ao de urn aleuriosporo unicelular produzido pelas hifas vegetativas submersas e importante para a identifica^ao de Aspergillus terreus. 

Esporulacao sexuada 

A esporulacao sexuada requer a fusao e a recombinacao nucleares de duas celulas haploides especializadas ferteis (/'. e., celulas sexuadas formadas por meiose). Quando as 
celulas reprodutivas sao formadas pela fusao de celulas morfologicamente identicas - geralmente da mesma hifa (homotalica) - o esporo e conhecido como zigosporo, que e 
tipico Aoszigomicetos. Quando as celulas reprodutivas em fusao sao originadas de duas celulas diferentes - em geral, derivadas de segmentos diferentes das hifas - o esporo 
resultante e conhecido como oosporo (Figura 21.3). 

Os esporos sexuados de varios membros da dasse Ascomycetes mencionados antes, que sao importantes na perspectiva medica, sao conhecidos como ascosporos. Por 
exemplo, algumas cepas das especies de Aspergillus, especialmente dos grupos de A. niduians e A. glaucus, formam estruturas saculares grandes e fechadas conhecidas como 
cleistotecios que, por sua vez, content estruturas saculares menores descritas como ascos (Figura 21.3). Dentro de cada asco existem quatro ascosporos, que sao os produtos da 
divisao meiotica. Alem das especies de Aspergillus, outros fungos dinicamente importantes nos quais a esporulacao sexuada pode ocorrer sao as especies de Saccharomyces e os 
membros do complexo Pseudallescheria boydii (Figura 21.3). 

A forma sexuada de urn fungo e conhecida como teieomdrfca, em contraste com o termo anamorfica, que se refere as diversas formas reprodutivas assexuadas ou as 
estruturas produzidas por urn fungo incomplete (inclusive fialides, anelideos, cadeias ramificadas etc.). A abordagem tradicional de atribuir diferentes nomes anamorficos e 
teleomorficos quando os estados assexuado e sexuado sao conhecidos tem sido modificada, porque hoje e possivel atribuir definitivamente urn fungo a urn genera e uma 
especie com base em analises geneticas. Por essa razao, espera-se que a nomenclature da micologia seja menos confusa no future. 
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■ FIGURA21.1 Esbogos ilustrando as estruturas basicas dos fungos. 
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m FIGURA 21.2 Esbogos ilustrando as estruturas reprodutivas assexuadas complexas de um zigomiceto e de Aspergillus. 

A identificagao laboratorial defmitiva de um fungo isolado com base nas caracteristicas das coldnias e nos aspectos microscopicos 
esta descrita mais adiante neste capitulo. A fase analitica comega com a realizagao do exame direto, que pode fomecer a primeira 
evidencia defmitiva de uma infecgao fungica. Depois disso, a cultura e examinada para verificar se houve crescimento. Tambem devem 
ser adotados procedimentos para estabelecer diretrizes de investiga^ao de um fungo isolado desconhecido, que devem incluir a sele?ao 
apropriada dos testes diferenciais (quando necessarios) para estabelecer a identifica^ao no nivel de genero/especie. Os paragrafos 
subsequentes detalham esses passos. 

Quando apropriado, tambem incluimos se?oes descrevendo resumidamente outros metodos que nao exigem cultura e sao usados 
para estabelecer a identidade de determinada especie de fungo usando anticorpo, antigeno e tecnicas moleculares. O sequenciamento 
dos acidos nucleicos e uma oppao para os fungos dificeis de identificar, principalmente os que nao fazem esporulapao. Antes de enviar 
essas amostras para a identificapao baseada no sequenciamento, e recomendavel assegurar que elas realmente parecem ser responsaveis 
pela condi^ao patologica do paciente. Essas tecnicas sao oferecidas mais comumente nos servi^os academicos e nos laboratories de 






























referenda. 116 Nesse contexto, em vista das exigencias de experiencia tecnica e do custo da instrumentalao e dos suprimentos, essa 
tecnologia nao e realizada nos laboratorios menores, nos quais sao efetuadas apenas as praticas basicas. Contudo, a identificagao por 
espectrometria de massa introduzida mais recentemente tem se tornado rotineira na identificagao em muitos laboratorios, em vista de 
sua razao de custo-beneficio favoravel. Estudos demonstraram que esses metodos tem bom desempenho na identificagao das leveduras 
e os protocolos para fungos filamentosos tem sido elaborados. 
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a FIGURA 21.3 Esbogos ilustrando as estruturas da reprodugao sexuada. 

Provavelmente, o sistema disponivel no mercado utilizado mais comumente para a identificagao baseada no sequenciamento dos 
fungos tem sido o MicroSeq® D2 Large-Subunit rDNA Sequencing Kit da empresa Applied Biosystems (Foster City, CA). Um estudo 
sobre o uso do sequenciamento dos acidos nucleicos para identificar leveduras demonstrou que 98% das 19 especies Candida diferentes 
isoladas no laboratorio clinico foram identificadas corretamente, em comparagao com a identificagao pelos metodos fenotipicos. 115 O 
sequenciamento do DNA identificou 32 especies isoladas de leveduras, que pertenciam a nove generos, inclusive Trichosporon, 
Ciyptococcus e outros. Cerca de 81% foram identificadas corretamente e a razao principal da maioria das identificagoes equivocadas foi 
a falta de dados na “biblioteca” contendo as sequencias de algumas leveduras. Alguns desses problemas foram solucionados depois 
desses estudos iniciais. E importante reconhecer que a qualidade da identificagao depende basicamente da qualidade do banco de dados 
com as sequencias, porque a geragao das sequencias de DNA de alta qualidade geralmente nao e mais uma dificuldade tecnica. Outra 
opgao e utilizar os bancos de dados publicos; embora sejam informativos, estes bancos de dados nao sao adequadamente 
regulamentados e, por esta razao, os profissionais que adotam esta abordagem devem revisar a qualidade da sequencia, as credenciais 
do laboratorio que submeteu a sequencia e, sempre que possivel, usar esta informagao em conjunto com as caracteristicas fenotipicas. A 
SmartGene (www.smartgene.com) oferece acesso gratuito ao seu banco de dados regulamentado e esta tambem e uma opgao. 

A identificagao dos fungos filamentosos tem sido mais dificil que a identificagao das leveduras. Em outro estudo realizado na Mayo 
Clinic para avaliar a utilidade do sequenciamento na identificagao dos fungos, o sequenciamento dos acidos nucleicos identificou 
corretamente 234 (67,5%) fungos isolados no nivel do genero ou da especie. 111 ' As identificagoes erroneas foram atribuidas 
principalmente a uma lista incompleta de sequencias no banco de dados. Cada laboratorio pode formar um banco de dados proprios com 
sequencias, ou comprar seu acesso aos bancos de dados regulamentados, ampliando enormemente a precisao do seu desempenho. Essa 
tecnologia e muito promissora no sentido de simplificar a identificagao das leveduras e dos fungos filamentosos isolados de especimes 
clinicos, assim como de outros fungos importantes para a industria e a agriculture. O CLSI publicou o documento Interpretative 
Criteria for Identification of Bacteria and Fungi by DNA Target Sequencing; Approved Guideline (MM18-A), que e extremamente 
necessario para os profissionais que trabalham em bancada nesta area. Ainda nao esta claro ate que ponto a identificagao baseada em 
sequenciamento sera incorporada ao laboratorio de rotina, mas e provavel que continue a ser um metodo que permite a caracterizagao 
defmitiva dos fungos. 

A MALDI-TOF ( time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz; do ingles, matrix-assisted laser desorption/ionization 
time of flight) e uma tecnica de espectrometria de massa, que foi introduzida em muitos laboratorios na forma de um dos dois 
equipamentos aprovados pela FDA. Esses dois aparelhos contem bibliotecas aprovadas pela FDA para identificar leveduras, mas ainda 
nao existem bibliotecas aprovadas para identificar fungos filamentosos. Assim como as bacterias, essa tecnica - na maioria dos casos - 
e rapida, precisa e pouco dispendiosa. A abordagem tradicional usada para identificar leveduras ( i. e. , testes bioquimicos, assimilagoes e 
morfologia em agar fuba) tem sido alterada nos laboratorios que validaram e adotaram essa tecnologia. Westblade et al. avaliaram uma 
colegao de 852 leveduras clinicamente importantes por meio da MALDI-TOF e relataram que 96,6% foram identificadas no nivel do 
genero e 96,1% no nivel de especies. O sequenciamento do DNA da regiao D2 foi usado como padrao de referencia comparativo. 287 
Outros autores relataram resultados semelhantes, que demonstraram a utilidade dessa tecnologia. As aplicagSes utilizaveis com fungos 
filamentos ainda estao em processo de desenvolvimento. 


Coleta e transporte dos especimes 










Existem alguns parametros pre-analiticos importantes para o isolamento ideal dos fungos das amostras clinicas. Uma falha em qualquer 
um deles poderia levar ao insucesso ou a demora em isolar o agente patogenico que, por sua vez, poderia resultar em consequencias 
clinicas indesejaveis. Os parametros pre-analiticos importantes comegam com a norma de realizar culturas apenas dos pacientes nos 
quais se suspeita de infecgoes micoticas. Depois de determinar esse requisito, a coleta adequada dos especimes e fundamental. O uso de 
swabs nao e adequado para detectar infecgSes causadas por fungos filamentosos, porque a amostragem e inadequada e nao e possivel 
dissociar as hifas dos tecidos humanos que estao invadindo. O proximo parametro a ser considerado sao as condigdes subideais de 
transporte e/ou processamento dos especimes, que podem resultar em perda de viabilidade. Os especimes devem ser levados ao 
laboratorio imediatamente. Os especimes que nao sao processados imediatamente devem ser conservados a temperatura ambiente. 
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis nao sobrevivem bem nos especimes resfriados ou 
congelados. Varias especies de fungos, inclusive as que foram mencionadas antes e as especies de Aspergillus, podem ser isoladas de 
amostras que estiveram em transito por ate 16 dias, contanto que nao sequem; por esta razao, sempre devem ser realizados esforgos no 
sentido de isolar fungos, mesmo que o processamento demore. 244 

Recipientes de transporte estereis e vedados devem ser usados com todos os especimes liquidos ou umidos. Raspados de pele, 
fragmentos de unha e cabelos ou pelos podem ser transportados secos dentro de um envelope, uma placa de Petri ou outro recipiente 
conveniente. De forma a impedir a proliferagao de bacterias comensais possivelmente presentes nos especimes nao estereis, que possam 
demorar a ser processados ou enviados a um laboratorio de referenda, pode-se acrescentar penicilina (20 U/ml), estreptomicina 
(100.000 mg/ml) ou cloranfenicol (0,2 mg/ml) a amostra. As instrugoes para embalagem e rotulagao correta dos especimes para envio 
por frete ou correios estao descritas no Capitulo 2. 

Medicos, enfermeiros, equipe da enfermaria e tecnologos do laboratorio precisam trabalhar em conjunto no sentido de desenvolver 
protocolos que assegurem a coleta adequada e o transporte imediato dos especimes enviados para cultura de fungos. A escolha dos 
dispositivos de coleta e recipientes de transporte apropriados, a colocagao de rotulos que incluam informagoes pertinentes sobre o 
paciente e o estabelecimento de um mecanismo de comunicagao para pedidos especiais provavelmente sao as consideragoes mais 
importantes, de forma a assegurar o diagnostico preciso das infecgoes fungicas. 

As recomendagoes gerais quanto a coleta e ao transporte dos especimes para cultura estao descritas no Capitulo 2. A Tabela 21.3 
descreve as recomendagdes para a coleta de diversos tipos de especime. Os criterios com base nos quais um especime e considerado 
inaceitavel para cultura e descartado devem estar escritos no manual de procedimentos do laboratorio. Essa informagao tambem deve 
ser constar do catalogo de testes do laboratorio e transmitida aos medicos. O Boxe 21.2 descreve alguns criterios de rejeigao e agoes que 
devem ser tomadas para manusear especimes inaceitaveis. Esses criterios tambem devem ser entendidos pelos medicos, enfermeiros e 
outros profissionais encarregados de colher as amostras, porque isto permite nao apenas economizar tempo e dinheiro do laboratorio de 
micologia, como tambem evitar demora inaceitavel no estabelecimento do diagnostico. Criterios especiais devem ser estabelecidos para 
cada contexto de pratica, de forma a adaptar-se a pratica no contexto local. Com experiencia, o profissional que coleta o especime pode 
fazer uma avaliagao preliminar do material obtido e, se necessario, colher imediatamente uma segunda amostra. 

Processamento do especime 

Em seguida, depois do transporte imediato do especime e do seu recebimento pelo laboratorio, e importante que as amostras sejam 
inoculadas nos meios de cultura primaria apropriados para fungos. Depois de ser recebido no laboratorio, o especime deve ser 
examinado tao logo seja possivel. Como foi mencionado antes, as amostras em swab nao sao apropriadas ao isolamento de fungos. 
Contudo, elas sao aceitaveis para o isolamento de leveduras dos pacientes com candidiase das mucosas (p. ex., moniliase ou candidiase 
vulvovaginal). Sempre que for possivel, deve-se enviar material aspirado ou biopsias de tecidos, porque estes especimes sao ideais. Nos 
casos apropriados, as laminas a fresco ou os esfregagos diretos devem ser preparados e uma parte da amostra e transferida para os meios 
de cultura apropriados para fungos. Quando sao enviadas amostras de tecidos, e fundamental que fragmentos de tecido sejam colocados 
e empurrados para dentro dos meios de agar para aumentar as chances de isolamento. O processamento adequado dos especimes e 
essencial ao isolamento final dos fungos e nao deve ser negligenciado ou delegado a profissionais com treinamento minimo. A Tabela 
21.4 descreve algumas recomendagoes adicionais para o processamento e o exame direto das amostras clinicas. 

Exame direto 

E altamente recomendavel que a maioria dos especimes enviados para cultura de fungos seja submetida a um exame microscopico 
direto. Isso pode fomecer ao medico o primeiro indicio defmitivo de uma infecgao fungica. Alem disso, isso pode facilitar a selegao dos 
meios de cultura apropriados, mas na pratica a inoculagao dos meios de cultura geralmente e realizada simultaneamente a preparagao 
das laminas para exame direto. As laminas com KOH/calcofluor provavelmente sao as preparagoes diretas mais comumente usadas, 
embora os laboratories que nao dispoem de um microscopio de fluorescencia possam fazer preparagdes com KOH e microscopia 
convencional. A vantagem do primeiro metodo e facilitar a deteegao dos elementos fungicos, que emitem fluorescencia brilhante 
quando sao corados com branco calcofluor. Com essas duas preparagoes, o KOH serve para dissolver as celulas humanas, que nao tem 
paredes celulares. 

Tabela 21.3 Recomendagoes quanto a coleta de especimes para cultura de fungos. 

Especime Procedimento recomendado 

Escarro Depois de enxaguar a boca, deve-se colher uma amostra das primeiras horas da manha, mas antes do desjejum. Os pacientes devem ser 

instruidos a bochechar vigorosamente a boca com agua, imediatamente antes de expectorar 15 a 30 g de escarro em um recipiente 


esteril com tampa de rosea. A induqao do escarro com uma suspensao de solu^ao salina aquecida em aerossol pode ser necessaria 
quando o paciente nao consegue fornecer uma amostra adequada. 

Broncoscopia Escovados bronquicos, biopsias ou h'quidos de lavado broncoalveolar devem ser transportados imediatamente ao laboratorio em recipientes 

estereis vedados. 

0 caldo de Middlebrook 7H11 e usado em alguns laboratorios como meio de transporte, porque as micobacterias tambem sao preservadas. 

Liquido cefalorraquidiano 0 maior volume possivel de LCR deve ser usado para cultura de fungos. Quando o processamento precisa ser postergado, as amostras devem 

ser mantidas a temperatura ambiente, porque o LCR e urn meio de cultura liquido adequado, no qual os elementos fungicos podem 
sobreviver ate que sejam replicados em outra cultura. 

Urina A primeira urina da manha e preferivel, mas amostras colhidas em qualquer hora do dia tambem sao aceitaveis. Os especimes devem ser 

colhidos portecnica asseptica, colocados em recipientes com tampa de rosea e enviados imediatamente para processamento. Caso seja 
provavel urn atraso de mais de duas horas antes do processamento, a amostra de urina deve ser refrigerada a 4°C para inibir a 
proliferate excessiva das bacterias de crescimento rapido. 

Secretes prostatas Algumas micoses profundas, especialmente blastomicose e menos comumente histoplasmose ou coccidioidomicose, podem infectar a 

prostata. Primeiramente, a bexiga deve ser esvaziada e, em seguida, a prostata e massageada. As secretes devem ser inoculadas 
diretamente nos meios de cultura apropriados para fungos; alem disto, 5 a 10 mf de urina devem ser colhidos em urn recipiente 
separado. 

Exsudatos A pele que recobre as lesoes pustulosas deve ser desinfetada e os exsudatos aspirados por uma agulha e seringa estereis. 0 material aspirado 

deve ser colocado dentro de urn recipiente de transporte para especimes estereis e a seringa com agulha devem ser descartadas em urn 
recipiente de biosseguranga apropriado (/. e., "objetos perfurocortantes"). A seringa com agulha nao deve ser enviada ao laboratorio, 
porque isto representaria urn risco ocupacional. A biopsia da lesao pode ser necessaria quando o material aspirado nao permite isolar 
fungos. 

Pele, unhas e cabelos (ou pelos) Primeiramente, limpe a pele a ser examinada com alcool a 70% para remover as bacterias contaminantes da superficie. Colha amostras da 

margem eritematosa periferica em crescimento das lesoes "micoticas" raspando com a lateral de uma lamina de microscopio de vidro ou 
com a borda de uma lamina de bisturi. As unhas infectadas devem ser removidas sob a placa ungueal para obter material amolecido do 
leito ungueal. Se isso nao for possivel, raspe a superffeie da unha antes de colher raspados das partes mais profundas. Os cabelos (ou 
pelos) devem ser retirados das areas de descamagao ou alopecia, ou das que mostram fluorescencia quando sao examinadas sob uma 
lampada ultravioleta de Wood (comprimento de ondas longo). 

Biopsias de tecidos As biopsias de tecidos das areas suspeitas de infeegao devem ser transportadas em gaze esteril umedecida com soluqao salina fisiologica 

esteril sem bacteriostatico em urn recipiente com tampa de rosea. 0 especime nao deve ser congelado e nao se deve permitir que seque 
antes da cultura. Quando a biopsia de tecido nao e dividida em dois para que uma metade seja enviada para exame histopatologico, 
deve-se enviar uma segunda amostra de biopsia retirada ao lado da primeira para esta finalidade. 

Sangue As hemoculturas tradicionais sao suficientes para isolar a maioria das leveduras. Contudo, uma hemocultura para fungos que utilize sistemas 

de lise-centrifugagao, como o Isolator (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ), e altamente recomendavel, principalmente para isolar H. 
capsu latum. 

Nos contextos em que a prevalencia do HIV e alta, a coloragao com nanquim ainda e util. Embora essa tecnica de exame direto nao 
seja tao sensivel quanto o teste para antigeno criptococico, ela e rapida, pouco dispendiosa e pode ser altamente especifica quando e 
realizada por um microscopista experiente. O exame de cortes congelados de tecidos retirados durante procedimentos cirurgicos 
tambem e uma modalidade de exame direto. Todos esses metodos oferecem a oportunidade de fomecer resultados rapidos ao clinico, 
que podem ser traduzidos em administragao mais rapida do tratamento antifungico e prognosticos mais favoraveis para os pacientes. 

Quando sao identificados elementos fungicos no exame direto, deve-se realizar uma tentativa de caracterizar as estruturas presentes 
com mais detalhes. A notificagao desses elementos simplesmente como “elementos fungicos” tem pouquissima utilidade para o clinico. 
Esse resultado deve ser notificado apenas quando nao for possivel caracterizar mais detalhadamente as estruturas presentes. Se esse for 
o caso, deve-se considerar o parecer de um microscopista mais experiente. O microscopista que realiza o exame direto deve tentar 
caracterizar os elementos fungicos como leveduras em germinagao, leveduras com pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras, hifas septadas 
hialinas, hifas demacias ou hifas mucoraceas (/. e., hifas paucisseptadas largas). Quando sao encontradas formas fungicas 
especializadas, como as esferulas de Coccidioides ou o botao de base larga e as paredes celulares de contomo duplo do Blastomyces 
dermatitidis, estas estruturas devem ser descritas, porque permitem o diagnostico defmitivo com base no exame direto do especime. 


Boxe21.2 


Criterios de rejeigao de especimes 




Situacao: Nenhuma identificagao do padente no recipiente, ou discrepancy entre a informa^ao que consta do pedido e o rotulo do recipiente. 

Agao: Devolver a quern enviou para solucionar o problema. 

Situacao: Amostra de escarro com > 25 celulas epiteliais escamosas por campo de pequeno aumento (/. e., criterios de rejeiqao das amostras respiratorias enviadas para cultura 
de bacterias). 

Agao: Os criterios de rejeii;ao dos especimes enviados para cultura de bacterias nao se aplicam as amostras para isolamento de fungos. Os fungos patogenicos podem ser 
isolados desses especimes quando houver contaminantes orais, contanto que seja utilizado urn meio de cultura seletivo contendo antibiotico, o que e recomendavel. 

Situacao: 0 swab recebido esta ressecado ou o material colhido nao tern volume suficiente. 

Agao: Instrua a pessoa que enviou o especime a colher uma segunda amostra, se for possivel. Como regra geral, os especimes em swab nao sao apropriados ao isolamento de 
fungos, com exce^ao das leveduras das superficies mucosas (p. ex., vagina) e devem ser rejeitados, exceto em condigoes excepcionais. Em vez disso, pode ser necessario realizar 
aspira^ao profunda ou biopsia da area afetada, dependendo da condigao clinica. 

Situacao: A amostra foi enviada em urn recipiente inadequado ou em condigoes improprias (evidencia de ressecamento, extravasamento ou falta de esterilidade). 

Agao: Notifique a pessoa que enviou o especime de que as chances de obter resultados relevantes sao reduzidas. Se nao for possivel obter uma segunda amostra adequada, 
processe o especime enviado, mas indique no laudo final que a qualidade do especime foi comprometida e que o resultado pode ser interpretado apenas no contexto das 
condigoes clmicas. 

Situacao: 0 laboratory recebeu urn especime de urina ou escarro de 24 horas. 

Afao: E importante estar daro no protocolo de rejei^ao que as amostras de escarro ou urina de 24 horas nao sao ideais para o isolamento e a identificagao de fungos. As chances 
de contamina^ao por bacterias e fungos ambientais sao altas e isto pode confundir os resultados subsequentes. Estabele^a no protocolo que devem ser colhidas amostras das 
primeiras horas da manha em 3 dias sucessivos. Como tambem ocorre com a cultura para isolamento de micobacterias, os fungos tendem a proliferar a intervalos intermitentes 
e isto torna as chances de isolamento muito maiores quando sao colhidas amostras sucessivas ao longo de 3 dias. 


Tabela 21.4 Recomendagoes para o processamento e o exame direto dos especimes enviados ao laboratorio. 

Especimes respiratorios 0 sistema de graduagao da qualidade do escarro (descrito no Capitulo 2) nao pode ser aplicado aos especimes enviados para cultura de 

fungos. Escolha as partes mais purulentas ou pontilhadas de sangue da amostra. Quando o especime e altamente viscoso, ele deve ser 
homogeneizado acrescentando-se urn volume pequeno de tf-acetil-l-cistema a amostra. NaOH ou outras substancias digestoras usadas 
para processar especimes para isolamento de micobacterias nao devem ser usados antes das culturas para fungos. Prepare uma lamina 
com o especime homogeneizado para exame microscopico direto e inocule cerca de 0,5 ml de cada amostra nos meios de cultura a 
serem utilizados. 

Como as secretes respiratorias comumente sao contaminadas por bacterias, devem ser usados meios de cultura contendo antibioticos. E 
recomendavel usar uma combinagio de urn agar nao seletivo (p. ex., agar de floors de batata) e urn agar inibitorio (p. ex., infusao de 
cerebro-coragio [BHI] com doranfenicol e ciclo-heximida). 

Liquido cefalorraquidiano As amostras de LCR podem ser centrifugadas a 1.500 a 2.000 g por 20 min e o sedimento pode ser inoculado na superficie dos meios de 

cultura nao inibitorios (p. ex., agar batata dextrose). Se o volume disponfvel for maior que 2 ml de LCR, deve-se preferencialmente filtrar 
a amostra por urn filtro de membrana de 0,45 pm. Coloque o lado filtrado do papel de filtro com sua superficie em contato com o meio 
de cultura apropriado. 0 papel deve ser reposicionado em outras areas do meio usando pingas estereis em dias alternados. Se o volume 
de liquido for muito pequeno, inocule diretamente tres a quatro gotas diretamente no meio de cultura com agar. 

Laminas coradas com nanquim (nigrosina e urn substituto aceitavel) podem ser preparadas quando houver suspeita de Cryptococcus 
neoformans, mas o teste para antigeno criptococico e preferivel por ser uma alternativa mais sensivel. Para preparar a lamina a fresco, 
misture uma gota do sedimento centrifugado ou urn volume pequeno do material retirado da superficie da mucosa com uma gota de 
nanquim sobre uma lamina de microscopio. Em seguida, coloque a laminula e faga urn exame microscopico a fresco para detectar a 
present de leveduras encapsuladas em processo de germina^ao. 

Urina Centrifugue cerca de 10 ml da amostra de urina e, em seguida, inocule 0,5 ml do sedimento em urn agar nao inibitorio (p. ex., agar batata 

dextrose) e urn agar inibitorio (p. ex., agar de infusao BHI contendo doranfenicol e ciclo-heximida). Podem ser preparadas laminas a 
fresco para exame direto ao microscopio para detectar leveduras ou hifas, mas isto raramente e realizado na pratica. 

Pele, unhas e cabelos (pelos) Escamas de pele, raspados de unha e cabelos (pelos) devem ser examinados depois do tratamento com K0H. A lamina com KOH e preparada 

por emulsifica^ao da amostra com uma gota de KOH a 10% sobre uma lamina de microscopio. A finalidade do KOH e limpar quaisquer 
escamas ou membranas celulares presentes, que possam ser confundidas com os elementos das hifas. A limpeza pode ser acelerada 
aquecendo-se suavemente a mistura sobre urn bico de Bunsen ou, mais comumente, em urn aquecedor de laminas. Em seguida, aplique 
a laminula e examine o especime para detectar a present de hifas estreitas e homogeneas, que caracteristicamente se quebram e 
formam artrocom'dios. A demonstra^ao das hifas e facilitada com o acrescimo de branco calcofluor ao reagente de hidroxido de potassio e 
pelo exame com urn microscopio de fluorescencia equipado com filtros de comprimentos de onda apropriados. Com cabelos ou pelos, a 



disposigao dos esporos em forma de mosaicos pode ser demonstrada na superfine da haste (infecgao do ectotrix) ou fragmentos de hifas 
e artrocom'dios podem ser demonstrados em seu interior (infecgao do endotrix). 

As escamas de pele, os raspados de unha ou os cabelos (pelos) devem ser colocados diretamente na superficie do meio de cultura, por 
exemplo, agar com infusao BHI com doranfenicol ou cido-heximida (dispom'vel no mercado como agar Mycosel" ou Microbiotic"). Com 
urn fio de inoculagao reto, mergulhe alguns dos fragmentos sob a superficie do agar. Examine as areas inoculadas a intervalos 
frequentes, de forma a detectar a forma^ao de colonias na superficie. Mantenha as culturas por no minimo 30 dias antes de descarta-las 
como negativas. 

Tecidos Ao processar tecidos para isolar fungos, deve-se evitar o uso de urn pilao e almofariz ou urn triturador de tecidos. As formas de hifas podem 

ser destruidas facilmente pela trituragao, dificultando o isolamento de microrganismos viaveis em cultura, principalmente quando estao 
presentes hifas paucisseptadas de urn zigomiceto. Em vez disso, corte os tecidos em cubos de 1 mm com tesoura ou uma lamina de 
bisturi esteril e coloque os fragmentos diminutos dentro do agar, submergindo-os ligeiramente abaixo da superficie com uma agulha de 
inoculagao. 

Uma amostra de 5 a 10 mf de homogeneizado de tecidos, de medula ossea ou de urn especime liquido deve ser colocada na superficie dos 
meios de cultura apropriados. Meios de cultura nao seletivos, sem antibioticos, como agar de flocos de batata sao adequados, porque 
esses especimes geralmente sao estereis e nao e necessaria inibigao com antibioticos. 

Sangue Os frascos de hemocultura disponiveis no mercado para isolamento de bacterias do sangue sao adequados para isolar leveduras associadas as 

infeqoes da corrente sanguinea (p. ex., especies de Candida). 0 Wampole’ Isolator Blood Culture System (Alere) e recomendavel para 
detectar H. capsulation. Os fungos filamentosos raramente sao isolados nas hemoculturas, com excegao das especies de Fusarium. 


Preparacao de laminas com colonias isoladas em cultura 

Os quatro metodos usados comumente no exame microscopico dos fungos filamentosos (/. e., bolores) sao preparagao tease mount 
(preparagoes umidas entre lamina e lamlnula com um fragmento pequeno do fungo, no qual as hifas sao separadas), preparagao dig 
mount (preparagSes umidas entre lamina e laminula com um fragmento pequeno do fungo retirado da profundidade do meio de cultura), 
preparagao em fita de celofane e tecnica de microlamina. lx ’ A preparagao tease mount (Figura 21.4) e realizada colhendo-se hifas 
superficiais ou aereas e conidioforos com uma alga ou gancho. A preparagao dig mount raramente e usada porque, como o proprio nome 
indica, a alga ou gancho e usado para escavar o micelio que esta submerso, de forma a demonstrar as estruturas produzidas nessa area 
(inclusive aleuroconidios). A preparagao em fita de celofane (Figura 21.5) usa esse tipo de fita para tocar nas hifas aereas e nos 
conidioforos, que ficam aderidos ao papel e podem entao ser examinados ao microscopio. Por fim, a tecnica de cultura em microlamina 
(Figura 21.6) geralmente e reservada para os casos em que nao se pode identificar um fungo usando os metodos descritos antes, mas e 
considerada importante na pratica clinica. Esse metodo consiste em cultivar o fungo diretamente em laminas de vidro, que permitem a 
avaliagao de sua morfologia microscopica com interferencia mecanica minima. 

De qualquer forma, uma parte da colonia do fungo e preparada com uma gota do corante azul de anilina em lactofenol (azul 
algodao) em uma lamina de vidro e examinada ao microscopio. A seguir, descrevemos as tecnicas da preparagao de tease mount (Boxe 
21.3), preparagao em fita de celofane (Boxe 21.4) e cultura em microlamina (Boxe 21.5). O Boxe 21.1 descreve outros termos usados na 
investigagao laboratorial dos fungos. 

Selegao e inoculacao dos meios de cultura 

A bateria de meios de cultura para isolar fungos dos especimes clinicos nao precisa ser sofisticada. Embora o indice de isolamento 
possa ser aumentado ate certo ponto quando se utilizam varios meios de cultura, as consideragoes como custo, armazenamento, espago 
na incubadora e demandas de tempo dos tecnologos geralmente exigem uma abordagem mais conservadora na maioria dos laboratories. 

Tres tipos gerais de meios de cultura sao essenciais para assegurar o isolamento primario de todos os fungos clinicamente 
significativos presentes nas amostras clinicas. Um meio nao deve ser seletivo (p. ex., agar batata dextrose, flocos de batatas ou infusao 
cerebro-coragao [BHI; do ingles, brain heart diffusion]). Esse tipo de meio nao permite apenas o crescimento de quase todas as 
especies de fungos clinicamente relevantes, como tambem favorece o crescimento de algumas bacterias. O uso do agar Sabouraud 
dextrose como meio de isolamento primario nao e recomendado, porque ele nao e suficientemente enriquecido para isolar algumas 
especies patogenicas exigentes, principalmente a maioria dos fungos dimorficos. Em vez disso, recomenda-se usar agar de flocos de 
batata, agar batata dextrose, agar inibitorio de bolores ou uma combinagao do agar Sabouraud dextrose com agar de infusao BHI. 153 O 
agar Sabouraud dextrose e suficiente para isolar dermatofitos dos especimes cutaneos ou leveduras das culturas de mucosa. O uso do 
agar Mycosel® ou Mycobiotic®, que consiste basicamente em agar Sabouraud dextrose com ciclo-heximida e doranfenicol 
acrescentados, pode ser considerado para isolar dermatofitos. 





■ FIGURA 21.4 Preparagao tease mount, ilustrando a dissecgao do fragmento de uma colonia com agulhas em uma gota de azul de anilina em 
lactofenol, antes da colocagao da laminula. Essas preparagoes devem ser realizadas dentro de uma cabine de seguranga biologica (CSB). 



■ FIGURA 21.5 A. Preparagao de uma fita transparente: a superficie aderente da fita e pressionada contra a superficie da colonia de fungos. B. 
Preparagao de uma fita transparente: estiramento da fita inoculada sobre uma gota de azul de anilina em lactofenol na superficie de uma lamina de 
microscopio. Essas preparagoes devem ser realizadas dentro de uma CSB. 




■ FIGURA 21.6 Serie de fotografias demonstrando a preparagao de uma microcultura. Veja detalhes no Boxe 21.5. Essas preparagoes devem 
ser realizadas dentro de uma CSB. 


Boxe 21.3 


Procedimento | Preparagao de tease mount 

• Com um par de agulhas de dissecgao ou bastoes aplicadores pontiagudos, escave uma parte pequena da colonia a ser examinada, incluindo partes do agar sob a superficie 

• Coloque o fragmento da colonia em uma lamina de microscopio com uma gota de azul de anilina em lactofenol, rasgue e separe a colonia com as agulhas de dissecgao 
(Figura 21.4) e cubra com a laminula 

• A aplicagao de pressao suave na superficie da laminula com a ponta de borracha de um lapis pode facilitar a dispersao da montagem, principalmente quando houver 
fragmentos diminutos de agar presentes 

• Examine a preparagao ao microscopio, primeiramente com a objetiva de baixa ampliagao (lOx) e depois com a objetiva de grande ampliagao (40x), ou sob imersao em 
oleo (lOOx), se for necessario. A microscopia de imersao em oleo geralmente nao e necessaria, mas ajuda a detectar anelidios 

• A laceragao da colonia frequentemente rompe as estruturas frutifkantes delicadas dos bolores filamentosos e, em alguns casos, dificulta a observagao das configuragoes 
tipicas dos esporos ou as insergoes das hifas, que sao necessarias a identificagao definitiva. Nesses casos, pode ser necessario realizar uma preparagao com fita transparente 
ou uma cultura em microlamina. 


Boxe 21.4 


Procedimento | Preparagao em fita de celofane 

• 0 metodo da fita de celofane ou fita transparente para preparagao das culturas para exame microscopico geralmente e util porque as configuragoes conidiais dos bolores 
filamentosos mais delicados sao mais bem-preservadas 

• Pressione a superficie aderente da fita de papel celofane limpa e nao congelada suave e firmemente contra a superficie da colonia, de forma a arrancar uma parte do 
micelio aereo (Figura 21.5 A). Esse procedimento sempre deve ser realizado sob uma CSB. 0 tecnico sempre deve usar luvas, mas ainda assim deve ter o cuidado de nao 
tocar na superficie das colonias e contaminar as luvas 

• A preparagao e realizada colocando-se uma gota do corante azul de anilina em lactofenol sobre uma lamina de microscopio 

• Fixe uma ponta da fita a superficie da lamina adjacente a gota do corante 

• Estique a fita sobre o corante e abaixe-a suavemente, de forma que o micelio seja permeado pelo corante (Figura 21.5 B) 

• Puxe a fita esticada e grude a extremidade oposta na lamina, na medida do possivel evitando a formagao de bolhas de ar 




• Em razao do uso de luvas, pode ser necessaria alguma pratica para retirar a superffcie aderente da fita 

• Em seguida, a prepara^ao pode ser examinada ao microscopio da mesma forma como foi descrito antes para a preparagao de tease mount, com exce^ao de que o uso de 
imersao em oleo geralmente e menos satisfatorio em razao da interferencia causada pela fita de celofane 

• 0 metodo da fita transparente e barato, rapido, simples de fazer e, com poucas excesses, permite a realizagao de identifica^oes precisas. 


Boxe21.5 


Procedimento | Tecnica de cultura em microlamina 

A tecnica de cultura em microlamina e recomendada nos casos em que nem a prepara^ao em tease mount nem a prepara^ao em lamina transparente permite uma identificagao 

precisa, ou quando sao desejaveis preparagoes permanentes em lamina para estudo adicional ou uso por estudantes. Embora sua realizado seja ate certo ponto tediosa, podem 

ser obtidas prepares de alta qualidade, nas quais as estruturas e as configurates dos esporos sao magnificamente preservadas. A tecnica e a seguinte: 

1. Coloque um pedaqr redondo de papel-filtro ou gaze plana no fundo de uma placa de Petri esteril. Coloque urn par de bastonetes de vidro fino ou aplicadores cortados no 
comprimento certo para cobrir a parte superior do papel-filtro e servir como suporte para a lamina de microscopio de vidro de 7,5 x 2,5 (Figura 21.6 A). 

2. Coloque urn bloco ou peda^o de agar fuba ou agar batata dextrose (BDA) (Figura 21.6 B) na superffcie da lamina de microscopio (Figura 21.6 C). Dois blocos separados por 
cerca de 2,5 cm podem ser colocados na mesma lamina de microscopio, se for necessario mais de uma montagem. 

3. Inocule as bordas do fragmento de agar em tres ou quatro pontos com uma parte pequena da colonia a ser estudada, utilizando urn fio ou a ponta de uma agulha de 
dissecgao (Figura 21.6 D e E). 

4. Aque^a suavemente a laminula passando-a rapidamente pela chama de urn bico de Bunsen e coloque-a imediatamente sobre a superffcie do bloco de agar inoculado. 0 
aquecimento da laminula produz veda^ao firme entre a parte inferior da laminula e a superffcie do agar, que e ligeiramente derretido pelo vidro quente. 

5. Pipete urn volume pequeno de agua dentro do fundo da placa de Petri de forma a saturar o papel-filtro ou a gaze. Coloca a tampa da placa de Petri e incube o conjunto a 
temperatura ambiente (ou 30°C) por 3 a 5 dias. 

6. Quando o crescimento parecer visualmente maduro (Figura 21.6 F), a laminula pode ser suavemente retirada da superffcie do agar com urn par de pingas, tendo-se o 
cuidado de nao romper o micelio aderido a superffcie inferior da laminula (Figura 21.6 G). 

7. Coloque a laminula sobre uma pequena gota de azul de anilina em lactofenol aplicada na superffcie de uma segunda lamina de vidro de 7,5 x 2,5 cm (Figura 21.6 FI). A 
preparaqio pode ser preservada para estudo subsequente cobrindo as bordas externas da laminula com solu^ao de montagem ou esmalte de unha incolor. Essa atividade 
deve ser realizada sob uma CSB. 

8. Depois de retirar a laminula do bloco (ou dos blocos) de agar, o proprio bloco pode ser removido desprendendo-o da lamina de vidro com urn aplicador. Esse procedimento 
e realizado sobre urn recipiente contendo Ifquido de descontaminaqio com fenol a 5%, dentro da qual os blocos com agar sao colocados. 0 micelio que fica aderido a 
superffcie da lamina de vidro original depois de remover o bloco tambem pode ser corado com azul de anilina em lactofenol e coberto com uma laminula, servindo como 
segunda preparagao corada. Aqui tambem, a preparaqio pode ser preservada para exame subsequente cobrindo-se as bordas da laminula com Ifquido de montagem ou 
esmalte de unha incolor, conforme foi descrito antes. 

O agar V8 ou o agar de folha de cravo sao meios de cultura pobres em glicose, que sao uteis para preparar subculturas de fungos 
isolados em meios enriquecidos e promover a esporulaqao tlpica. O agar de Czepak tern sido utilizado tradicionalmente para preparar 
subculturas das especies de Aspergillus, quando a morfologia da colonia nao e tlpica e considera-se importante identificar uma cepa 
isolada desconhecida. 

Para isolar fungos dimorficos mais exigentes, inclusive Blastomyces dermatitidis e H. capsulatum, deve-se considerar o uso de uma 
base de agar enriquecido, inclusive agar inibitorio de bolores, BHI ou infusao BHI com agar de Sabouraud. A Tabela 21.5 descreve os 
meios usados mais comumente para isolar fungos, os componentes principals de cada formula e as aplicagoes especificas de cada um. 

A utilizagao dos meios secundarios contendo antibioticos antibacterianos deve ser reservada para cultura de fungos presentes em 
especimes clinicos obtidos de areas anatomicas normalmente contaminadas por microbiota bacteriana. O acrescimo de um ou mais 
antibioticos, inclusive penicilina (20 U/ml), estreptomicina (40 U/ml), gentamicina (5 mg/ml) ou cloranfenicol (16 mg/ml) pode ser 
realizado para inibir o crescimento das bacterias. A expressao “agar inibitorio de bolores” talvez nao seja apropriada, porque na verdade 
ele contem antibioticos antibacterianos que inibem a proliferaqao das bacterias (/. e., nao inibe o crescimento dos bolores). 

Assim como a proliferaqao bacteriana excessiva pode interferir com o isolamento dos fungos patogenicos de crescimento lento, os 
contaminantes fungicos de crescimento rapido tambem podem proliferar exageradamente em uma placa de cultura e interferir ou inibir 
o isolamento dos fungos patogenicos de crescimento mais lento. Esse terceiro tipo de meio contem ciclo-heximida (Acti-Dione®) na 
concentraqao de 0,5 mg/ml, que e acrescentada para evitar a proliferagao excessiva de alguns bolores ambientais de crescimento rapido. 
Quando um meio contendo ciclo-heximida e incluido na bateria de meios para cultura de fungos, entao sempre e obrigatorio usar 
tambem um meio nao seletivo em paralelo. Os fungos patogenicos oportunistas como Ciyptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus 
sao parcial ou totalmente inibidos pela ciclo-heximida e poderiam passar despercebidos, quando fosse utilizado apenas um meio 
contendo este farmaco na cultura para fungos. Os meios contendo ciclo-heximida sao especialmente uteis para culturas de fungos 
dermatofitos e dimorficos. Esses meios sao particularmente uteis para culturas de dermatofitos, porque alguns especimes (p. ex., unhas) 
podem conter microbiota fungica transitoria, que poderia proliferar excessivamente e obscurecer a presenpa dos dermatofitos. Do 
mesmo modo, alguns patogenos dimorficos (p. ex., H. capsulatum) tern crescimento lento e poderiam ser suplantados pelos esporos 
indesejaveis de uma especie contaminante (p. ex., Aspergillus niger). A presenga da ciclo-heximida poderia inibir o crescimento do 
fungo contaminante e permitir que o fungo patogenico cresqa. 

Tambem nesse caso, sempre que se utiliza ciclo-heximida, e essencial paralelamente incluir um meio semelhante sem este farmaco. 
Isso ocorre porque a doenga do paciente pode, na verdade, ser causada por uma especie de fungo sensivel a ciclo-heximida e, quando se 




utiliza apenas um meio contendo este farmaco, o resultado da cultura poderia ser falso-negativo. 

Incubacao das culturas para fungos 

Hoje em dia, recomenda-se que todas as culturas para fungos sejam incubadas a uma temperatura controlada de 30°C. A pratica mais 
antiga de incubar um segundo conjunto de placas a 35°C para isolar leveduras dos fungos dimorficos nao tem relagao de custo- 
beneficio favoravel e tambem e desnecessaria, em vista dos metodos moleculares disponlveis atualmente para confirmar fungos 
patogenicos dimorficos. Do mesmo modo, a pratica antiga de tentar converter os fungos isolados suspeitos de serem bolores dimorficos 
em sua forma de levedura foi praticamente substituida pelos ensaios com sondas de acido nucleico ou por outros metodos moleculares. 
O ensaio com sondas de acido nucleico pode ser realizado logo que as colonias sejam visualizadas nos meios de isolamento primario, 
antes da observagao da esporulagao tipica nos casos em que se suspeita de doengas causadas por esses fungos. 


Tabela 21.5 Meios de cultura para fungos mais comumente usados e suas indicagoes. 


Meios de cultura 

Ingredientes essenciais 

Indicagoes de uso 

Agar de infusao BHI 

Infusoes de cerebro de bezerro e coragao de boi; proteose peptona, 
NaCI, fosfato dissodico e agar. (Cido-heximida e doranfenicol 

podem ser acrescentados para o isolamento seletivo dos 

dermatofitos e bolores dimorficos.) 

Isolamento primario dos fungos saprofiticos e dimorficos 

Agar inibitorio de bolores 

Triptona, extrato de carne, extrato de leveduras, dextrose, amido, 

dextrina, doranfenicol, gentamicina e tampoes salinos 

Isolamento primario de fungos de especimes que content microbiota 

bacteriana 

Agar Mycosel e Mycobiotic" 

Fitona peptona, dextrose, agar, cido-heximida, doranfenicol 

Isolamento primario dos dermatofitos e fungos dimorficos 

Agar Sabouraud dextrose com 

infusao BHI 

Flocos de batata, dextrose e agar 

Isolamento primario dos fungos saprofiticos e dimorficos, 

principalmente cepas exigentes 

Agar dextrose de Sabouraud 

Dextrose, neopeptona, agar 

Embora seja o meio utilizado tradicionalmente, ele nao e ideal. Os 

fungos crescem bem no meio, mas nao esporulam bem em razao 

da concentragao alta de glicose 

Agar de flocos de batata 

Flocos de batata, dextrose, agar 

Isolamento primario dos fungos saprofiticos e dimorficos, 
principalmente cepas exigentes de crescimento lento 


Todas as culturas de fungos devem ser incubadas por 30 dias no minimo, antes que sejam descartadas como negativas, mesmo que 
as placas paregam contaminadas por bacterias ou outros fungos. Por exemplo, as colonias de H. capsulation podem ser detectadas 
crescendo na superficie das colonias de Candida albicans ou no topo de bolores contaminantes. 

A escolha de usar tubos ou placas de cultura e opcional. Alguns laboratories pouco movimentados, cujos profissionais podem nao 
estar familiarizados com o manuseio de fungos, ou nos quais os espagos na incubadora ou nas areas de armazenamento podem ser 
concorridos, tem optado por usar tubos. Os tubos de cultura grandes (150 x 25 mm) com tampas rosqueaveis sao recomendados. Os 
meios de cultura devem ser derramados em faixas inclinadas espessas, de forma a evitar desidratagao durante o perlodo prolongado de 
incubagao. Depois da inoculagao do meio, a tampa nao deve ficar muito apertada, porque o ambiente anaerobio que logo se forma inibe 
o crescimento dos fungos. A tampa deve ser suficientemente apertada, de forma que nao se desprenda e caia, mas nao muito a ponto de 
estar totalmente apertada (/. e., ela deve “sacolejada” quando e suavemente agitada). A facilidade do transporte das culturas em tubos e 
outra vantagem. A desvantagem principal e a dificuldade de preparar laminas coradas para exame microscopico. O uso dos tubos 
diminuiu significativamente nos ultimos anos, provavelmente em razao dessa ultima desvantagem. 

Ao contrario dos tubos, as placas de Petri tem a vantagem de oferecer uma superficie mais ampla de crescimento, resultando em 
separagao mais nltida das colonias e tornando mais facil examinar as culturas e preparar subculturas. As colonias de fungos em cultura 
mista sao mais faceis de separar e trabalhar individualmente. As preparagSes de tease mount ou de fita transparente sao realizadas mais 
eficientemente com as culturas em placas e isto pode aumentar as chances de alcangar uma identificagao mais rapida. Como as culturas 
em placas podem desidratar durante o perlodo longo de incubagao, elas podem ser colocadas em um saco de poliester umedecido e 
selado, ou a borda da placa de Petri pode ser selada com fita permeavel ao oxigenio. Quando uma incubadora e utilizada apenas para as 
culturas de fungos, colocar na prateleira do fundo um recipiente piano aberto com agua ajuda a fomecer umidade necessaria ao 
isolamento ideal. Contudo, o recipiente com agua deve ser lavado rotineiramente de forma a controlar o crescimento de bolores 
ambientais na agua. 

Abordagem laboratorial para a identificagao presuntiva de fungos isolados 

Quando o exame visual de uma placa de cultura detecta crescimento de um provavel fungo, varias caracteristicas da colonia podem ser 
avaliadas para determinar a qual grupo principal pertence o fungo isolado. A Tabela 21.6, que esta baseada na observagao das culturas 
primarias de fungos incubados a 30°C, oferece um guia para a identificagao dos generos e das especies dos fungos clinicamente 
importantes com base na morfologia e nas caracteristicas microscopicas das cepas isoladas na pratica clinica. Quando o fungo isolado 



forma um micelio aereo cotonoso ou lanuginoso, deve-se considerar uma dentre as diversas especies de bolores. Quando o bolor cresce 
rapidamente, nao apresenta uma borda externa e preenche a placa de Petri dentro de 48 a 72 horas, deve-se considerar a presenga de um 
zigomiceto (Painel 21.1 no fim deste capitulo). 

Os bolores que crescem dentro de 3 a 5 dias, tern bordas bem-defmidas e sao brancos ou tom pastel na superflcie, frequentemente 
com periferia branca de crescimento recente, quase certamente pertencem ao grupo dos fungos hialinos septados. O Painel 21.2 
descreve os elementos fundamentals para a identificagao dos bolores hialinos septados, enquanto o Painel 21.3 descreve com mais 
detalhes a identificapao dos bolores isolados de raspados de pele, aparas de unha ou cabelos (ou pelos), que podem ser dermatofitos. 

Uma das especies dimorficas deve ser considerada quando se formam bolores que geralmente tem crescimento mais lento (7 a 14 
dias) e formam micelio aereo em favos de mel delicados e, em geral, sao brancos ou acinzentados. Os bolores dimorficos encontram-se 
em sua forma filamentosa quando sao incubados a temperatura ambiente (25° a 30°C) e na forma de leveduras a temperatura corporal 
(35° a 37°C). Com o isolamento inicial, as coldnias de alguns bolores dimorficos podem ter focos de leveduras quando sao incubadas a 
30°C; estes focos tomam-se mais inteiramente filamentosos com o tempo, mas e importante reconhecer este processo para evitar erros 
de identificagao. Os fungos dimorficos podem ser convertidos, algumas vezes com dificuldade, da forma de bolor para a de levedura 
com a incubaqao de uma subcultura em agar enriquecido a 35° a 37°C; contudo, como foi mencionado antes, este procedimento 
raramente e realizado em razao da disponibilidade dos metodos moleculares. O Painel 21.4 ilustra a abordagem a identificagao das 
especies dos fungos dimorficos. 

Um dos bolores demacios deve ser considerado quando as colonias formam micelio cinza-escuro ou negro, que e definido mais 
facilmente quando se examina o inverso marrom ou preto da colonia. O Painel 21.5 descreve a identificagao dos generos e das especies 
dos fungos saprofiticos de crescimento mais rapido, que fazem parte deste grupo. O Painel 21.6 ilustra os elementos essenciais a 
identificagao das especies demacias patogenicas de crescimento mais lento, que estao associadas a cromoblastomicose e ao micetoma. 

Quando a colonia tem aspecto liso, cremoso, viscoso ou pastoso, deve-se considerar a presenqa de uma levedura. Veja no Painel 
21.7 os elementos para a identificagao dos generos e das especies de leveduras mais comuns e das que sao encontradas menos 
comumente, inclusive as especies semelhantes as leveduras que formam artroconidios e produzem micelio aereo baixo e as “leveduras 
negras”. 


Tabela 21.6 Identificagao dos fungos clinicamente importantes, crescimento inicial a 30°C. 

Coldnias de fungos hialinos Fungos demacios 


Crescimento em 
em menos de 3 
dias 

Hifas largas e 
paucisseptadas 

Suspeitarde 

zigomicetos: 

Rhizopus 

Mucor 

Rhizomucor 

Lichtheimia 

Syncephalastrum 

Circinella 

Cunninghamella 


Crescimento em3a 
5 dias 

Hifas hialinase 
septadas 

Suspeitarde 
fungos que 
causam hialo- 
hifomicose: 

Comdios em 
cadeia: 

Aspergillus 

Penicillium 

Paecilomyces/ 

Purpureocillium 

Scopulariopsis 

Comdios em 
grupo: 

Acremonium 

Fusarium 

Trichoderma 

Gliocladium 


Crescimento em 3 a 5 Crescimento em 
dias mais de 5 dias 


Colonias geralmente 
granulosase 
pigmentadas; 
hifas septadas e 
hialinas 

Suspeitarde 

dermatofitos 

Genero 

Microsporum 

Comuns: 

Microsporum canis 

Microsporum gypseum 

Incomuns: 

Microsporum audouinii 

Microsporum nanum 

Genero 

Trichophyton 

Comuns: 

Trichophyton rubrum 


Hifas hialinase 
delgadas 

Crescimento em 
agar com ciclo- 
heximida 

Formam leveduras 
quandosao 
incubadasa 
35°C, exceto as 
especies de 
Coccidioides 

Suspeitarde 

fungos 

dimorficos: 

Blastomyces 

dermatitidis 

Coccidioides spp. 

Histoplasma 

capsuiatum 

Complexo 

Sporothrix 

schenckii 


Crescimento em 3 
a 5 dias 

Colonia escura; 
inverso preto; 
hifas 

castanho- 
douradas e 
septadas 

Suspeitardos 
fungos que 
causam feo- 
hifomicose 

Comdios 

muriformes: 

Alternaria 

Ulocladium 

Stemphylium 

Epicoccum 

Comdios 
divididos 
apenas por 
septos 
transversals: 


Crescimento em mais de 5 
dias 

Colonia escura; inverso 
preto; hifas castanho- 
douradase septadas 

Suspeitardos fungos 
que causam 
cromoblastomicose 
ou micetoma 

Esporulagaotipo 
Cladosporium: 

Cladophialophora carrionii 

Cladophialophora 
bantianum 

Esporulacao tipo 
Phialophora: 

Phialophora verrucosa 

Pleurostomophora 
richardsiae 


Exophiala spp. 

Esporulacao tipo 
Acrotheca: 

Fonsecaea pedrosoi 


Coldnias de 
Leveduras 

Crescimento de 2 a 
5 dias 

Colonias lisas, 
pastosas ou 
mucoides: 

Suspeitarde 

leveduras 

Comuns: 

Candida albicans 

Candida spp. 

Cryptococcus 

neoformans 

Outras especies de 
Cryptococcus 

Rhodotoruia spp. 

Incomuns: 

Hansenula 

anomala 

Malassezia spp. 

Saccharomyces 


Coldnias 

Leveduriformes 

Crescimento em 2 a 5 
dias 

Coldnias 

leveduriformes 
com micelio 
aereo baixo 

Produzem 

artroconidios 

Suspeitarde: 

Geotrichum 

candidum 

Trichosporon spp. 

Blastoschizomyces 

capitus 



Conidios unicos: 

Trichophyton 

Paracoccidioides 

Curvularia 

Fonsecaea compacta 

Leveduras 



Complexo 

mentagrophytes 

brasiliensis 

Bipolaris 


pretas: 



Pseudallescheria 

Trichophyton tonsurans 


(Drechslera) 


Exophiala 



boydii 

Trichophyton 


Exserohilum 


werneckii 



Chrysosporium 

verrucosum 


Formam 


Leveduras dos 



Sepedonium 

Incomuns: 


picnidios: 


fungos 

dimorficos 




Trichophyton 

violaceum 


Phoma 

Chaetomium 


(incubacaoa 

35°C) 




Trichophyton 

schoenleinii 


Conidios unicos: 






Genero 

Epidermophyton 

Epidermophyton 


Scedosporium 

prolificans 






floccosum 






Veja caracterfsticas 

Veja caracterfsticas 

Veja caracterfsticas de 

Veja caracterfsticas 

Veja 

Veja caracterfsticas de 

Veja caracterfsticas 

Veja caracterfsticas de 

de 

de identificacao 

identificacao no 

de identificacao 

caracterfsticas 

identificacao no 

de 

identificacao no 

identificacao 

no Painel 21.2 

Painel 21.3 

no Painel 21.4 

de 

Painel 21.6 

identificacao 

Painel 21.7 

no Painel 21.1 




identificacao 


no Painel 21.7 






no Painel 21.5 





Depois de realizar as observapoes iniciais descritas na Tabela 21.6 e o fungo isolado tiver sido colocado entre um dos grupos 
referidos nessa tabela, sao necessarios testes adicionais para chegar a identificacao final do genero/especie utilizando os seguintes 
criterios microscopicos: 

• Se forem observadas hifas, determinar sua estrutura 

° Septada ou cenocltica (/. e., paucisseptadas/asseptadas) 

° Ramificada (em caso positivo, com quais angulos) ou nao ramificada 
° Pigmentada ou nao pigmentada 
° De largura uniforme ou desigual 
° Composta de artroconidios ou pseudo-hifas 

• Detenninar a estrutura e a deriva^ao dos corpos fmtificantes 
° Definir o tipo de conidia^ao 

° Detenninar o tamanho, a forma e a configura^ao dos conidios 

• Verificar a existencia de estruturas diagnosticas especiais: picnidios, cleistotecios, celulas de Hiille 

• Se forem observadas apenas leveduras 

° Observar seu tamanho, forma e configura^ao 
° Verificar a existencia ou inexistencia de uma capsula 

° Detenninar o tipo de blastoconidiagao - as celulas descendentes sao isoladas ou multiplas? 

• A Tabela 21.7 descreve diretrizes adicionais para a identificacao presuntiva dos fungos com base no exame microscopico dos 
especimes clinicos. 

Identificacao ampliada de genero/especie no laboratorio 

A Tabela 21.6 tambem pode ser usada para definir a extensao com que as identificaqoes dos generos e das especies sao necessarias na 
maioria das condi?5es clinicas. Como praticamente todos os fungos filamentosos isolados em cultura pura de areas corporais 
normalmente estereis podem ser patogenos oportunistas, as conelagoes clinicas sao recomendaveis antes de descartar o fungo isolado 
como insignificante. As identifica^oes das especies nao precisam ir alem das que estao relacionadas no algoritmo; outros fungos 
isolados e nao identificados especificamente devem ser relatados com os nomes apropriados do genero e (se tiver aspecto tipico) da 
especie (p. ex., Aspergillus fumigatus e especies de Fusarium). 

Como as leveduras sao isoladas comumente como comensais da pele e dos especimes respiratorios, a investiga^ao definitiva deve 
ser limitada e realizada apenas quando ha indicaqao clinica. As leveduras clinicamente significativas isoladas dos tecidos 
(principalmente se forem encontrados elementos fungicos em cortes histologicos corados) e dos liquidos corporais e aspirados 
nonnalmente estereis devem ser identificadas nos niveis do genero e da especie. Isso pode ser realizado facilmente com os metodos 
disponiveis no mercado. A identificacao de detenninadas especies (p. ex., Candida krusei) preve resistencia a alguns antifungicos, 
inclusive derivados imidazolicos. As cepas isoladas de swabs ou feridas superficiais devem ser avaliadas quanto ao seu significado 



clinico. Os criterios com base nos quais os fungos incluidos na Tabela 21.6 podem ser identificados estao descritos a seguir. A descrigao 
dos criterios de identificagao mais detalhados para os diversos fungos seguira a ordem das colunas da Tabela 21.6, com referencias aos 
Paineis 21.1 a 21.7 localizados no final deste capitulo. 

Zigomicetos (glomeromicetos) e zigomicose (glomeromicose) 

Generos principals dos zigomicetos 

Os fungos que fazem parte do filo Zygomycota passaram por uma reclassificaqao taxonomica e atualmente sao conhecidos como 
Glomeromycota. Por tradigao, a terminologia antiga e conservada aqui, porque ela e utilizada comumente na pratica medica. Os fungos 
desse grupo estao amplamente distribuidos como habitantes ambientais do solo, esterco e materia vegetal, mas sao encontrados mais 
comumente nos bolores do pao. Em geral, os seres humanos sao infectados por inalagao dos esporos suspensos no ar, embora a ingestao 
de alimentos contaminados possa causar doenga gastrintestinal primaria. A inoculagao direta e a contaminagao de feridas podem causar 
infecgoes cutaneas primarias. A maioria dos zigomicetos tern tendencia a invasao das paredes dos vasos sanguineos pelas hifas ( i. e., 
angioinvasao) depois do estabelecimento da infecgao primaria e, em muitos casos, resultam na disseminagao de trombos micoticos e 
formagao de focos metastaticos em alguns orgaos. Alem disso, esses fungos podem ser levados ao longo dos nervos que circundam os 
conjuntivos frouxos ( i. e., perineuro) como forma de disseminagao local da infecgao. 


Tabela 21.7 Identificagao presuntiva dos fungos com base no exame microscopico direto do material obtido de especimes 
clinicos. 


Observances presuntivas da microscopia direta 

Identificanao 

Hifas relativamente pequenas (3 a 6 pm) com tamanho homogeneo, que se ramificam dicotomicamente em angulos de 45° 

com septos transversais bem-definidos 

Aspergillus spp. ou outros bolores hialinos (p. ex., 

Fusarium ou Pseudallescheria ) 

Hifas de tamanho irregular (6 a 50 pm), em forma de fitas e paucisseptadas 

Zigomicetos: Rhizopus, Mucor, Lichtheimia 

Hifas pequenas (2 a 3 pm) e regulares, alguma ramificagao com artrosporos retangulares em alguns casos; encontradas 

apenas na pele, nos raspados de unha e nos cabelos (pelos) 

Grupo dos dermatofitos: 

Microsporum spp. 

Trichophyton spp. 


Epidermophyton spp. 

Hifas com diametro homogeneo (3 a 6 pm), paredes paralelas, ramificagao irregular, septadas, castanho-douradas escuras 

Fungos demacios 

Hifas com pontos de constrigao bem-demarcados, semelhantes a salsichas ligadas (pseudo-hifas) com leveduras em 

germinagao (blastoporos) em muitos casos 

Candida spp. 

leveduras esfericas e de tamanho irregular (5 a 20 pm), dassicamente com uma capsula polissacaridica espessa (nem todas 
as celulas parecem encapsuladas), com um ou mais botoes ligados por uma constrigao estreita 

Cryptococcus neoformans 

Cryptococcus spp. 

leveduras pequenas em germina^ao, tamanho relativamente homogeneo (3 a 5 pm), com um linico botao ligado por uma 
base estreita, no meio extracelularou dentro dos macrofagos 

Histoplasma capsulatum, Candida glabrata e outras 

leveduraspequenas 

leveduras grandes (8 a 20 pm) com celulas aparentando ter paredes espessas com contorno duplo e um unico botao ligado 

por uma base larga 

Blastomyces dermatitidis 

Esferulas grandes, de tamanho irregular (10 a 50 pm) e paredes espessas, das quais algumas contem endosporos 

arredondados pequenos (2 a 4 pm) 

Coccidioides spp. 


Os zigomicetos importantes sob o ponto de vista medico sao separados em duas ordens: Mucorales e Entomophthorales. 139 Os 
fungos dessa primeira ordem sao encontrados mais comumente na clinica medica. Os seis membros da ordem Mucorales, que estao 
descritos nesta segao e conforme aparecem no Painel 21.1 sao Rhizopus spp., Mucor spp., Lichtheimia (antes Absidia) spp., 
Syncephalastrum spp., Circinella spp. e Cunninghamella spp. Esses fungos podem ser identificados com base nos criterios descritos 
nessa tabela. Rhizomucor pusillus, Saksenae vasiformis, Apophysomyces elegans e os fungos entomoftoromicoticos ( Conidiobolomyces 
coronatus e Basidiobolobus spp.) raramente sao encontrados nos laboratories clinicos e nao serao mais mencionados aqui. 

Como esta demonstrado no Painel 21.1, o primeiro indicio ao diagnostico da zigomicose e o isolamento de uma colonia de 
crescimento rapido no meio de cultura primaria para fungos, geralmente nas primeiras 48 a 72 horas, com superficie do agar coberta por 
um micelio lanuginoso que se estende de uma borda a outra da placa de Petri; estes fungos tambem sao conhecidos como “levantadores 
de tampa” em razao do seu crescimento rapido (Prancha 21.1 A e B). O exame microscopico de uma lamina preparada com material 
retirado da colonia demonstra hifas largas com largura irregular, que se assemelham a fitas. As hifas sao paucisseptadas (/. e., as 
septagSes sao raras) e podem ser asseptadas em determinado campo microscopico (Figura 21.7). Com as especies encontradas mais 
comumente (p. ex., Rhizopus e Mucor), os esporos conhecidos como esporangiosporos sao produzidos em estruturas saculares 



denominadas esporangios (Figura 21.8). Depois da detec<;ao e da caracteriza^ao dos esporangios, o microscopista deve verificar a 
presenga ou ausencia de estruturas radiculares conhecidas como rizoides (Figura 21.9). 

A identificagao no nlvel do genero, que e a unica coisa necessaria na pratica clmica, pode entao ser realizada com base nos criterios 
descritos no Painel 21.1; a seguir, apresentamos as describes e as citagoes das figuras de referenda. 

Especies de Rhizopus. O elemento fundamental a identifica^ao das especies de Rhizopus e a formapao e a localiza^ao das estruturas 
radiculares bem definidas conhecidas como rizoides. Os rizoides derivados caracteristicamente das hifas situadas imediatamente na 
base dos esporangioforos sao conhecidos como “nodosos” (Figura 21.10). Os esporangioforo das especies de Rhizopus podem medir 
ate 1.000 pm e terminam em uma columela concava, que se estende adentro do esporangio sacular. O colapso do esporangio pos- 
maduro semelhante a um guarda-chuva pode ser observado mais claramente na imagem ampliada da Figura 21.11. Esse colapso, que e 
observado comumente com uma caracteristica secundaria das culturas mais antigas, e especialmente util para facilitar a identifica^ao 
preliminar quando os rizoides nao estao bem-desenvolvidos. 



■ FIGURA 21.7 Fotomicrografia das hifas das especies de zigomicetos que sao largas e semelhantes a fitas. Observe o citoplasma claro e a 
inexistencia de septos nesse campo. 



■ FIGURA 21.8 Fotomicrografia de um esporangio de especie de Mucor, que e a estrutura reprodutiva assexuada formada por muitos 
zigomicetos. 





■ FIGURA 21.9 Fotomicrografia dos rizoides radiculares de especie de Rhizopus, que sao um aspecto diferenciador importante dos zigomicetos. 

Lichtheimia (anteriormente considerada limit especie). As especies de Lichtheimia tem em comum com as especies de Rhizopus a 
formagao dos rizoides. Contudo, os rizoides das especies de Lichtheimia diferem porque geralmente sao mais delicados e originam-se 
das hifas situadas entre os conidioforos, uma derivagao conhecida como “internodoso” (Figura 21.12). Os esporangioforos podem 
ramificar. Um aspecto secundario importante, principalmente nas cepas em que os rizoides nao sao bem-desenvolvidos, e a expansao 
funicular do conidioforo tenninal formando uma estrutura conhecida como apoflse (Figura 21.13). 



■ FIGURA 21.10 Fotomicrografia da estrutura frutificante das especies de Rhizopus. Os rizoides (seta) do Rhizopus ocorrem na base do 
esporangioforo, razao pela qual sao descritos como “nodosos” em sua localizagao. Nessa preparagao, os esporangioforos tinham rompido e 
liberado os esporangiosporos. 




■ FIGURA 21.11 Visao ampliada de um esporangio pos-maduro de especie de Rhizopus ilustrando o colapso tipico semelhante a um guarda- 
chuva. 


Especies de Syncephalastrum. As especies de Syncephalastrum diferem dos outros zigomicetos quanto a forma e a configura^ao 
dos esporangios. Em vez de ter a forma de um esporangio esferico, as especies de Syncephalastrum produzem merosporangios, que 
sao cilindricos e estao dispostos como “petalas de margarida” ao redor de uma columela esferica relativamente curta (10 a 50 pm) 
(Figura 21.14). Os esporangioforos estao alinhados um depois do outro em paralelo dentro de cada merosporangio. Com amplia^ao 
baixa, esse aspecto e semelhante ao de Aspergillus flavus; contudo, quando a morfologia da coldnia, a estrutura das hifas e os detalhes 
do corpo fiutificante sao analisados detalhadamente, a diferenciaqao e facil. Em alguns casos, esses fungos formam rizoides 
rudimentares. 



■ FIGURA 21.12 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante de especie de Lichtheimia, ilustrando a derivapao intermodal tipica dos 
conidioforos. Observe a localizapao intermodal dos rizoides (/'. e., nao na base do esporangioforo). 

Especies de Circinella. O elemento identificador fundamental das especies de Circinella e a curvatura posterior bem-defmida dos 
esporangioforos. Os esporangioforos emergem lateralmente das hifas, curvam-se imediatamente em direpao contraria e terminam em 
um esporangio globoso, que geralmente e preenchido com esporangiosporos matrons (Figura 21.15). As especies de Circinella nao 
formam rizoides. 









■ FIGURA 21.13 Amplificapao maior da apofise (seta) de especie de Lichtheimia, que e uma expansao funicular da extremidade distal de um 
esporangioforo. 




■ FIGURA 21.14 Fotomicrografia e esbopo da estrutura frutificante das especies de Syncephatastrum, ilustrando os esporangios irradiando-se ao 
redor de uma columela esferica. Com amplificapao baixa, essa configurapao pode ser confundida com a de uma especie de Aspergillus pelo 
micologista inexperiente. 




Especies de Cunninghamella. A esporula^ao das especies de Cunninghamella difere dos outros zigomicetos porque produz esporos 
esfericos especializados conhecidos como esporanglolos, que emergem da superficie de uma columela globosa grande; ao contrario dos 
outros zigomicetos descritos ate aqui, estes esporos nao ficam presos dentro de um esporangio (Figura 21.16). Um denticulo filifonne 
minusculo pode ser detectado sob amplia^ao maior e conecta cada esporangiolo a uma area da columela. 

Especies de Mucor. A identifica^ao das especies de Mucor frequentemente e realizada depois da exclusao de todos os outros 
zigomicetos descritos antes. As especies de Mucor nao formam rizoides. Os esporangioforos derivam-se separadamente do micelio e 
podem ser ramificados ou nao. Cada esporangioforo termina em uma columela ligeiramente bulbosa, que se estende para dentro de um 
esporangio esferico com parede lisa (Figura 21.17). Os esporangiosporos sao esfericos ou elipsoides e podem ser hialinos ou 
pigmentados em castanho-amarelado. 




■ FIGURA 21.15 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Circinella, ilustrando a curvatura posterior tipica dos 
esporangioforos. 







■ FIGURA 21.16 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Cunninghamella, ilustrando os esporangiolos esfericos 
originados da superficie de uma columela globosa. 

Histopatologia das infecgoes causadas por zigomicetos 

Nos cortes histologicos, as hifas paucisseptadas-asseptadas largas (semelhantes a fitas) dos zigomicetos geralmente sao diferentes das 
hifas dos outros fungos filamentosos. As hifas variam de 3 a 25 pm em largura, suas paredes nao sao paralelas e comumente tendem a 
quebrar-se em fragmentos pequenos (Figura 21.18). Em geral, as hifas nao se coram bem com o corante acido periodico de Schiff (PAS) 
ou prata metenamina de Gomori (GMS) para fungos. Nos casos tipicos, a reagao dos tecidos subjacentes e purulenta e hifas intactas e 
fragmentadas geralmente sao detectadas entre os neutrofilos e restos neutrofilicos. Septos ocasionais podem ser detectados e isto explica 
por que se prefere o termo hifas “paucisseptadas” em vez de “asseptadas”. Alguns autores sugeriram o termo mais recente hifas 
mucoraceas para descrever as hifas desses fungos. Os zigomicetos tambem mostram predile?ao por invadir os vasos sanguineos e 
causar infartos hemorragicos; esta e uma das razoes pelas quais os tecidos infectados geralmente parecem chamuscados ou queimados. 
Esses fungos comumente se estendem ao longo do perineuro como mecanismo de invasao local. Alem da zigomicose invasiva, esses 
fungos tambem podem formar uma bola fungica nas cavidades do corpo; nestes locais, os corpos frutificantes tipicos completos com 
esporangios e esporangiosporos podem ser detectados ocasionalmente. 



■ FIGURA 21.17 Fotomicrografia da estrutura frutificante das especies de Mucor. Observe que nao ha rizoides. Os esporangioforos terminam em 
uma columela globosa dentro dos esporangios, que contem os esporangiosporos. 



■ FIGURA 21.18 Fotomicrografia de um code histologico, ilustrando as hifas paucisseptadas-asseptadas grandes, fragmentadas, largas com 
dimensoes irregulares, que sao tipicas das especies de zigomicetos (H&E, 400). 

O Quadro de correlates cllnicas 21.1 descreve as slndromes cllnicas causadas pelos zigomicetos. 


Fungos hialinos e hialo-hifomicoses 


Ajello 6 cunhou originalmente o termo “hialo-hifomicose” para representar um grupo de infec?5es fungicas oportunistas causadas por 
varios bolores saprofiticos de crescimento rapido. Ele acreditava que esse termo poderia ser menos confuso para os medicos que a 
utilizaqao dos nomes especificos como peniciliose, pecilomicose, fusariose e outros. Entretanto, desde entao, os profissionais dos 
laboratories tomaram-se mais competentes para realizar a identificagao no nivel de genero de varios fungos incluidos nesse grupo e os 
medicos adquiriram mais experiencia com as aplica^oes clinicas dos laudos laboratoriais, que referem os nomes dos generos ou das 
especies dos fungos hialinos mais comumente isolados. Os laboratories devem realizar a identificagao dos agentes etiologicos da hialo- 
hifomicose por meio da cultura. E importante diferenciar esses fungos, uma vez que hoje existem mais opgoes de antifungicos 
sistemicos que antes e que alguns destes fungos sao resistentes a anfotericina B. A identificagao baseada em cultura e especialmente 
importante, porque Aspergillus spp. e outros bolores hialinos podem parecer semelhantes nos cortes histologicos. Cada micologista 
precisa determinar a extensao com que deve descrever as identificagoes no nivel do genero/especie, de forma a atender melhor as 
necessidades dos medicos aos quais prestam servigos. 


Quadro de correlates clinicas 


21.1 


Zigomicose. 


Os fungos classificados como zigomicetos estao amplamente distribuidos nos ambientes como solo, estrume e materia vegetal. Em geral, os seres humanos sao infectados pelas 
vias respiratorias superiores quando inalam esporos suspensos no ar, embora a ingestao de alimentos contaminados possa causar doenga gastrintestinal primaria ou a 
inoculagao direta das laceragoes traumaticas da pele e das mucosas possa causar infeegao mucocutanea primaria. A tendencia demonstrada por essas hifas de invadir as 
paredes dos vasos sanguineos depois da infeegao primaria causa disseminagao dos trombos micoticos e formagao de focos metastaticos em alguns orgaos. 

Na maioria dos casos, as zigomicoses ocorrem como infeegoes oportunistas dos pacientes imunossuprimidos. Entre os fatores de risco do hospedeiro estao diabetes melito 
(especialmente durante os periodos de acidose), neutropenia, tratamento imunossupressor prolongado (p. ex., depois de um transplante de medula ossea), 60 uso prolongado 
de antibioticos e violagao da integridade da barreira cutanea em consequencia de traumatismo, feridas cirurgicas, picadas de agulha ou queimaduras. 233 Esses autores tambem 




sugeriram que a doeni;a angioinvasiva seja uma complicate! comum, resultando em trombose vascular, infarto dos tecidos afetados e destruiijao dos tecidos por agao de 
proteases, lipases e micotoxinas. A libera^ao dos trombos micoticos dos focos primarios pode causar doem;a disseminada. As formas da doen^a mais comumente encontradas 
sao rinocerebral, pulmonar, cutanea e disseminada. 

Uma revisao publicada por Prabhu e Patel 226 reiterou a maior parte dos fatores de risco mencionados antes. Em particular, os autores mencionaram que neoplasias 
malignas hematologicas, transplante de medula ossea ou celulas-tronco perifericas, neutropenia, transplantes de orgaos solidos, diabetes melito com ou sem cetoacidose, uso 
excessivo de corticosteroides e tratamento com desferrioxamina para sobrecarga de ferro eram as condiijoes predisponentes a infeqao. A enfase e voltada para a redugao das 
taxas de mortalidade alta, que podem chegar a 100%, dependendo das doem;as coexistentes. 0 prognostic favoravel depende do diagnostic precoce, do tratamento da 
condigao clinica subjacente, da intervengao cirurgica (quando necessaria) e do tratamento com anfotericina B. As preparagoes lipidicas com doses altas de anfotericina B e o uso 
de oxigenio hiperbarico sao estrategias especificas com utilidade potencialmente comprovada no tratamento da zigomicose, conforme foi demonstrado por Gonzalez, Rinaldi e 
Sugar. 103 Urn fato extremamente importante e que esses fungos sao intrinsecamente resistentes ao voriconazol. Rhizopus e o genero de zigomicetos isolado mais comumente 
nas culturas de materiais de feridas humanas, seguido das especies de Mucor. Outros zigomicetos sao encontrados menos comumente. As especies de Cunninghamella sao 
encontradas incomumente nos laboratories clinics. No entanto, varios relatos de casos indicam que esse microrganismos tenham sido isolados como agentes etiologies de 
todas as formas mais comuns de zigomicose - doen^as rinocerebral, pulmonar, cutanea e disseminada. Kontoyianis etal.' 5 - descreveram os fatores clinics que comumente 
predispoem as infeegoes por Cunninghamella bertholetiae, ou seja, tratamento pregresso com corticosteroides, granulocitopenia grave prolongada e diabetes melito. Febre e 
pneumonia eram as apresenta^oes clinicas mais comuns nessa serie de pacientes, geralmente indicando doenga disseminada. As infeegoes por Cunninghamella geralmente tern 
progressao rapida e, na maioria dos casos publicados na literatura, a evolugao quase sempre e fatal. Tratamento agressivo com anfotericina B, ressec^ao dos tecidos infectados e 
controle da doen^a subjacente podem reverter essa tendencia. 

Doenca rinocerebral 

Em geral, esse tipo de infeegao corner com sinusite, que progride para doenga invasiva local com edema das palpebras, proptose, anestesia malar e oftalmoplegia interna e 
externa. Em alguns casos, a infeqao progride rapidamente, embora tambem tenham sido descritas formas cronicas lentamente progressivas. 121 Alguns pacientes podem 
expelir secregao nasal sanguinolenta, espessa e escura; o material desbridado do seio paranasal pode parecer escuro e hemorragico em razao da invasao vascular e do infarto. 
Meningite e cerebrite podem ocorrer por disseminagao direta e geralmente sao fatais. A doen?a cerebral localizada nao e comum e ocorre mais frequentemente nos usuarios de 
drogas IV. 187 Nenoff etal. 97 relataram urn caso de infeegao cerebral ascendente em urn paciente pos-transplante, que desenvolveu amaurose (cegueira) total bilateral. Tambem 
existem relatos de doenca cerebral nos pacientes aideticos provavelmente relacionada com o uso de drogas injetaveis. Confusao e transtornos do humor sao os sinais iniciais 
mais comuns do acometimento cerebral. Lesoes expansivas e abscessos cerebrais sao encontrados nos dependentes quimicos. Quando ocorrem sintomas cerebrais, o processo 
comumente evolui ao obito em pouco tempo. Tambem podem ocorrer infeegoes nao invasivas com formai;ao de bolas fungicas nos seios paranasais. 

Doenca pulmonar 

As radiografias podem demonstrar infiltrados nodulares finos ou difusos e maldefinidos. 1 ' 12 A formaciio de bolas fungicas em lesoes cavitarias naturais ou pos-infecciosas 
preexistentes tambem pode ocorrer. Dor toracica, hemoptise e tosse produtiva com expectora^ao de escarro purulento ou sanguinolento sao manifestagoes clinicas comuns. Em 
geral, a doenca pulmonar subaguda e intrabronquica e ha formagao de tampoes de mucina. A pleura pode ser afetada em alguns casos. As infeegoes pulmonares ocorrem nos 
pacientes imunossuprimidos, inclusive receptores de transplantes de pulmao. 

Doencacutanea 

Em geral, a doenga cutanea e secundaria a traumatismos com contaminagio por terra, 277 ocorre nos pacientes com queimaduras 56 e ocasionalmente em razao da implantagao 
direta por bandagens Elastoplast’. 214 Em alguns casos, o acometimento dos tecidos subcutaneos por disseminagao hematogenica pode complicar a doenga disseminada. Nesses 
pacientes, podem ser encontradas lesoes como placas violaceas pequenas ou celulite, ulceragao e gangrena. Recentemente, os zigomicetos da ordem Entomophthorales foram 
citados em casos de doenca subcutanea, principalmente em criam;as e adultos jovens das regioes tropicais ou subtropicais. Gugnani 05 revisou as infeqoes causadas por 
Basidiobolus ranarum, que se evidenciam por lesoes granulomatosas flutuantes, principalmente nas pernas e no tronco, que sao causadas por traumatismo cutaneo e/ou 
picadas de insetos. lodeto de potassio, anfotericina B e derivados azolicos tern sido usados com sucesso no tratamento desses casos. 

Doenca disseminada 

Quase todos os orgaos podem ser afetados quando a doenca dissemina-se dos focos infecciosos primarios dos pulmoes, seios paranasais e trato gastrintestinal. 275 Os pacientes 
infectados mais comumente sao imunossuprimidos em razao da idade (criangas muito pequenas ou individuos muito idosos), tratamento imunossupressor ou doem;as 
coexistentes como neoplasias malignas hematologicas (especialmente durante os periodos de leucopenia profunda), diabetes melito e lupus eritematoso. 13 Embora nao seja 
uma doenga que defina AIDS, a zigomicose disseminada e mais provavel nos pacientes HIV-positivos, conforme foi demonstrado na revisao de Van den Saffele e Boelaert. 280 A 
disseminaqao metastatica e atribuida a tendencia que as hifas tern de invadir os vasos sanguineos, resultando em tromboses e desprendimento dos trombos micoticos para a 
circulagao. A zigomicose tambem foi descrita em pacientes com sobrecarga de ferro, especialmente os que fazem hemodialise e sao tratados com desferrioxamina. 26 A 
proliferagao de alguns microrganismos, inclusive zigomicetos, e favorecida pela concentragao alta de ferro. A relagao entre zigomicose e tratamento com desferrioxamina esta 
baseada na agio quelante primaria deste farmaco, resultando na eleva^ao da concentragao local de ferro, que estimula a proliferagao dos fungos. 


Especies de Aspergillus e aspergilose 

As especies de Aspergillus sao descritas comumente como um subgmpo separado de fungos hialinos, em vista de sua ubiquidade na 
natureza e da frequencia com que sao isolados nos laboratories clinicos como agentes etiologicos das micoses. As especies de 
Aspergillus estao amplamente distribuidas na natureza e sao encontradas no solo, na vegetaqao em decomposiqao e em varios tipos de 
materia organica. A inalagao de poeira contendo esporos e o mecanismo de infeegao mais comum nos seres humanos, causando sinusite 
ou doenqa broncopulmonar. Schubert 2411 descreveu tres formas invasivas (necrosante aguda, invasiva cronica e invasiva granulomatosa) 
e duas nao invasivas (bola fungica e infeeqao fungica alergica) de rinossinusite fungica. 



O indice de infecpao pode aumentar durante os periodos de constru^ao de predios, principalmente nas zonas ao redor dos hospitals, 
razao pela qual e importante controlar a emissao de poeira das areas de constru^ao para as areas de atendimento aos pacientes. A 
proposito, existe o relato de um surto de aspergilose ocorrido ha alguns anos entre pacientes com cancer, que foi relacionado com a 
opera^ao de prote^ao contra incendio nas dependences do hospital. 4 Estudos de vigilancia epidemiologica sempre devem incluir a 
obten^ao de amostras dos filtros de ar do hospital, que comumente revelam contagens altas de esporos fungicos. 2ss Em especial, os 
ductos de ventila^ao podem ser contaminados por impurezas e fragmentos de materia vegetal, que sao transportados suspensos no ar das 
areas de revolvimento do solo e das vegeta^oes rasteiras. 20S A incidencia da aspergilose nosocomial esta diretamente relacionada com a 
contagem media de esporos suspensos no ar ambiente, que e mais alta quando sao liberadas “minidescargas” de esporos no ar em razao 
do revolvimento das roupas contaminadas ou da poeira contaminada acumulada nos pisos ou outras superficies durante as operates de 
limpeza. 2,2 Os pacientes imunossuprimidos ou que estao em tratamento com imunossupressores, especialmente os receptores de 
transplantes de medula ossea e orgaos solidos e os portadores de neoplasias malignas hematologicas, sao especialmente suscetiveis a 
infec?ao. Por essa razao, algumas institutes optaram por utilizar filtros HEPA ( high efficiency particulate arrestance; do ingles, ou 
filtros com alta eficiencia na separa^ao de particulas) para filtrar o ar que entra nos quartos dos pacientes em imunossupressao profunda. 
Detecgao no laboratories As especies de Aspergillus isoladas mais comumente nos laboratories clinicos sao Aspergillus fumigatus, 
A.flavus,A. nigereA. terreus. A maioria das infeegoes graves e causada por A. fumigatus} 61 A. nidulans tambem e mencionado nesta 
se<?ao porque a maioria das cepas produz facilmente formas sexuadas ou telomorficas em cultura. Essas formas (conhecidas como 
cleistotecios) envolvem os ascosporos em forma de limao, derivados por meiose. 

Morfologia das colonias. As colonias das especies de Aspergillus podem ser consideradas nas culturas quando um fungo cresce 
dentro de 3 a 5 dias e apresenta bordas extemas bem-definidas ( i. e., periferia branca na area de crescimento em expansao). O aspecto 
descrito a seguir pode variar, dependendo do meio de cultura utilizado. As colonias novas podem ter consistencia cotonosa; contudo, a 
medida que envelhecem, a superficie toma-se mais granulosa em razao da formapao dos conidios. A seguir, ha describes das colonias 
cultivadas no ADS e as caracteristicas de cada especie citada antes. 

Caracteristicas microscopicas Ao exame microscopico, as especies de Aspergillus caracterizam-se pela forma^ao de hifas 
septadas hialinas homogeneas com diametro de 4 a 6 pm e paredes paralelas. A ramiticaepio dicotomica em angulo de 45°, que e tao 
caracteristica do micelio invasivo encontrado nos cortes histologicos, e detectada menos comumente nas prepara^des microscopicas 
derivadas das placas de cultura. Um segmento especializado da hifa, conhecido como celula podal, serve como base de origem do 
conidioforo (Figura 21.19). Os conidioforos terminam em uma vesicula dilatada, de cuja base se origina uma (unisseriada) ou duas 
(bisseriada) fileiras de celulas. As Halides originam-se diretamente da vesicula de um conidioforo unisseriado, enquanto no 
conidioforo bisseriado ha uma fileira interna de celulas conhecidas como metulas, que se originam da vesicula e, por sua vez, formam 
as fialides. As fialides sao as celulas conidiogenicas, que formam as cadeias de conidios pigmentados (Figura 21.20). O comprimento, 
a largura e a textura ( i. e., aspera ou lisa) dos conidioforos; o tamanho e o contorno da vesicula; a presenpa/ausencia de metulas ( i. e., 
unisseriada versus bisseriada); a disposi?ao das fialides; e a cor e o tamanho dos conidios sao aspectos usados para realizar a 
identifica^ao das especies. A existencia de outras “estruturas especiais” que podem ser produzidas por algumas especies de Aspergillus 
ajuda a identificar essas especies. Isso inclui os cleistotecios (Figura 21.21) mencionados antes, assim como as celulas de Hiille e os 
aleuroconidios. 

Aspergillus fumigatus. As colonias de A. fumigatus sao granulosas ou cotonosas e geralmente mostram alguma tonalidade de 
pigmenta^ao azul ou azul-esverdeada (Prancha 21.1 C). 

Ao exame microscopico, ha uma fileira unica de fialides, que cobre o ter^o superior de uma vesicula em forma de clave (Figura 
21.22). Os conidios sao esfericos, geralmente lisos e dispostos em padrao colunar. Os conidioforos sao relativamente longos (300 a 500 
pm) e, conforme foi mencionado antes, cada qual se origina de um segmento especializado de uma hifa septada, que e conhecido como 
celula podal (Figura 21.19). 

Aspergillus flavus. As colonias de A.flavus sao granulosas ou lanuginosas e mostram alguma tonalidade de pigmenta^ao amarela, 
verde-amarelado ou castanho-amarelado (Prancha 21.1 D). 



■ FIGURA 21.19 Fotomicrografia de uma especie de Aspergillus (ponta de seta), neste caso do corpo frutificante da especie Aspergillus nidulans. 
O conidioforo (/. e., o aspergilo neste caso) derivava-se de uma celula podal (seta). 

Ao exame microscopico, as fialides cobrem toda a vesicula e os conidios estao dispostos em uma configura^ao que, segundo alguns, 
assemelha-se a disposiqao das petalas de uma margarida. Os conidioforos podem ser unisseriados ou bisseriados (Figura 21.23). Os 
conidioforos podem ser relativamente longos (500 a 800 pm). O segmento dos conidioforos proximais a vesicula e nitidamente 
enrugado e esta e uma caracteristica essencial usada para identificar essa especie. Os conidios sao esfericos, lisos ou ligeiramente 
enrugados a medida que envelhecem e tem pigmentaqao castanho-amarelada. 













■ FIGURA 21.20 Fotomicrografia e esbogo de uma cabega frutificante generica de uma especie de Aspergillus, ilustrando a vesicula dilatada que 
da origem as fialides, das quais se originam os conidios produzidos. 



■ FIGURA 21.21 Fotomicrografia de um cleistotecio (seta) do Aspergillus glaucus, ilustrando a forma sexuada ou telomorfica de reprodugao. A 
esquerda, ha uma cabega frutificante anamorfica tipica (/. e., um aspergilo). 



■ FIGURA 21.22 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante de Aspergillus fumigatus, ilustrando a fileira linica de fialides derivada da 
metade superior de uma vesicula, da qual se originam as cadeias de conidios. 





■ FIGURA 21.23 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante de Aspergillus flavus, ilustrando uma vesicula esferica central que sustenta 
uma fileira dupla de fialides derivadas de toda a superficie. 

Aspergillus niger. A superficie de uma coldnia madura de A. niger e recoberta por um agregado denso de conidios cor de azeviche, 
que conferem um aspecto salpicado tipico (Prancha 21.1 E). O inverso da colonia tern colorapao caramelo ou cinza-amarelado, em 
contraste com a pigmenta^ao preto-marrom-escuro dos fungos demacios descritos adiante. 

Ao exame microscopico, geralmente ha conidia<;ao profusa com agregados densos de cadeias curtas e simples de conidios asperos 
(equinulados) de cor azeviche. Toda a superficie da vesicula fica coberta (Figura 21.24 A). Os conidioforos de A niger sao bisseriados e 
a vesicula e globosa (Figura 21.24 B e C). 

Aspergillus terreus. As colonias de A. terreus sao granulosas, radialmente rugosas e cor de canela, marrom ou castanho-alaranjado 
(Prancha 21.1 F). Essa cor nao e encontrada comumente e, por esta razao, quando ocorre deve sugerir presen^a de A. terreus, que nao 
deve ser confimdido com outras especies por motivos terapeuticos. 

Os corpos ffutificantes (i. e., conidioforos) de A. terreus sao semelhantes aos de A. fumigatus, porque as fialides cobrem os dois 
ter^os superiores da vesicula. Contudo, o exame mais detalhado revela que as vesiculas de A. terreus sao menores, que as fialides sao 
muito mais longas e que o conidioforo e bisseriado; entretanto, as fialides e as metulas sao ate certo ponto interdigitantes, obscurecendo 
a linha de separapao entre as duas celulas (Figura 21.25). A identifica^ao definitiva do A. terreus pode ser conseguida pela 
demonstraqao dos aleuroconidios esfericos, que se originam diretamente das hifas abaixo da superficie; uma preparaqao de dig mount e 
realizada para demonstrar estas estruturas (Figura 21.26). 

Aspergillus nidulans. Aspergillus nidulans raramente e isolado nos laboratories clinicos, mas uma descri^ao sucinta esta incluida 
aqui porque esta especie comumente produz estruturas reprodutivas sexuadas (cleistotecios e ascosporos) em cultura, que estao descritas 
adiante. Em geral, as colonias sao brancas ou branco-acinzentadas, de consistencia cotonosa ou granulosa e podem ter rugas radiais 
(Prancha 21.2 G). A medida que sao produzidos cleistotecios nas colonias maduras, pode-se observar um efeito de pontilhado escuro. 
Aspergillus glaucus e outra especie de Aspergillus, que deve ser considerada quando aparecem cleistotecios e ascosporos. A colonia de 
A. glaucus geralmente e cotonosa ou granulosa e tern pigmenta^ao matizada verde e amarela (Prancha 21.1 Ft). 







■ FIGURA 21.24 Essas fotomicrografias (A, B) e o esbogo (C) de A. niger demonstram os conidioforos longos tipicos desta especie (A). Em 
geral, a conidiapao e densa e origina-se ao redor de toda a vesicula (B). A estrutura bisseriada dos conidioforos e demonstrada mais claramente 














no esbogo (C) que nas fotografias reais. 




■ FIGURA 21.25 Fotomicrografias e esbogo da estrutura frutificante de Aspergillus terreus demonstrando os conidioforos, que terminam em uma 
vesicula dilatada, de cuja metade superior origina-se uma fileira dupla de esterigmas que produzem as cadeias de conidios. 

Os aspergilos que pertencem a classe Ascomycetes podem realizar recombinagao sexuada por meio da uniao de duas celulas 
derivadas por meiose (/. e., haploides). A estrutura reprodutiva sexuada que ocorre nesses e em outros fungos clinicamente importantes 
consiste em estruturas esfericas sem um poro ou oriflcio, que sao conhecidas como cleistotecios (Figura 21.27). No interior de cada 
cleistotecio, existem incontaveis ascos, cada qual contendo quatro ou oito ascosporos. Alem dos cleistotecios, algumas cepas tambem 
formam corpos hialinos esfericos conhecidos como celulas de Hiille; estas estruturas sao os corpos esfericos volumosos da Figura 
21.28. A fungao exata das celulas de Hiille e desconhecida. Contudo, a demonstragao da presenga dessas celulas e semelhante a 
detecgao dos cleistotecios, porque sua presenga limita a identificagao das especies de Aspergillus possiveis as que podem produzir estas 
estruturas. Nos especimes clinicos, os cleistotecios ou as celulas de Hiille nao sao encontrados comumente. 




■ FIGURA 21.26 Fotomicrografia e esbogo de um micelio vegetativo subsuperficial de Aspergillus terreus, ilustrando os aleuroconidios esfericos 
tipicos desta especie. 



■ FIGURA 21.27 Fotomicrografia de varios cleistotecios de Aspergillus nidulans: estas estruturas semelhantes a sacos contem os ascosporos. 

Histopatologia. Nos cortes histologicos ou nas preparagoes citologicas, as hifas das especies de Aspergillus sao tipicamente hialinas, 
septadas e regulares em seu contomo e tem paredes paralelas. Em media, as hifas medem 3 a 6 pm de diametro e sao divididas por 
septos transversais (Figura 21.29). A ramifica^ao dicotomica regular ocorre com um angulo aproximado de 45°. Embora essas 
caracteristicas ajudem a diferenciar essas hifas das que sao formadas pelos zigomicetos, elas nao ajudam a diferenciar entre as especies 
de Aspergillus e outros agentes etiologicos das hialo-hifomicoses invasivas, inclusive especies de Fusarium ou membros do complexo 
Pseudallescheria boydii. Em geral, as hifas das especies de Aspergillus sao detectaveis nos cortes corados por hematoxilina e eosina 
(H&E), mas sao mais realpadas quando se utilizam os corantes PAS e GMS. A rea^ao histologica dos hospedeiros imunocompetentes 



infectados por esses fungos pode ser inicialmente purulenta, mas pode tomar-se granulomatosa em alguns estados patologicos. Nos 
pacientes com imunossupressao profunda, nos quais as infecgSes sao mais provaveis, a invasao dos tecidos pelas hifas esta associada a 
uma reagao celular minima ou nula, dependendo do grau de neutropenia. Nesses casos, necrose tecidual pode ser a unica reagao a 
invasao. Assim como os zigomicetos e outros fungos, as especies de Aspergillus mostram predilegao especial por invadir vasos 
sanguineos e causar trombose e infartos hemorragicos. 



■ FIGURA 21.28 Fotomicrografia de alguns grupos de celulas de Hiille hialinas e esfericas com paredes finais, que sao produzidas por 
Aspergillus nidulans. 


a FIGURA 21.29 As hifas de Aspergillus fumigatus com ramificagao dicotomica foram demonstradas em tecidos necroticos desse paciente com 
aspergilose invasiva. 

Quando uma colonia de fungos cresce, geralmente de forma nao invasiva dentro de uma cavidade preexistente (p. ex., um seio 
paranasal, uma via respiratoria bronquiectasica ou um cisto pulmonar congenito ou inflamatorio), a lesao e conhecida como “bola 
fungica”. Em muitos casos, as hifas parecem amorfas e nao se coram bem. As cabegas ffutificantes com vesiculas bem-formadas e 
cadeias de conidios podem ser encontradas dentro das cavidades, que se comunicam com os bronquios abertos expostos ao ar (Figura 
21.30). O revestimento da cavidade geralmente e preservado e nao ha evidencia de extensao para os tecidos circundantes. Embora 
qualquer fungo filamentoso possa formar uma bola fungica, Aspergillus niger e identificado como uma causa comum desta lesao. A 
presenga de conidios negros e asperos (equinulados) e um indicio da presenga desse fungo quando ha esporulagao. Alem disso, A. niger 
produz acido oxalico como subproduto metabolico e os cristais de oxalato birrefringentes, que podem ter um “molhe de trigo”, sao 
encontrados ocasionalmente. E importante que a morfologia exata dos cristais seja confirmada, porque outros tipos de cristais podem 
ser produzidos por outros fungos. 

A aspergilose broncopulmonar e uma doenga cujo nome realmente nao e apropriado, na medida em que outros fungos alem dos 
Aspergillus, assim como os actinomicetos aerobios, causam esta doenga. A aspergilose broncopulmonar e causada pela inalagao de 
grandes quantidades desses microrganismos. A suspensao dos fragmentos de hifas e das bacterias filamentosas em aerossois ocorre 
quando o material (p. ex., milho ou graos colhidos) no qual estes microrganismos estao proliferando e revolvido. Os bronquios e os 




bronqulolos do paciente comumente sao dilatados e preenchidos com material mucinoso viscoso, no qual ficam retidos restos celulares, 
alguns eosinofilos, neutrofilos dispersos, linfocitos, plasmocitos, cristais de Charcot-Leyden e fragmentos de hifas ou bacterias. Com 
essa doen^a, nao ha invasao dos tecidos. 



■ FIGURA 21.30 Essa fotomicrografia de uma bola fungica causada por um Aspergillus ilustra um aspergilo tipico com o conidioforo terminando 
em uma vesicula em forma de clave, na superficie da qual se originam as fialides. (Coloragao com H&E, 400x.) 

Diagnostico por meio de outras tecnicas exceto cultura. O ensaio para o antigeno galactomanana e um ensaio 
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) tipo sanduiche, que atualmente esta disponivel em alguns laboratories de referenda. Esse 
ensaio oferece um meio para detectar e monitorar os niveis circulantes de galactomanana. 1N " Embora varios estudos experimentais e 
clinicos tenham demonstrado variaqoes de sensibilidade e especificidade desse teste, quando e usado da forma correta este ensaio 
representa um avanqo significativo na deteeqao precoce da aspergilose invasiva dos pacientes em risco de desenvolver doenpa 
disseminada. Hoje em dia, pesquisadores tem estudado os fatores que podem afetar a libera^ao do antigeno de Aspergillus, a 
composigao do epitopo que reage com o anticorpo monoclonal usado no ELISA, sua difusao a partir do foco da infeegao e a forma 
como ele se liga as substancias presentes no sangue. Esse ensaio e mais bem-utilizado para monitorar os niveis de galactomanana no 
sangue dos pacientes em risco, em vez de tentar usa-lo como teste diagnostico isolado. O monitoramento dos niveis do antigeno permite 
ao medico acompanhar as tendencias e reduzir as chances de atuar com base em uma unica reaqao positiva falsamente elevada. 

Musher et al . 195 avaliaram o desempenho do ensaio para galactomanana (GM EIA®, Bio-Rad, Benicia, CA) para detectar o antigeno 
ou DNA do Aspergillus no liquido do lavado broncoalveolar obtido dos pacientes com aspergilose pulmonar invasiva (API). No estudo 
com 47 pacientes portadores de API e 46 pacientes de controle, o ensaio GM EIA® teve sensibilidade de 76% e especificidade de 94%. 
Esses autores citaram o custo relativamente baixo, a facilidade de processamento e os resultados rapidos fomecidos por esse ensaio 
quando se utiliza a broncoscopia como altemativa viavel para uma biopsia invasiva de forma a estabelecer o diagnostico de aspergilose 
invasiva, principalmente nos pacientes com risco alto. Do mesmo modo, Hayden et al. 122 demonstraram que a antigenemia da 
galactomanana precedia as evidencias clinicas, microbiologicas e radiologicas da aspergilose invasiva dos pacientes oncologicos 
pediatricos. 

O Quadro de correlates clinicas 21.2 descreve as diversas apresenta^oes clinicas da aspergilose. 

Outros fungos septados hialinos 

Caracteristicas das colonias. O Painel 21.2 descreve alguns outros fungos hialo-hifomicetos septados hialinos importantes. A 
presenqa desses fungos pode ser considerada quando as culturas isolam colonias cotonosas, lanuginosas ou granulosas com crescimento 
rapido (3 a 5 dias), que geralmente se evidenciam com varias cores na superficie, comumente na tonalidade pastel. Nos casos tipicos, as 
colonias sao continuas e tem uma borda externa, com exce?ao das especies de Gliocladium e Trichoderma, cujas colonias crescem de 
borda a borda na superficie, formando uma “camada” verde ou amarela. As colonias parecem mais ou menos granulosas na superficie, 
dependendo do grau de esporula^ao. O inverso dos bolores hialinos tem coloraqao cinza-clara ou caramelo. 


Quadro de correlates clinicas 


21.2 


Aspergilose. 


A aspergilose pode causar sindromes clinicas bem-definidas, que afetam varios orgaos ou sistemas do corpo: pulmonar, disseminada, sistema nervoso central, cutanea, 
endocardica e naso-orbital. A aspergilose pulmonar e a forma mais comum, porque os com'dios infectantes geralmente tem acesso ao corpo por inala^ao. Tres categorias gerais 
sao usadas para descrever o acometimento dos pulmoes pelas especies de Aspergillus: (1) bola fungica, (2) aspergilose broncopulmonar alergica e (3) aspergilose invasiva, que 
tambem pode ser subclassificada. 254 

Essas formas clinicas da doen^a pulmonar sao entidades bem-definidas, mas a aspergilose invasiva poderia desenvolver-se da primeira, dependendo em grande parte do 
estado imunologico do paciente. A aspergilose disseminada, que ocorre mais comumente nos pacientes com imunossupressao grave, geralmente come<;a como API. A 
dissemina^ao pode afetar qualquer orgao do corpo, inclusive cerebro, com forma^ao de um abscesso cerebral micotico. 


Bola fungica 



Bola fungica e uma massa de hifas (/'. e., micelio) formadas por um ou mais fungos, que proliferam de forma saprofftica dentro de uma cavidade preexistente. As lesoes 
pulmonares cavitarias antigas causadas pela tuberculose sao as areas favoritas de crescimento nas regioes em que a prevalence desta ultima doenga e alta. As cavidades dos 
seios paranasais, as vias respiratorias patologicamente dilatadas (/'. e., bronquiectasicas) e o canal auditivo externo tambem sao focos nos quais podem formar-se bolas 
fungicas. Diversos fungos podem causar uma bola fungica, mas as especies de Aspergillus - especialmente A. niger - sao agentes etiologicos bem-conhecidos. Uma bola 
fungica causada por uma especie de Aspergillus pode ser descrita como aspergiloma. Curiosamente, em alguns casos o fungo pode proliferar alem de seu suprimento sangulneo 
saprofltico e morrer; deste modo, a bola fungica detectada pelo cirurgiao patologista ou encontrada no exame direto pode nao crescer em cultura. Quando o fungo esta 
presente em uma cavidade que se comunica com ar ambiente, pode haver conidiagao; por esta razao, o aspergiloma pode ser identificado definitivamente em bases 
morfologicas quando se demonstra uma cabe^a frutificante de Aspergillus. 

Na maioria dos casos, a bola fungica fica confinada a cavidade e nao ha invasao do parenquima circundante. De qualquer forma, o histopatologista deve examinar todos os 
tecidos associados de forma a confirmar que nao houve invasao. E importante ressaltar que Nolan etal. 200 alertaram que os aspergilomas nao devem ser considerados lesoes 
benignas, pois existem relates de hemoptise intermitente ou exsanguinante; alem disto, a erosao para dentro das estruturas adjacentes pode causar morbidade ou morte. 

Aspergilose broncopulmonar alergica 

0 termo "aspergilose broncopulmonar alergica" nao e um termo apropriado, porque a doenga geralmente e causada pela inalagao de varios actinomicetos aerobios e fungos, 
que podem ou nao incluir especies de Aspergillus. As marcas caracterlsticas da doenga sao inflamagao peribronquiolar, infiltrados de eosinofilos e cristas de Charcot-Leyden 
retidos dentro de tampoes de mucina expectorados nas amostras de escarro. Lee etal.' 161 sugeriram que os seguintes criterios podem ser usados para diagnosticar aspergilose 
broncopulmonar alergica: obstrugao bronquica transitoria, eosinofilia no sangue periferico, reatividade cutanea ao antigeno de A. fumigatus, anticorpos sericos precipitantes 
contra A. fumigatus, IgE serica total elevada, historia de infiltrados pulmonares, niveis altos de IgE e IgG sericas contra A. fumigatus e bronquiectasia proximal. 

Nos casos de aspergilose broncopulmonar, os niveis de IgE e IgG contra Aspergillus fumigatus podem estar elevados no soro e nos especimes de lavado broncoalveolar. As 
especies de Aspergillus que mais comumente causam doenga broncopulmonar alergica sao A. flame A. fumigatus. 

Aspergilose pulmonar invasiva 

Essa doenga ocorre quase exdusivamente nos pacientes imunossuprimidos ou neutropenicos, principalmente nos portadores de leucemias e linfomas. 283 Em geral, a doenga 
evidencia-se como pneumonia (tosse, febre, sinais de angustia respiratoria). A invasao pleural pode causar dor toracica e atrito pleural. Em razao da tendencia a que as hifas 
crescentes invadam os vasos sangulneos, pode ocorrer doenga disseminada com dispersao metastatica para o sistema nervoso central e outros orgaos. 

Embora Aspergillus fumigatus e, menos comumente, Aspergillus flam sejam as duas especies mais comumente envolvidas, 161 Aspergillus terreus foi incriminado 
recentemente. Woods e Goldsmith 303 publicaram quatro casos de doenga disseminada causada por A terreus e revisaram outros cinco pacientes descritos na literatura medica. 
Em uma revisao mais recente das infecgoes invasivas por A terreus, Iwen et a/. 134 encontraram 13 casos publicados na literatura, dos quais 10 morreram depois da dlsseminagao 
a distancia da doenga. A maioria das cepas envolvidas era resistente a anfotericina B. 

Aspergilose disseminada 

Como as especies d e Aspergillus tern propensao a invadir os vasos sangufneos, a disseminagao generalizada a praticamente qualquer tecido ou orgao ainda e uma possibilidade 
real em todos os pacientes com doenga localizada. Denning e Stephens, 67 em uma revisao de mais de 2.000 casos de aspergilose acumulados na literatura, demonstraram que a 
aspergilose dos receptores de transplantes de medula ossea era especialmente devastadora, com taxa de mortalidade de 94% dos casos publicados, apesar do tratamento. 0 
indice global de resposta ao tratamento com anfotericina B em todos os casos revisados por esse estudo foi de 55%. 

Ho e Yuen 127 sugeriram que a taxa de mortalidade alta causada pela aspergilose invasiva entre os receptores de transplantes de medula ossea seja a demora em 
estabelecer o diagnostico, porque a reagao inflamatoria esta atenuada pela imunossupressao. 

Embora a AIDS nao seja considerada propriamente um fator de risco para API, os fatores de risco subjacentes - inclusive leucopenia, tratamento com corticosteroides e uso 
de drogas IV - colocam estes pacientes em risco especialmente alto. Em um estudo com pacientes aideticos portadores de aspergilose, que foram revisados por Singh etal., 29 ' 
79% tinham um ou mais desses fatores de risco predisponentes conhecidos. Na maioria dos casos, a aspergilose invasiva ocorre nos estagios mais avangados da AIDS, quando a 
contagem de celulas CD4 + e baixa e seu prognostico e sombrio quando e diagnosticada. Apenas o diagnostico precoce pode melhorar o prognostico. 144 

Entre as diversas condigoes patologicas associadas as infecgoes por Aspergillus esta a otite externa ("orelha de nadador", uma inflamagao local cronica do canal auditivo, 
que se caracteriza por prurido, dor e descamagao) que, na maioria dos casos, e causada por A. niger. A maioria dos casos pode ser curada com antifungicos topicos e evitando-se 
exposigao a agua. A sinusite causada po t Aspergillus, que comumente e indistinguivel das sinusites virais, bacterianas ou alergicas e ocorre nos pacientes imunossuprimidos 
ocorreu, no minimo, em 29 casos relatados desde 1987. 47 Existem relates de varios casos isolados de aspergilose envolvendo quase todos os sistemas do corpo e, nestes estudos, 
as condigoes predisponentes mais comuns eram neutropenia prolongada, neoplasias malignas hematologicas, traumatismo ou cirurgia da coluna vertebral e tratamento 
prolongado com corticosteroides. 


Embora no passado muitos desses fungos fossem considerados saprofitos inofensivos, ao longo das ultimas decadas surgiram varios 
bolores hialinos causadores de infecgoes fungicas oportunistas, que causam morbidade e mortalidade significativas. Os pacientes em 
risco de adquirir infecgSes por esses fungos sao os mesmos que estao mais sujeitos a aspergilose invasiva, ou seja, pacientes com 
doengas coexistentes graves e imunossupressao. Essas infecgoes emergentes nao estao diretamente relacionadas com o sucesso medico 
no controle ou na cura de algumas doengas, mas com as intervengSes terapeuticas que causam imunossupressao transitoria ou 
irreversivel. Alguns exemplos sao os quimioterapicos que causam supressao da medula ossea, os esquemas imunossupressores usados 
para controlar rejeigao nos pacientes submetidos a transplantes e uma classe mais nova de imunomoduladores (p. ex., inibidores do fator 
a de necrose tumoral) usados para controlar ou suprimir a inflamagao associada as doengas como artrite reumatoide, entre outras. Os 
fungos oportunistas que causam doenga nesse contexto sao especies de Fusarium, Acremonium e Paecilomyces, membros do complexo 
Pseudallescheria boydii e Scedosporium prolificans, dentre outros. 

Os fungos hialinos clinicamente importantes e a maioria dos bolores isolados nos laboratories clinicos sao divididos em tres 
subgmpos, dependendo se os conidios sao: (1) produzidos em cadeias de fialides, (2) produzidos em grupos originados dos conidioforos 



ou (3) originados separada e diretamente das hifas (Painel 21.2). Nos paragrafos seguintes, ha describes de cada um desses subgrupos. 

Generos de fungos filamentosos hialinos que produzem conidios em cadeias 

Os bolores hialinos descritos a seguir caracterizam-se pela forma^ao de conidios em cadeias (Painel 21.2). 

Especies de Penicillium. As colonias das especies de Penicillium sao granulosas e continuas e, em geral, os fungos encontrados 
mais comumente produzem superficies coloridas em varias tonalidades de verde, embora algumas vezes sejam encontradas variantes 
amarelas e castanho-amareladas (Prancha 21.2 A). A cor e um aspecto importante para a diferencia^ao entre esses microrganismos e as 
especies de Paecilomyces, que podem formar um conidioforo semelhante a um exame superficial; estes ultimos fungos nao formam 
colonias verdes. A grande maioria de Penicillium spp. isoladas consiste em contaminantes. E importante identificar com precisao essas 
duas especies para finalizar a cultura e diferenciar estes fungos das especies de Paecilomyces, que podem ser patogenicas. Estudos 
demonstraram que uma especie de Penicillium - Penicillium marneffei - era patogenica nos pacientes com AIDS. Essa especie e um 
patogeno dimorfico, que produz uma forma semelhante as leveduras no corpo hurnano e uma infecgao semelhante a histoplasmose 
disseminada nessa populaqao especifica. Essa especie esta limitada geograficamente ao Sudeste Asiatico e produz um pigmento cor de 
vinho tinto, que se difunde dentro do agar (Prancha 21.2 B). A identidade dos fungos que supostamente sao P marneffei pode ser 
confirmada pela demonstraqao de dimorfismo termico ou por metodos moleculares. 

Ao exame microscopico, todas as especies de Penicillium formam “penicilios” (estruturas semelhantes a escovas). Essas estruturas 
representam um conidioforo com produpao terminal de metulas primarias e fialides secundarias, das quais as ultimas formam cadeias de 
conidios (Figura 21.31). E importante ressaltar que as pontas das fialides sao rombas, em contraste com as fialides longas e afiladas 
produzidas pelas especies de Paecilomyces e Purpureocillium. Os conidios sao esfericos, tern tamanho homogeneo e coram-se 
uniformemente, representando um tipo acropetal de conidia^ao, no qual conidios identicos sao produzidos sequencialmente nas pontas 
dos conidios pre-formados (Boxe 21.1). 

Especies de Paecilomyces e Purpureocillium. No passado, esses dois fungos eram incluidos no genera Paecilomyces, mas 
depois a especie lilacinus foi reclassificada no genera recem-criado Purpureocillium. As colonias das especies de Paecilomyces 
geralmente sao de cor caramelo, castanho ou marrom-claro, enquanto as de Purpureocillium lilacinus (como seria esperado) sao roxo- 
claro. A superficie das colonias desses fungos tende a ser muito granulosa, em razao da forma^ao de incontaveis conidios (Prancha 21.2 
C). 

Dois aspectos microscopicos importantes ajudam a identificar as especies de Paecilomyces e Purpureocillium. As pontas das 
fialides desses microrganismos tendem a ser longas e afiladas e terminam em uma ponta aguda, em contraste com as extremidades 
rombas das fialides produzidas pelas especies de Penicillium (Figura 21.32). Em segundo lugar, os conidios sao ovais a elipticos, tern 
tamanho irregular e Colorado heterogenea, representando a conidia^ao basipetal na qual cada novo conidio e formado diretamente da 
ponta da fialides e empurra o conidio anterior para frente. Por essa razao, os conidios “mais antigos” situados nas pontas sao maiores e 
coram-se mais intensamente que os produzidos anteriormente. 

Especies de Scopulariopsis. Existem duas especies de Scopulariopsis clinicamente importantes: uma especie demacia, S. 
brumptii, e outra hialina, S. brevicaulis, ambas descritas nesta seqao. Nos casos tipicos, as colonias tem coloragao castanho-amarelado 
ou caramelo, sao granulosas e formam rugas radiais que se originam do centra para a periferia (Prancha 21.2 D). 




■ FIGURA 21.31 Fotomicrografia e esquema da estrutura frutificante das especies de Penicillium, ilustrando as fialides ramificadas das quais se 
originam as cadeias de conidios esfericos. 






■ FIGURA 21.32 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Paecilomyces, demonstrando as fialides longas e afiladas, de 
cujas pontas emergem as cadeias de conidios elipticos. Observapao: o conidio terminal geralmente e ligeiramente maior que os demais. 

A identificagao das especies de Scopulariopsis pode ser realizada ao exame microscopio por observapao do tamanho e da 
morfologia dos conidios. Os conidios sao duas a tres vezes maiores que os das especies de Penicillium e Paecilomyces e sao 
absolutamente esfericos, com excepao da presenpa de uma base plana ou truncada bem-defmida. Os conidios estao dispostos em 
cadeias, com a base truncada de cada conidio sucessivo ligada a terminapao arredondada do conidio anterior (Figura 21.33). 
Inicialmente, os conidios sao lisos; contudo, a medida que a colonia amadurece, a parede externa torna-se nitidamente enrugada 
(equinulada). A focalizapao nitida da objetiva do microscopio pode demonstrar uma conexao semelhante a um bacilo entre dois 
conidios adjacentes. A formapao dos conidios das especies de Scopulariopsis e anelogenica, ou seja, quando cada novo conidio e 
produzido, ele deixa para tras uma parte da base truncada espessada ou cicatriz, que e conhecida como anelidio. Quando se forma um 
novo conidio, ele empurra o anterior para frente e assim se forma uma cadeia de conidios. 

Identificagao dos fungos hialinos que produzem conidios em grupos 

Esse grupo de fungos hialinos caracteriza-se pela formapao de conidios em grupos. Os conidios podem ser alongados ou elipticos, como 
os das especies de Acremonium e Fusarium, ou esfericos como os das especies de Gliocladium e Trichoderma. Entre essas quatro, as 
especies de Fusarium sao singulares porque produzem microconidios e macroconidios. O Painel 21.2 descreve as caracteristicas que 
permitem diferenciar essas tres especies. 

Especies de Acremonium. As colonias de Acremonium spp. geralmente parecem menos lanuginosas ou granulosas que as dos 
outros fungos hialinos, mas em vez disto tern aspecto liso, glabro ou cotonoso porque produzem micelios muito delicados. As colonias 
podem ser brancas ou apresentar varias tonalidades de verde ou amarelo-pastel claro (Prancha 21.2 E). 




■ FIGURA 21.33 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Scopulariopsis, ilustrando as cadeias de aneloconidios 
tipicos, esfericos e grandes. 

Ao exame microscopico, os conidios de Acremonium spp. sao alongados a esfericos e estao dispostos em grupos frouxos (Figura 
21.34). Cada grupo origina-se da ponta de um conidioforo longo, delgado e delicado, que termina em uma ponta romba. Um aspecto 
importante para a identifica^ao das especies de Acremonium e a existencia de um septo na base do conidioforo afilado ( i. e., um septo 
basal). Esses fimgos nao formam macroconidios. 

Especies de Fusarium. Existem muitas especies de Fusarium e, dentre estas, algumas sao patogenos vegetais. Na maioria dos casos, 
nao foram realizadas tentativas de identifica^ao no nivel das especies. E importante a identifica^ao imediata, porque elas sao agentes 
etiologicos importantes da hialo-hifomicose ( i. e., fusariose) em pacientes imunossuprimidos. Em geral, as colonias sao cotonosas ou 
lanuginosas e tem Colorado pastel bem-defmida; a superficie das colonias podem ter cor de lavanda, rosa, vermelho mais escuro ou 
magenta. Nos casos tipicos, o inverso das colonias tambem tem alguma pigmenta^ao (Prancha 21.2 F). 

Dentre os fimgos filamentosos hialinos revisados aqui, Fusarium spp. sao singulares porque produzem microconidios e 
macroconidios. Os microconidios sao semelhantes aos produzidos pelas especies de Acremonium. O aspecto fundamental usado para 
identificar Fusarium spp. sao os macroconidios longos, falciformes e pluricelulares; dentro dos macroconidios, septos transversais 
separam as celulas umas das outras (Figura 21.35). A focaliza^ao exata da celula hilar revela uma extensao filiforme, que a designa 
como “celula podal”. A present de uma celula podal ajuda a diferenciar entre Fusarium spp. (presente) e Cylindrocarpon spp. 
(ausente); este ultimo microrganismo e um fungo do solo encontrado raramente nos laboratories clinicos. 

Especies de Gliocladium. As colonias das especies de Gliocladium sao verdes ou amarelo-esverdeadas e estendem-se de uma borda 
a outra da placa de agar formando um “gramado” de crescimento sem bordas definidas. Em geral, a superficie e pulvinula (Prancha 21.2 
H). 

Ao exame microscopio, os conidios esfericos de tamanho homogeneo das especies de Gliocladium tambem formam grupos coesos e 
parecem semelhantes aos que sao produzidos pelas especies de Trichoderma (ver adiante). Entretanto, ao contrario de Trichoderma spp., 
nas quais cada conidio origina-se da ponta de um unico conidioforo, o grupo de conidios produzidos pelas especies de Gliocladium e 
sustentado nas pontas de tres ou quatro conidios afilados sobre o que parece ser uma estrutura de penicilios rudimentar (Figura 21.36). 




■ FIGURA 21.34 Fotomicrografia e esquema da estrutura frutificante das especies de Acremonium, ilustrando o conidioforo delicado que sustenta 
um grupo frouxo de conidios elipticos dispostos em um padrao “difteroide”. 



■ FIGURA 21.35 Fotomicrografia e esbogo dos macroconidios longos pluricelulares em forma de canoa, que sao tipicos das especies de 
Fusarium. 

Especies de Trichoderma. As colonias sao semelhantes as das especies de Gliocladium e tambem formam um “gramado” 
granuloso de crescimento, que se estende de uma borda a outra da placa de agar. As cores tendem a ser amarelo e verde. 

Ao exame microscopico, os conidios das especies de Trichoderma tem tamanho homogeneo e sao esfericos em grupos compactos 
(Figura 21.37). Os conidios aderem uns aos outros na ponta do conidioforo. Embora as especies de Gliocladium produzam massa de 
esporos semelhante, os esporos formados pelas especies de Trichoderma estao localizados nas pontas de cada fialide afilada. Ainda que 
geralmente sejam menores, alguns parecem semelhantes aos esporos das especies de Paecilomyces, porque o conidioforo origina-se 
lateralmente das hifas. 

Identificacao dos generos de hialo-hifomicetos que produzem conidios isolados 

Durante muitos anos, acreditou-se que Pseudallescheria boydii fosse a forma sexuada ou telomorfica de Scedosporium apiospermum. 
Entretanto, assim como varios outros grupos de fungos, a analise das sequencias de DNA dos genes taxonomicamente importantes 
preencheu as lacunas da taxonomia baseada unicamente nos aspectos morfologicos. Hoje em dia, esta claro que existem varios 
microrganismos diferentes dentro do grupo que chamaremos de complexo Pseudallescheria boydii. Esse grupo forma colonias com a 
coloraqao chamada “cinza rato-domestico”. O inverso pode ser caramelo a castanho-claro e escure com o tempo. A morfologia das 
colonias dos outros fungos analisados aqui (i. e., Chrysosporium e outros) nao e bem-deftnida. Em geral, essas colonias sao continuas, 
brancas a cinzentas, lisas a ligeiramente granulosas e, em geral, rugosas. O exame microscopico e necessario a diferencia^ao dos 
generos, conforme esta descrito adiante. Esse grupo de fungos hialinos caracteriza-se pela fonna^ao de conidios isolados nas pontas de 
cada conidioforo retilineo ou ramiftcado. O Painel 21.2 descreve os aspectos microscopicos singulares de cada uma dessas especies. 


























■ FIGURA 21.36 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Gliocladium, ilustrando as fialides digitiformes que sustentam 
grupos compactos de conidios esfericos. 




■ FIGURA 21.37 Fotomicrografia e esbogo da estrutura frutificante das especies de Trichoderma, ilustrando as fialides afiladas localizadas 
lateralmente, que sustentam os grupos de conidios esfericos. 

Complexo Pseudallescheria boydii. Os membros do complexo Pseudallescheria boydii sao agentes infecciosos importantes nos 
pacientes imunossuprimidos. Curiosamente, tambem ha uma relapao com episodios de quase afogamento. Ao exame microscopico, ha 
hifas septadas hialinas, das quais se originam conidioforos retilineos maldefmidos. Os membros do complexo P. boydii produzem 
conidios de 3 a 5 pm, finos, piriformes a ovoides e com paredes lisas nas pontas dos conidioforos nao ramificados (Figura 21.38). E 
importante ressaltar que os conidioforos nao sao dilatados na base ou “inflados”, que e um aspecto tipico de uma variante demacia de 
Scedosporium ( S. prolificans) (Figura 21.39). Os conidios maduros produzem pigmenta^ao escura a medida que envelhecem e, deste 
modo, resultam nas colonias cinza rato-domestico descritas antes. Na verdade, as pontas dos conidioforos estendem-se quanto e 
produzido um esporo e ha forma^ao de anelidios, que sao dificeis de identificar a microscopia optica, embora sejam facilmente 
evidentes nas fotografias de microscopia de varredura. A anelidioconidiapao tambem forma uma extremidade achatada na ponta menor 
dos conidios piriformes. Em algumas cepas, pode haver agrupamentos paralelos de conidioforos formando o grafio anamorfico (Figura 
21.40). Os conidios desprendidos podem aparecer isoladamente ou em agregados frouxos. 

Especies de Chrysosporium. As colonias das especies de Chtysosporium nao sao tipicas. Depois de 2 a 4 dias de incuba^ao, as 
colonias sao brancas a cinzentas, cotonosas ou lanuginosas. Ao exame microscopico, os conidios sao esfericos, subglobosos a 
piriformes e emergem separadamente das pontas dos conidioforos laterais longos; estes conidios sao muito semelhantes aos de 
Blastomyces dermatitidis (Figura 21.41). As bases dos conidios podem parecer achatadas e retraidas em razao da aneloconidiapao. Em 
geral, as colonias de Chrysosporium spp. crescem mais rapidamente que as de B. dermatitidis ; em contraste com este ultimo fungo, elas 
nao crescem nos meios de cultura seletivos contendo ciclo-heximida; e, ao contrario de B. dermatitidis, elas nao podem ser convertidas 
para a forma de levedura depois da incuba^ao a 35° a 37°C. Na pratica, os ensaios com sondas de acido nucleico ou outros metodos 
moleculares (p. ex., sequenciamento do DNA) podem ser realizados nos extratos das colonias para excluir a possibilidade de B. 
dermatitidis e reforpar a identidade da especie de Chtysosporium. 









■ FIGURA 21.38 Fotomicrografia e esbogo dos conidioforos longos, retilineos e delicados, cada qual sustentando um unico conidio oval escuro, 
que e tipico dos membros do complexo P. boydii. 



a FIGURA 21.39 Fotomicrografia dos conidios do Scedosporium prolificans, ilustrando a dilatagao urceolada (em forma de urna) tipica da base 
do conidioforo (seta). 



a FIGURA 21.40 Fotomicrografia do grafio anamorfico de um membra do complexo P. boydii, que esta disposto em feixes em forma de leque 
semelhantes a feixes de trigo. (Cortesia do Dr. Glenn Roberts, PhD.) 





■ FIGURA 21.41 Fotomicrografia das especies de Chrysosporium, ilustrando os conidios esfericos a ovais, cada qual sustentado por um 
conidioforo curto e reto (“pirulitos”). Esse fungo assemelha-se morfologicamente aos membros do complexo Pseudallescheria boydii e ao 
Blastomyces dermatitidis. 

Especies de Sepedonium. As coldnias das especies de Sepedonium sao semelhantes as das especies de Chrysosporium descritas 
antes e as duas nao podem ser diferenciadas visualmente. Ao exame microscopico, a observapao de macroconidios esfericos, grandes e 
com pontas rombas (semelhantes aos de H. capsulatum) e um aspecto tipico (Figura 21.42). As colonias de Sepedonium spp. crescem 
mais rapidamente que as de H. capsulatum ; ao contrario deste ultimo, esse fungo e inibido nos meios seletivos contendo ciclo- 
heximida; e Sepedonium spp. nao podem ser convertidas em forma de leveduras depois da incubapao de 35° a 37°C. Conidios ovais 
menores originados separadamente dos conidioforos curtos tambem podem ser observados com algumas cepas, mas nao sao comuns. 
Esses microconidios alongados ajudam a diferenciar Sepedonium spp. de H. capsulatum, que forma microconidios esfericos. Na pratica, 
utiliza-se uma sonda de DNA ou outro metodo molecular (p. ex., sequenciamento do DNA) para excluir a possibilidade de H. 
capsulatum e reforpar a identificapao do fungo como uma especie de Sepedonium. 

Especies de Beauveria. Beauveria e um patogeno humano muito raro. Entretanto, e um patogeno tao importante dos insetos, tendo 
sido responsavel pela morte de incontaveis bichos-da-seda e pelo declinio da industria da seda, que Louis Pasteur foi chamado a 
investigar. As colonias tern superficie cotonosa branca. O inverso da colonia e caramelo-claro. Ao exame microscopico, os 
microconidios globosos minusculos agregam-se densamente ao redor do conidioforo delicado, curto e dilatado, que se dobra em forma 
de zigue-zague perto da ponta. Essa configurapao de “joelho dobrado” e conhecida como geniculada (Figura 21.43). Cada conidio 
origina-se em um piano e, depois disto, o conidioforo gira antes de portar outro conidio em outro piano e assim por diante. Por essa 
razao, esse tipo de conidia^ao forma conidios em todos os lados do conidioforo - uma configura^ao conhecida como simpodial. 

O Quadro de correlafoes clinicas 21.3 descreve as diversas manifestaqoes clinicas das infecQoes oportunistas causadas pelos fungos 
hialinos. 



■ FIGURA 21.42 Fotomicrografia ilustrando os conidios esfericos, grandes e finamente equinulados tipicos das especies de Sepedonium. 
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■ FIGURA 21.43 Fotomicrografia e esbogo ilustrando os conidioforos delicados em zigue-zague de Beauveria spp., nos quais cada denticulo 
sustenta um unico conidio ovalado. 



Quadro de correlates dinicas 


Hialo-hifomicoses. 


Micetoma, onicomicose 106 e ceratite micotica 160 sao as infeqoes causadas mais comumente por esse grupo de fungos filamentosos. Esses fungos filamentosos tambem podem 
causar outras infeqoes, inclusive sinusite com ou sem formagio de bolas fungicas, meningite, osteomielite, endocardite e otomicose. Rippon 235 resumiu algumas dos casos 
publicados na literatura mais antiga. 

As especies d e Aspergillus sao os agentes etiologicos mais comuns da hialo-hifomicose e estao descritas no Quadro de correlates dinicas 21.2. Em seguida, as especies de 
Fusarium e os membros do complexo P. boydii sao as causas mais comuns de doem;a invasiva dos pacientes imunossuprimidos, mas e importante lembrar que qualquer fungo 
pode causar doen<;a na populagao com imunossupressao profunda. 

Vajpayee et al. 27S demonstraram que as especies de Fusarium eram a causa mais comum de ceratite micotica de 156 pacientes com doen^a ulcerosa micotica da cornea que, 
na maioria dos casos, complica a conjuntivite alergica e o uso simultaneo de antibioticos e corticosteroides. Nielsen et al. m publicaram uma revisao abrangente sobre 
taxonomia, micologia, aspectos laboratoriais e sindromes dinicas associadas as especies de Fusarium. Esses autores tambem citaram as especies de Fusarium como causa mais 
comum de ceratite micotica nos EUA, geralmente depois de traumatismo da cornea associado ao implante ocular de fragmentos vegetais ou fragmentos do solo durante 
atividades ao ar livre. A ceratite micotica foi detectada em 4 a 27% dos usuarios de lentes de contato e as especies de Fusarium foram isoladas mais comumente. 1 Low et al. m 
publicaram um caso de ceratite causada por Beauveria, que foi curada por dissecgao profunda. As condi^oes predisponentes sao cuidados inadequados com as lentes de contato, 
coexistencia de infeqao cornea subjacente (p. ex., infec^ao por herpes simples) e uso prolongado de corticosteroides e antibioticos topicos. 

Em um estudo retrospectivo de 10 anos (1986 a 1995) dos pacientes com neoplasias malignas hematologicas, Boutati e Anaissie 29 encontraram casos de infecgao 
disseminada por especies de Fusarium em 43 pacientes: 40 com doen^a disseminada e 3 com infecgao pulmonar invasiva. Embora o tratamento farmacologico tenha sido eficaz 
em 13 desses pacientes, a recupera^ao da infec^ao geralmente ocorreu apenas quando a mielossupressao e a neutropenia regrediram. Krcmery et at. 157 descreveram o 
isolamento das especies de Fusarium da corrente sanguinea dos pacientes com varias neoplasias malignas. 

As infeqoes cutaneas podem ser causadas pela penetra^ao direta da pele por materia vegetal contaminada. 0 autor deste comentario atuou como consultor em um caso 
nao publicado de micetoma pos-traumatico causado por Fusarium em uma mulher de 35 anos. Inicialmente, a biopsia superficial da lesao isolou uma especie de Aiternaria 
sensivel a anfotericina B nos testes in vitro. Como nao houve melhora da paciente com o tratamento introduzido, foi realizada uma biopsia mais profunda, da qual foi isolada 
uma cepa da especie de Fusarium resistente a anfotericina B. A doengi regrediu quando a paciente foi tratada com itraconazol. 

Os membros do complexo Pseudallescheria boydii, que inclui Scedosporium apiospermum, estao entre os agentes etiologicos mais comuns de micetomas subcutaneos 
diagnosticados nos EUA. A present de granulos esfericos macios a firmes, brancos a amarelados, sugere esse microrganismo, mas esta caracteristica nao e especifica. As 
infeqoes pulmonares causadas pelo complexo P. boydii geralmente sao semelhantes as de Aspergillus spp. e as hifas tern aspecto semelhante nos cortes histologicos corados. 
Alem de causar doen^a nos pacientes imunossuprimidos, as infecijdes causadas pelo complexo P. boydii tambem estao associadas aos episodios de quase afogamento. Outras 
infeqoes revisadas detalhadamente por Rippon 235 sao sinusite (inclusive com formagio de bolas fungicas), meningite, osteomielite, endocardite, ceratite micotica, 
endoftalmite e otomicose. Perez etai.™ descreveram um paciente com abscesso cerebral causado pela Pseudallescheria boydii, que estava associado a um cateter venoso 
central infectado. Tamm etal. m relataram infeqoes por P. boydii em sete receptores de transplantes de pulmao, que desenvolveram infecgoes pulmonares. Esse fungo foi 
documentado em especimes de LBA de todos os sete pacientes e todos tinham problemas associados as vias respiratorias, inclusive estenose isquemica precoce das vias aereas 
em um caso e sindrome de bronquiolite obliterante nos outros seis. 0 tratamento combinado com itraconazol e fluconazol nao conseguiu erradicar a infecgao. Quatro dos sete 
pacientes morreram em consequencia da bronquiolite obliterante grave dentro de 3 a 35 meses depois do diagnostic). 

Scedosporiumprolificans (antes conhecido como 5. inflatum) e um fungo demacio, mas esta inclufdo aqui porque e morfologicamente semelhante a P. boydii e aos outros 
membros deste complexo. Salkin etal. m relataram 15 casos de infec^oes humanas. Wilson etal. m acrescentaram mais 11 casos de infeqao pot Scedosporium prolificans 
publicados na literatura, quase todos envolvendo pacientes que tiveram traumatismo com perfura^ao ou procedimentos cirurgicos. Scedosporium spp., especialmente S. 
prolificans, foram consideradas resistentes a anfotericina B, miconazol, cetoconazol e outros antimicoticos; esta e uma razao importante para a diferencia$ao entre elas e 
Aspergillus spp. Contudo, Pickles etal. m relataram casos bem-sucedidos de cura usando fluconazol e os novos derivados triazolicos sao ainda mais promissores. 

Alvarez etal. ]0 relataram um surto nosocomial de quatro infecgoes fatais por Scedosporium prolificans em pacientes com neutropenia grave resultante da quimioterapia 
para leucemia. As infeqoes ocorreram sequencialmente em um periodo de 1 mes em dois quartos, durante a fase de reconstrui;ao do hospital, quando os pacientes ficaram 
provisoriamente abrigados em uma unidade hematologica. Os autores conduiram que, embora nao tenha sido possivel isolar 5. proliferans dos quartos dos pacientes ou dos 
corredores adjacentes, a evidencia circunstancial sugeria um surto nosocomial. Simarro et air' 1 relataram duas infec^oes semelhantes relacionadas. Os dois pacientes foram 







internados na enfermaria hematologica em quartos adjacentes durante as obras de construct) do hospital. Depois de um episodio pregresso de sepse bacterina na fase 
neutropenica, que melhorou com tratamento antibiotico, as condigoes respiratorias dos dois pacientes pioraram e ambos tiveram dispneia aguda, um deles com infiltrado 
pulmonar. Algumas horas depois, os dois pacientes morreram. As hemoculturas foram positivas para 5. prolificans. De Battle et al. M descreveram um paciente com leucemia, 
que desenvolveu infec^ao disseminada por 5. prolificans durante o periodo de neutropenia induzida pela quimioterapia. 5. prolificans foi isolado de quatro hemoculturas. Pela 
necropsia, os autores encontraram infec^ao fungica disseminada com varias tromboses micoticas intravasculares nos pulmoes, fi'gado, ba$o e outros orgaos. Os autores fizeram 
um apelo para que todos os esforgos sejam envidados para proteger os pacientes com leucemia da invasao por fungos saprofiticos durante o periodo de neutropenia induzida 
pela quimioterapia. 

Varios outros fungos hialinos podem causar doen?a nos hospedeiros suscetiveis. Chan etal. m relataram casos de peritonite associada a dialise peritoneal, que foram 
causados por Paecilomyces variotii em dois pacientes. Ambos tinham usado varios antibioticos para tratar peritonite bacteriana, que provavelmente contribuiram para o 
desenvolvimento da infecijao oportunista por Paecilomyces. 

Infecgoes causadas por especies de Paecilomyces tambem foram relatadas por Chan-Tack et al. n (fungemia de um adulto receptor de transplante de medula ossea), Gucalp 
etal. m (sinusite resistente a anfotericina B em um adulto imunossuprimido), Okhravi eta!:" 1 (endoftalmite depois de ceratoplastia perfurante) e Westenfeld etal: (um 
paciente com infec^ao subcutanea e bursite pre-patelar). Castro etal:' relataram um caso de infeqao subcutanea profunda do antebrag) esquerdo por Purpureocillium 
lilacinum (antes conhecido como Paecilomyces lilacinus) em um receptor de transplante de rim, que respondeu ao tratamento com griseofulvina oral. Esses autores revisaram 42 
casos de micoses humanas causadas por Paecilomyces spp., geralmente associadas a implantes de proteses ou a imunossupressao. A diferenciaqao desses fungos 
microscopicamente semelhantes e importante, porque a maioria das cepas do P. lilacinus e resistente a anfotericina B, enquanto a maioria das cepas de P. variotii e sensivel. 

Existem relates de que Scopulariopsis spp. causaram infeqoes das unhas, dos tecidos subcutaneos e dos pulmoes. 274 Phillips et a/. 224 descreveram varios pacientes com 
micoses por 5. brevicaulis envolvendo unhas dos pododactilos de um receptor de transplante de medula ossea alogenica. Outras infecgoes citadas foram pneumonite de 
hipersensibilidade, forma^ao de bola fungica no pulmao e infec^oes subcutaneas profundas dos pacientes imunossuprimidos. Entre as diversas infec^oes causadas por 
Scopulariopsis spp. estao os casos de sinusite fungica invasiva publicados por Ellison etal.™ e Jabor etal.™ este ultimo envolvendo destruii;ao nasal invasiva de um paciente 
imunocompetente; um caso fatal de endocardite de protese valvar associada a 5. brevicaulis publicado por Migrino etal:™ e um paciente com infeqao subcutanea recidivante, 
que ocorreu 6 anos depois do transplante de fi'gado e foi relatado por Sellier et al . 251 

Schell e Perfect 247 descreveram um paciente com neutropenia, que desenvolveu infecgao disseminada causada por Acremoniumstrictum. Nesse caso, o fungo foi isolado 
das hemoculturas depois do isolamento anterior dos especimes fecais, sugerindo que o trato gastrintestinal fosse o foco primario da infeqao. 


Identificacao dos dermatofitos 

Os dermatofitos formam um grupo de fungos bem diferenciados, que infectam a pele, os cabelos (ou pelos) e as unhas dos seres 
humanos e animais, nos quais causam diversas infecqdes cutaneas conhecidas coloquialmente como “tinhas”. Qualquer fungo isolado 
em cultura dos especimes descritos como pele, unha ou cabelos (ou pelos) deve ser avaliado para determinar se e um dermatofito. 
Entretanto, e importante estar atento ao fato de que outros fungos patogenicos, inclusive bolores dimorficos, tambem podem afetar a 
pele e mostrar caracteristicas como hifas estreitas e delicadas e resistencia a ciclo-heximida, que tambem sao encontradas nos 
dermatofitos. Alem disso, alguns fungos ambientais saprofiticos podem ser isolados, especialmente das unhas. Determinar o papel 
patogenico desses fungos e dificil, porque eles poderiam ser contaminantes ou agentes etiologicos da infecgao. O isolamento repetido 
desses fungos, a exclusao da presenga de um dermatofito e a demonstragao da forma invasiva no exame histopatologico poderiam ser 
evidencias a favor de que a onicomicose seja causada pelo fungo. 

O exame direto de uma preparagao com KOH/branco calcofluor facilita a detecgao direta dos dermatofitos. A demonstragao de 
segmentos de hifas tipicas nas escamas cutaneas examinadas diretamente (Figura 21.44) ou de invasao do ectotrix ou do endotrix dos 
pelos infectados e um indicio preliminar util (Figura 21.45). 
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• FIGURA 21.44 Fotomicrografia de uma preparagao com KOH de um raspado de pele, ilustrando um segmento de hifa de um dermatofito. 
Observe que o fragmento da hifa estava dividido em artroconidios minusculos (imersao em oleo, 1 .OOOx). 





■ FIGURA 21.45 Fotomicrografia de um corte longitudinal da haste de um pelo de um paciente com dermatofitose. Observe a invasao do endotrix 
por hifas septadas ao centra com os conidios na periferia (coloragao com GMS, 400x). 

As colonias de varias isolados de dermatofitos variam consideravelmente quanto as taxas de crescimento, a morfologia e a produgao 
de pigmentos, em alguns casos inclusive entre a mesma especie. Por essa razao, a designagao dos generos e das especies depende da 
observagao das caracteristicas microscopicas. Em alguns casos, a identificagao no nivel de especie, principalmente quando se trata de 
Trichophyton spp., nao e possivel sem testes bioflsicos/bioquimicos complementares. Ernbora seja interessante sob o ponto de vista 
epidemiologico, a identificagao neste nivel nao e necessaria ao tratamento. Entretanto, existem algumas caracteristicas das colonias, que 
podem ser liteis na identificagao de determinadas especies; quando for apropriado, estas caracteristicas serao descritas adiante. A 
Prancha 21.4 ilustra alguns exemplos de colonias de dermatofitos. As especies com importancia medica mais comumente isoladas nos 
laboratories clinicos sao Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophvtes, Trichophyton rubrum, 
Trichophyton tonsurans. Trichophyton verrucosum e Epidermophyton floccosum. 

Em um estudo sobre infeegoes dermatofiticas realizado nos EUA por Weitzman, 286 o Trichophyton tonsurans foi a especie mais 
isolada (44,5%), seguida de Trichophyton rubrum (41,3%) e, menos comumente, Trichophyton mentagrophvtes (8,5%), Microsporum 
canis (3,5%) e Epidermophyton floccosum (1,1%). 

Os dermatofitos sao divididos em tres generos: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, com base principalmente nas 
diferengas de morfologia microscopica e tipos de esporulagao. O Painel 21.3 ilustra uma abordagem util a identificagao dos generos e 
das especies dos dermatofitos. 

O genero Microsporum caracteriza-se pela produgao de alguns macroconidios e poucos ou nenhum microconidio. Os 
macroconidios sao pluricelulares, tern paredes espessas e apresentam uma parede celular grossa, equinulada ou verrucosa. As 
identificagoes das especies estao baseadas nas diferengas morfologicas dos macroconidios. Quando estao presentes, os microconidios 
sao pequenos, hialinos e em forma de eliptica ou de gota e prendem-se diretamente as laterais das hifas. 

O genero Trichophyton caracteriza-se pela produgao de alguns microconidios e poucos ou nenhum macroconidio. Em contraste 
com Microsporum spp., os macroconidios (quando sao produzidos) tern paredes finas e lisas. O tamanho e a disposigao dos 
microconidios sao importantes para a identificagao no nivel de especie. A produgao de pigmento, a atividade de urease, a capacidade de 
penetrar nos pelos e os padroes de crescimento diferenciados nos meios de cultura com e sem tiamina e niacina (agares diferenciais para 
Trichophyton) tambem sao usados para concluir a identificagao de especies. 

O genero Epidermophyton caracteriza-se pela formagao de macroconidios claviformes, com paredes lisas e duas a quatro celulas, 
que se originam separadamente das hifas ou, mais comumente, em gmpos de dois ou tres. A ausencia dos microconidios e essencial a 
identificagao do genero Epidermophyton. 

Identificagao das especies de Microsporum 

Microsporum canis. Microsporum canis e um dermatofito zoofilico. Em geral, a infeegao e contraida dos animais domesticos da 
familia. O crescimento e rapido em 3 a 5 dias. Inicialmente, as colonias sao brancas e sedosas, mas depois produzem pigmento amarelo- 
limao nas suas bordas perifericas (Prancha 21.4 A). O inverso da colonia toma-se castanho-amarelado a medida que ela amadurece. 

Ao exame microscopico, podem ser encontrados macroconidios e microconidios, ernbora os primeiros predominem. Um aspecto 
tipico do Microsporum canis e a formagao de macroconidios pluricelulares fusiformes, que sao pontiagudos e podem ser ligeiramente 
torcidos para um lado na ponta (Figure 21.46). Microconidios esparsos podem ser originados diretamente das laterais das hifas. Nas 
infeegoes dos cabelos (ou pelos), grupos mosaicos de microconidios desenvolvem-se no exterior da haste (ectotrix). 

Microsporum gypseum. Microsporum gypseum e um dermatofitos geofilico e as infeegoes geralmente sao contraidas pelo contato 
com terra. O crescimento e rapido (3 a 5 dias). As colonias sao planas, inicialmente brancas, mas depois se tomam castanho-claras a 
castanho-avermelhadas a medida que amadurecem (Prancha 21.4 B). A superficie toma-se agucarada ou granulosa a medida que os 
conidios sao produzidos. 


Os macrocomdios de M. gypseum geralmente sao mais numerosos que os de M. canis, sao menos fusiformes e tern pontas 
arredondadas (Figura 21.47). A historia de exposigao a terra e, possivelmente, a animais infectados e tambem a morfologia das colonias 
podem ajudar na identificagao diferencial. 




■ FIGURA 21.46 Fotomicrografia e esbogo de um macroconidio pluricelular do Microsporum canis, ilustrando o formato fusiforme, a parede 
equinulada espessa, as separagoes transversals e a ponta afilada. 

Microsporum nanum. Microsporum nanum e um dermatofitos zoofilico associado aos porcos e e uma causa relativamente rara de 
dermatofitose. 236 As colonias de M. nanum crescem rapidamente em 3 a 5 dias. A superficie e cotonosa, incialmente branca, mas depois 
cor de caramelo, tornando-se vermelho-acastanhado na superficie inversa. A medida que as colonias amadurecem, podem aparecer tufos 
na superficie. 

Ao exame microscopico, geralmente sao observados macrocomdios ovalados a claviformes com duas a tres celulas. Em uma 
avaliagao superficial, os macrocomdios produzidos podem ser semelhantes aos de Epidermophytonfloe cosum. As paredes celulares sao 
fmamente verrucosas (Figura 21.48), em contraste com os conidios de E. floccosum, que tern paredes lisas. Os microconidios 
claviformes cilindricos e pequenos (3 a 5 mm) originam-se das laterais das hifas e esta caracteristica tambem e importante para a 
diferenciagao entre M. nanum e E. floccosum. 





■ FIGURA 21.47 Fotomicrografia e esbogo de um macroconidio pluricelular de Microsporum gypseum, ilustrando a parede equinulada espessa, 
as septagoes transversals e a terminapao arredondada da celula. 
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■ FIGURA 21.48 Fotomicrografia dos macroconidios de Microsporum nanum. Eles diferem dos macroconidios de E. floccosum porque tem duas 
celulas e paredes equinuladas espessas. 

Identificacao de especies de Trichophyton 

Trichophyton mentagrophytes. Trichophyton mentagrophytes e um dermatofito zoofllico e a infecgao pode ser contralda de 
diversos tipos de animais. O crescimento e relativamente rapido, com maturagao em 3 a 5 dias. Podem ser observados dois tipos de 
colonias: cotonosas ou granulosas. As variantes cotonosas sao inicialmente brancas, mas podem tomar-se cremosas a castanhas a 
medida que amadurecem. Em geral, ha uma area central elevada de hifas estereis semelhantes a teias de aranha. A periferia e o inverso 








da colonia podem ser rosados a castanhos (Prancha 21.4 D). As variantes granulosas formam colonias planas dispersivas com superficie 
ligeira ou grosseiramente granular. As colonias sao inicialmente brancas ou amarelo-desbotado, mas depois se tomam de castanhas a 
marrons. Tambem pode ser observado um pigmento vermelho semelhante ao de T. rubrum; contudo, a pigmenta^ao nunca e tao intensa 
quanto a de T. mentagrophytes, principalmente quando as colonias sao cultivadas simultaneamente em agar fuba ou agar de batata 
dextrose (Prancha 21.4 F). 

Os microconidios tendem a formar grupos semelhantes a cachos de uvas soltas (en grappe) (Figura 21.49). Nos casos tipicos, nao 
aparecem macroconidios, ou estes estao presentes em quantidades reduzidas e sao mais comuns nas culturas granulosas. Quando estao 
presentes, os macroconidios sao longos, pluricelulares, em forma de charuto, com paredes lisas ftnas. As hifas e os clamidosporos 
espiralados sao observados comumente nas hifas vegetativas. A maioria das cepas e urease-positiva e, nas infecgoes dos cabelos (ou 
pelos), as hifas invadem as hastes (endotrix). O crescimento dessa especie e igual nos agares diferenciais para Trichophyton. 




a FIGURA 21.49 Fotomicrografia e esbogo das formas microscopicas de Trichophyton mentagrophytes, ilustrando os conidios esfericos 
minusculos dispostos em grupos soltos. 

Trichophyton rubrum. Trichophyton rubrum e um dermatofito antropofilico, que comumente infecta a pele e as unhas. O 
crescimento no ADS e relativamente lento e requer 4 a 7 dias para alcan^ar a maturidade. A superficie das colonias e inicialmente 
branca e a consistencia pode ser cotonosa, aveludada ou granulosa, dependendo da cepa, do meio de cultura utilizado e do grau de 
esporulagao. Com o nome da especie indica, um aspecto essencial e a produgao de um pigmento hidrossoluvel cor de vinho tinto no 
inverso da colonia, que se difunde para dentro do agar (Prancha 21.4 E e F). A produgao de pigmento e mais intensa nas colonias 
cultivadas em agar fuba ou agar de batata dextrose, que no agar Sabouraud dextrose. 

Ao exame microscopico, os microconidios de T. rubrum tendem a ter formato de gota (piriforme) e geralmente estao distribuidos em 
um dos lados das faixas de hifas, formando o aspecto de “passaros pousados em uma cerca”, em vez do agmpamento solto observado 
com T. mentagrophytes (Figura 21.50). Os macroconidios pluricelulares podem ser observados raramente; quando estao presentes, eles 
sao alongados e tem formato de charuto com paredes ftnas e lisas semelhantes aos que sao produzidos por T. mentagrophytes. Essa 
especie nao produz urease e as hastes dos pelos (ou cabelos) nao sao invadidas no teste de penetrapao ou hair-baiting. Essa especie 
cresce igualmente nos agares diferenciais para Trichophyton. 







■ FIGURA 21.50 Fotomicrografia e esbogo das formas microscopicas de Trichophyton rubrum , ilustrando a formagao dos conidios minusculos 
nas superficies laterais das hifas, com padrao semelhante a “passaros pousados em uma cerca”. 

Trichophyton tonsurans. Trichophyton tonsurans e um dermatofito antropomorfico, que causa infecgoes das unhas, da pele e do 
couro cabeludo. O crescimento e lento e requer 7 a 10 dias para alcangar a maturidade. As colonias tern superflcie granulosa tlpica cor 
de caramelo, com formagao de rugas radiais profundas a medida que amadurecem (Prancha 21.4 G). A identificagao pode ser 
confirmada pela demonstragao do crescimento insatisfatorio no agar 1 para Trichophyton, que e deficiente em tiamina; a tiamina e um 
requisito absoluto ao crescimento de T. tonsurans. O crescimento e satisfatorio no agar 4 para Trichophyton, que contem tiamina. 

Ao exame microscopico, os microconidios geralmente sao bem-defmidos. Seu tamanho pode variar consideravelmente e as formas 
alongadas, claviformes ou grandes e abalonadas podem estar misturadas com microconidios ovais menores em forma de gotas (Figura 
21.51). Os macroconidios raramente sao observados nas cepas isoladas no laboratorio. 






■ FIGURA 21.51 Fotomicrografia e esbogo dos microconidios claviformes e esfericos de T. tonsurans, soltos e fixados as laterals das hifas 
delicadas (seta). Alem disso, nessa preparapao ha varios macroconidios com paredes finas e lisas. 

Trichophyton verrucosum. Trichophyton verrucosum e um fungo zoofilico, que causa infecpao no gado. Embora seja transmitido 
por contato direto, tambem pode ser veiculado por objetos contaminados. O fungo pode infectar a pele, os pelos e as unhas. O 
crescimento e lento e requer 7 a 14 dias para alcanpar a maturidade. O crescimento nao e satisfatorio no agar 1 para Trichophyton, que e 
deficiente em tiamina e inositol. Contudo, o crescimento pode ocorrer nos agares 2, 3 e 4 para Trichophyton, todos contendo tiamina, 
inositol ou ambos. As colonias sao inicialmente pequenas, circulares, planas e lisas, ou depois felpudas e brancas a amarelo-claras. 

Ao exame microscopico, a esporulapao geralmente e fraca. Hifas do tipo em chifres podem ser observadas e outro aspecto tipico e a 
formapao de numerosos clamidosporos, geralmente dispostos em cadeias (Figura 21.52). Os macroconidios sao raros, mas bem 
definidos quando estao presentes. Eles sao pluricelulares, tern paredes finas e lisas e sao finos com uma configurapao de “vagem” ou 
“rabo de rato”. Quando estao presentes, os microconidios sao pequenos, piriformes e originados diretamente das superficies laterais das 
hifas. 

Epidermophyton floccosum. Epidermophyton floccosum e um dermatofito antropofilico e uma causa importante da tinha crural 
(coceira de joquei) e tinha do pe (pe de atleta). As colonias crescem rapidamente em 3 a 5 dias, inicialmente sao branco-acinzentadas e 
depois produzem um pigmento verde-caqui bem-definido quando amadurecem. Tiras de hifas branco-amareladas podem ser observadas 
irradiando-se do centra para a periferia da colonia (Prancha 21.4 H). Com o amadurecimento adicional, a superficie tomar-se granulosa 
a medida que sao produzidos conidios. 










E. floccosum nunca produz microconidios e este e um aspecto fundamental. Desse modo, quando sao observados microconldios na 
cultura de um dermatofito desconhecido, pode-se eliminar a possibilidade de que seja E. floccosum. Em geral, os macroconidios sao 
produzidos em grandes quantidades, geralmente sao claviformes e tern tres a cinco celulas e paredes fmas e lisas (Figura 21.53). Em 
muitos casos, os macroconldios formam grupos de tres ou quatro. Nos casos tlpicos, os clamidoconldios estao presentes, especialmente 
nas culturas mais antigas. 



■ FIGURA 21.52 Fotomicrografia demonstrando o aspecto microscopico das cadeias de clamidosporos tipicos do Trichophyton verrucosum. 



a FIGURA 21.53 Fotomicrografia e esbogo de um grupo de macroconidios cilindricos alongados de Epidermophyton floccosum com paredes 
lisas e septos transversais. Esse fungo nao produz microconidios. 

Diagnostico por outras tecnicas exceto cultura 

Existem descritos ensaios diagnosticos moleculares para detectar dermatofitos, mas eles nao tern sido ampla e comumente utilizados. 
Por isso, o escopo desta sepao e limitado. Liu et al. 161 usaram arbitrariamente reapao da cadeia de polimerase (PCR; do ingles, 
polymerase chain reaction) com iniciadores e conseguiram identificar ate 20 das 25 especies ou subespecies de dermatofitos analisados. 
Embora o uso dessa tecnologia raramente possa ser necessario, aqui citamos uma referenda para os casos em que se necessita de uma 
defmipao mais precisa. 

O Quadro de correlapoes clinicas 21.4 descreve as manifestapdes clinicas das varias infeepdes causadas pelos dermatofitos. 


Quadro de correlates clinicas 


21.4 


Dermatofitos. 


Tinha do couro cabeludo [tinea capitis), tinha do corpo (tinea corpora), tinha do pe [tinea pedis) e tinha crural (tinea cruris) sao os nomes utilizados para descrever os diversos tipos 
de infeepao por dermatofitos. 0 termo onicomicose refere-se as infeepoes das unhas. Com o advento do tratamento antifungico oral mais eficaz, a identifkapao laboratorial dos 
dermatofitos e realizada menos comumente hoje em dia. Na maioria dos contextos de pratica medica, as preparapoes de KOH ou KOH/branco calcofluor com escamas de pele, 
raspados de unha ou pelos (cabelos) sao examinadas para detectar as hifas tipicas, que tendem a partir-se em artroconidios. 0 tratamento geralmente e instituido sem realizar 
cultura quando o exame direto demonstra elementos fungicos e o exame e realizado no consultorio medico (/. e., microscopia realizada pelo medico). Embora a grande maioria 
das infeepoes seja superficial, existem relatos de doenpa localmente invasiva, que e mais provavel nos pacientes com disfunpao do sistema imune. 1 










0 termo "tinha" data da Idade Media e refere-se aos orificios circulates das roupas, que sao produzidos pela traqa dos tecidos - um aspecto semelhante ao das lesoes 
cutaneas anulares produzidas pelos fungos dermatofitos. Hoje em dia, esse termo e usado para descrever as diversas sindromes ch'nicas causadas por dermatofitos. As tinhas 
tambem sao comuns nos caes, gatos, cavalos, gado e outros animais, constituindo uma fonte para as infecgoes zoofilicas em seres humanos. A seguir, ha um resumo sucinto dos 
diversos tipos dinicos de tinha. 

Tinea capitis - tinha do couro cabeludo 

Podem ser observados varios tipos de infecgao: 

1. Tinha em placas cinzentas, que e uma infecgao transmissivel do ectotrix das criangas causada pelo Microsporum audouiniiou M. canis. 

2. Infecgao inflamatoria do ectotrix por T. mentagrophytes de origem animal. 

3. Tinha em pontos pretos, que e uma infecgao do endotrix, na qual os pelos infectados degeneram e desprendem-se da superficie cutanea, formando o que parecem ser 
pontos pretos; e causada pelo T. tonsurans. 

4. Massas exofiticas fungiformes (querions) produzidos pelo T. tonsurans, ou infecgoes favosas causadas pelo T. schoenieinii (na Escandinavia e no norte da Europa) e pelo T. 
violaceum (no sul da Europa mediterranean 

Durante os ultimos 50 anos, T. tonsurans substituiu T. audouinii como agente etiologico principal da tinea capitis nos EUA e na Europa ocidental. 76 - 107 - 299 As infeqoes por T. 
tonsurans sao contagiosas, conforme se evidenciou em um surto de tinea corporis entre profissionais de saude de uma enfermaria de reabilitagao em regime de internagao, que 
adquiriram a doen$a de um paciente infectado. 166 A contagiosidade de T. tonsurans tornou-se um problema entre os jovens que praticam lutas competitivas. Como as lesoes 
parecem um pouco diferentes em um subgrupo de lutadores jovens, em comparagao com a populagao pediatrica em geral, o termo “tinea gladiatorum" tern sido usado para 
descrever este tipo de infecgao. 152 Tinea capitis e adquirida mais comumente por contato direto com um paciente infectado, ou com varios objetos contaminados; o estado de 
portador assintomatico nos adultos pode contribuir para a persistence da infeqao em determinado contexto. 19 Em um estudo sobre dermatofitose de 202 criangas residentes 
do Kuwait, al-Fouzan et at7 demonstraram que a tinea capitis era a infecgao mais comum e que M. canis era a especie mais prevalente (96% dos pacientes deste estudo). 
Embora na maioria dos pacientes infectados a doen^a permanega confinada a superficie da pele, alguns relates indicaram que o fungo possa invadir os tecidos mais profundos 
dos pacientes imunossuprimidos. King et a/. 148 descreveram uma infecgao papulosa subcutanea em um receptor de transplante de rim, no qual os elementos fungicos invasivos 
foram encontrados em uma biopsia profunda da pele. Do mesmo modo, a penetragao subcutanea profunda dos nodulos eritematosos do couro cabeludo e da face foi observada 
em um paciente com AIDS. 

Tinea corporis - tinha do corpo 

As lesoes anulares tipicas da pele das partes lisas do corpo, que apresentam bordas hemorragicas dispersivas, sao causadas mais comumente por T. rubrum, T. mentagrophytes e 
T. tonsurans. Esse ultimo microrganismo tern sido isolado com frequencia crescente como agente etiologico da tinea corporis nos EUA. T. rubrum esta especialmente bem- 
adaptado para sobreviver na superficie da pele e causa infecgoes cronicas, que comumente se estendem portoda a vida do paciente. 55 As mananas de T. rubrum parecem ser 
mais aptas para suprimir as reaves imunes celulares que as de outros fungos, deste modo, modulando a resposta do hospedeiro e permitindo sua sobrevivencia. T. rubrum 
tambem pode sobreviver fora do corpo humano na forma de esporos em escamas cutaneas desprendidas e isto facilita a transmissao interpessoal em varios habitats humanos. 
Ocasionalmente, as infecgoes causadas por M. canis zoofflico e por T. gypseum geofflico sao diagnosticadas na pratica clinica. 

Tinea barbae - tinha da regiao da barba 

Essa infeqao zoofilica e diagnosticada mais comumente nos trabalhadores de fazendas e laticinios. T. mentagrophytes e o agente etiologico mais comumente isolado das 
infeqoes humanas e as lesoes tendem a ser inflamatorias. Trichophyton verrucosum tambem esta associado comumente a tinea barbae adquirida do couro do gado leiteiro. 
Sabota et al. 2 relataram infecgoes por T. verrucosum em cinco pacientes, dos quais tres tinham tinea barbae pustulosa grave e dois apresentaram erupgoes nos antebragos. 
Todos os cinco pacientes eram criadores de gado leiteiro. Uma preparagao de KOH demonstrou hifas e as culturas isolaram T. verrucosum em todos os tres casos. T. verrucosum 
pode causar tinea barbae pustulosa nos fazendeiros, que pode ser confundida pelos medicos com infecgao por Staphylococcus aureus, inclusive os especialistas em doem;as 
infecciosas. A resposta a pergunta simples "Voce trabalha em uma fazenda de gado leiteiro?" pode sugerir a possibilidade de infecgao por T. verrucosum no contexto clinico 
apropriado. 

Tinea cruris - tinha da regiao inguinal 

As lesoes tendem a ser circinadas e serpiginosas com bordas inflamatorias e vesiculares progressivas, causadas mais comumente por Epidermophyton floccosum. Essa infecgao 
pode alcangar proposes epidemicas nos atletas, soldados e tripulantes de navios, que podem compartilhar o uso de toalhas, roupas de cama e roupas pessoais. 

Tinea pedis - tinha dos pes (pe de atleta) 

Essa e a infecgao fungica mais comum nos seres humanos e, nos casos tipicos, evidencia-se por lesoes cutaneas pruriginosas, descamativas ou exsudativas nas plantas dos pes 
e/ou entre os dedos do pe. As infeqoes sao mais comuns nos meses quentes e umidos. T. mentagrophytes, T. rubrum e E. floccosum sao as especies de dermatofitos isoladas mais 
comumente. A quantidade maior de queratina nas plantas dos pes e nas palmas das maos torna estas duas areas seletivamente vulneraveis a infec<;ao por T. mentagrophytes e 
outros dermatofitos. A capacidade de T. rubrum sobreviver na forma de esporos nas escamas cutaneas desprendidas torna essas areas hiperceratoticas especialmente 
vulneraveis as infecgoes transmitidas por toalhas contaminadas, pisos de vestiarios e outros habitats humanos. 

Tinea unguium - tinha das unhas 

Tinea unguium e o termo usado para descrever o acometimento das unhas por fungos dermatofitos e deve ser diferenciado da onicomicose, que se refere as infecgoes ungueais 
causadas por grande variedade de fungos, inclusive nao dermatofitos como Scopulariopsis, entre muitos outros. A tinea unguium corner na borda lateral ou distal da lamina 
ungueal e causa inflamagao paroniquial. A medida que a lesao progride, a unha torna-se espessada e quebradiga e ha acumula^ao de restos queratinizados subungueais. Os 
dermatofitos associados mais comumente sao T. rubrum e T. mentagrophytes. 

Em um estudo de 100 casos consecutivos em pacientes diabeticos, Lugo-Somolinos e Sanchez 174 nao encontraram incidencia mais alta de dermatofitoses, em compara^ao 
com uma populagao de controle. Algum tipo de dermatofitose foi detectado em 31% dos pacientes diabeticos e 33% do grupo de controle. Desse modo, ao contrario da nogao 
popular, o diabetes melito aparentemente nao predispoe as dermatofitoses. 



Fungos dimorficos 

Os fungos dimorficos constituem um subgrupo dos bolores hialinos e, em geral, sao analisados separadamente porque tem 
caracteristicas singulares. Em primeiro lugar, eles sao dimorficos, ou seja, existem na forma de bolor no ambiente (“incubagao a 
temperatura ambiente”), enquanto produzem leveduras ou formas leveduriformes durante as infecgoes ( i. e., in situ no corpo humano). 
Com excegao das especies de Coccidioides , todos esses fungos sao termicamente dimorficos ( i . e., produzem leveduras ou formas 
leveduriformes quando sao incubados a 35° a 37°C). A forma de bolor e produzida no nicho ambiental do fungo e produz conidios 
infecciosos. Os seres humanos e os animais sao infectados predominantemente por inalagao dos conidios suspensos no ar de todos os 
fungos patogenicos dimorficos, com excepao de Sporothrix schenckii, que causa principalmente infecpao por implantapao traumatica 
direta. Quando estao no corpo ( i. e., a temperatura de 35° a 37°C), os conidios adquirem a forma de leveduras, ou esferulas quando o 
patogeno infectante e uma especie de Coccidioides. Com excegao de Sporothrix schenckii, os fungos patogenicos dimorficos sao causas 
importantes de infecgoes “profundas” nos seres humanos. A gravidade da infecgao e determinada principalmente pelo microrganismo 
infectante, pelo local da infecqao e pelas consequencias da doenpa, pelo estado imunologico do hospedeiro e pela disponibilidade e 
instituigao imediata do tratamento antibiotico. 

As especies com importancia medica revisadas neste capitulo sao as seguintes: 

Blastomyces dermatitidis 
Coccidioides immitis/C. posadasii 
Histoplasma capsulation 
Complexo Sporothrix schenckii 
Paracoccidioides brasiliensis 

Com exceqao das especies de Coccidioides, as colonias formadas por esses fungos geralmente tem crescimento lento (10 a 30 dias) 
quando sao isoladas no meio de cultura primario a partir de especimes clinicos. Nos casos em que a quantidade de fungos do especime 
clinico e grande, o crescimento pode ser detectado dentro de 4 a 7 dias. O crescimento das especies de Coccidioides e suficientemente 
rapido, de forma que se pode observar crescimento muito delicado nas primeiras 24 a 72 horas de incubagao das placas de agar-sangue 
comuns a 35°C. Isso constitui um risco aos bacteriologistas; por esta razao, todas as placas de cultura que contenham um bolor devem 
ser manuseadas dentro de uma CSB. A 30°C, que e a temperatura habitual de incubagao nos laboratories, as colonias formam um bolor 
com micelio delicado, sedoso, filiforme ou semelhante a uma teia de aranha. Em alguns casos, podem surgir areas focais 
leveduriformes, principalmente durante as fases iniciais de crescimento ou quando os fungos sao isolados em meios contendo sangue 
(Prancha 21.5 A). Nos casos tipicos, as colonias sao branco-acinzentadas ou de cor caramelo, embora algumas cepas possam ter 
coloraqao amarelo-pastel clara com tonalidade rosada. As colonias de S. schenckii podem ter aspecto escurecido, que aumenta a medida 
que se prolonga a incubagao. Os fungos dimorficos em geral tambem sao capazes de proliferar nos meios de cultura contendo ciclo- 
heximida e este e um elemento valioso, que ajuda a diferenciar entre estes fungos e os bolores filamentosos saprofiticos, inclusive seus 
semelhantes ambientais, que crescem pouco ou nada nestes meios. 

Quando se tenta converter os bolores a leveduras ( i. e., a temperatura de incubaqao e aumentada para 35° a 37°C), pode-se observar 
um estagio de transformagao espinhosa, antes do desenvolvimento das colonias leveduriformes tipicas (Prancha 21.5 C). Quando a 
conversao a leveduras esta concluida, as colonias podem ter aspecto leveduriforme pastoso, sao lisas, geralmente continuas e tem 
pigmentagao branca a amarelo-clara (Prancha 21.5 E). Embora seja demonstravel, a conversao das culturas de bolores a leveduras 
raramente e tentada na maioria dos laboratories; a confirmaqao das cepas suspeitas geralmente e realizada por meio das sondas de 
acidos nucleicos ou outros metodos moleculares disponiveis no mercado. 

Mesmo antes da produgao dos conidios, pode-se suspeitar de um dos fungos dimorficos ao exame microscopico quando se 
observam hifas septadas hialinas muito delicadas e ha crescimento nos meios contendo ciclo-heximida. Em muitos casos, as hifas 
alinham-se em feixes paralelos. O proximo passo da identificagao no nivel de especies e baseado no exame microscopico das colonias 
isoladas em cultura, tendo como base seu tamanho, forma, posigao e derivapao dos conidios. Em geral, a confirmagao e realizada com o 
uso de uma sonda de acidos nucleicos especificos ou outro metodo molecular (p. ex., sequenciamento do DNA). Tambem e possivel 
realizar a identificagao com base na morfologia das leveduras ou das formas leveduriformes observadas nos cortes histologicos corados. 
Os paragrafos subsequentes descrevem os criterios usados para identificar os fungos dimorficos especificos. 

Blastomyces dermatitidis e blastomicose 

Blastomyces dermatitidis e um fungo encontrado no solo e na vegetaqao em decomposigao. O fungo e endemico nos estados proximos 
aos vales dos rios Mississippi e Ohio (Kentucky, Arkansas, Mississippi, North Carolina, Tennessee, Louisiana, Illinois e 
Wisconsin). 21 ' 1 '" Em contraste com a histoplasmose, na qual a extensao da zona endemica foi mapeada claramente com base nos testes 
cutaneos positivos, as regioes da blastomicose sao determinadas apenas com base na deteegao de casos individuals, porque nao ha um 
teste cutaneo sensivel." 2 Os seres humanos supostamente adquirem a infec?ao por inala^ao de conidios suspensos no ar, possivelmente 
em consequencia da dispersao mecanica dos bolores. Um paciente contraiu blastomicose depois de espalhar esterco, que provavelmente 
continha o bolor. A blastomicose tambem e uma doenpa dos animais, com incidencia alta de infeeqao nos caes. 

Detecgao no laboratorio. Nos casos tipicos, as colonias crescem lentamente na cultura primaria (10 a 30 dias), exceto nos casos de 
infeqao profusa, quando pode ocorrer crescimento na primeira semana. A temperatura de 30°C, as colonias formam bolores branco- 
acinzentados a caramelo-claros com micelios delicados, sedosos ou filiformes (Prancha 21.5 B). O crescimento ocorre nos meios 
contendo ciclo-heximida e este e um aspecto diferencial importante dos fungos que podem ter aspectos morfologicos semelhantes aos 


de Blastomyces. Com a conversao a forma de leveduras, pode-se observar um estagio espinhoso durante a transforma^ao, antes do 
desenvolvimento das colonias leveduriformes tipicas. As colonias tornam-se lisas e mais leveduriformes, exceto em alguns casos 
quando ha protrusao aerea de esplculas delicadas (Prancha 21.5 C). 

Ao exame microscopico dos bolores, as hifas sao delicadas (cerca de 2 pm de diametro), hialinas e septadas. Conldios esfericos a 
ovais medindo de 1 a 4 pm de diametro emergem separadamente das pontas dos conidioforos longos ou curtos (alguns acham que sao 
semelhantes a “pirulitos”) (Figura 21.54). Os conldios dos saprobios terrestres das especies de Chrysosporium tern aspecto semelhante 
ao exame microscopico. E importante reconhecer que o exame microscopico das colonias de Blastomyces muito jovens podem conter 
resquicios das formas de leveduras, que nao foram totalmente convertidas a fase de bolor. 

Depois da conversao ao estagio de leveduras, as colonias cultivadas a 35°C em agar enriquecido sao pequenas, continuas, 
ligeiramente convexas, lisas e podem ter pigmentapao amarelo desbotado ou caramelo. Ao exame microscopico, as leveduras sao 
grandes (10 a 15 pm) e, nos casos tipicos, tem um unico botao ligado por uma base larga (Figura 21.55). Essas leveduras em 
germinapao com bases largas tambem podem ser observadas nos cortes histologicos, comumente quando ha uma rea^ao inflamatoria 
piogranulomatosa (Figura 21.56, a esquerda). Essas formas podem ser confundidas nos cortes histologicos com os endosporos e as 
esferulas imaturas de Coccidioides immitis, que podem estar posicionados um ao lado do outro. Entretanto, a formagao dos endosporos 
dentro das esferulas permite a identificapao defmitiva de C. immitis (Figura 21.56, a direita). 

Diagnostico por outras tecrticas exceto cultura. Isoladamente, os testes sorologicos para detectar anticorpos nao sao 
considerados suficientes para estabelecer o diagnostico da blastomicose. Contudo, um teste positivo e util para esclarecer o diagnostico 
diferencial de um paciente com quadro suspeito de blastomicose. Os ensaios de imunodifusao e fixapao de complemento sao positivos 
em apenas cerca de 25% dos casos confirmados. Os imunoensaios enzimaticos (IEE) sao mais sensiveis que o teste de imunodifusao 
(ID), mas sao menos especificos. Pesquisadores descreveram um surto numeroso originado da mesma fonte, no qual a sensibilidade do 
IEE (77%) foi maior que a da ID (28%) ou da fixagao de complemento (FC; 9%), mas sua especificidade foi menor (92%), em 
compara^ao com os indices de 100% com a ID e a FC. 73 

A pesquisa do antigeno de Blastomyces na urina pode ser usada como teste diagnostico complementar. Em um estudo, esse teste 
detectou antigenuria em 92,9% dos pacientes com blastomicose, inclusive 89,3% com a forma disseminada e 100% com a apresenta^ao 
pulmonar da doen<;a. 74 Outros liquidos corporais tambem podem ser apropriados a pesquisa desse antigeno, que pode ser detectado no 
soro, liquido cefalorraquidiano (LCR) e liquido de lavado broncoalveolar (LBA). A detecpao do antigeno em LBA pode aumentar a 
sensibilidade diagnostica nos pacientes com doenpa pulmonar, principalmente nos casos mais brandos. A detec^ao do antigeno em LCR 
pode ajudar a estabelecer o diagnostico de meningite causada por Blastomyces, porque as leveduras nao sao detectadas nos exames 
diretos e as culturas sao negativas em aproximadamente 50% dos casos. A persistencia do antigeno durante o tratamento pode indicar 
falencia terapeutica e uma recidiva da doen^a pode ser detectada quando os niveis do antigeno aumentam em duas a tres vezes. 74 
Embora Connolly et al. 5> tenham considerado esse ensaio altamente sensivel e especifico, eles tambem relataram que os testes para 
pesquisa de antigeno de Blastomyces na urina tiveram reatividade cruzada em 95,6% dos casos com histoplasmose. O Quadro de 
correlafoes clinicas 21.5 descreve as manifestapoes clinicas da blastomicose. 




■ FIGURA 21.54 Fotomicrografia e esbogo dos pequenos conidios isolados de Blastomyces dermatitidis, que estao ligados as hifas por 
conidioforos curtos e delicados. 








■ FIGURA 21.55 Fotomicrografia e esbogo das leveduras grandes do Blastomyces dermatitidis, das quais algumas produzem urn botao com 
base larga. 



■ FIGURA 21.56 A. Fotomicrografia de um corte histologico corado com GMS, ilustrando os grupos frouxos de leveduras de Blastomyces 
dermatitidis coradas em tom escuro, algumas com um botao com base larga tlpica (seta). B. Fotomicrografia de um corte histologico corado com 
H&E demonstrando pequenas esferulas imaturas vazias de Coccidioides immitis, alem das formas maduras contendo endosporos. As esferulas 
vazias situadas lado a lado podem assemelhar-se as formas germinativas com bases largas de B. dermatitidis (setas). 


Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii e coccidioidomicose 

As especies de Coccidioides sao endemicas nas regiSes aridas e semiaridas como os desertos. Hoje em dia, existem duas especies 
conhecidas do genero Coccidioides'. C. immitis e C. posadasii. A primeira e endemica na California (p. ex., em San Joaquin Valley), 
enquanto C. posadasii e a especie encontrada nas demais regioes (p. ex., regioes do sul do Arizona e partes do Mexico). Essas especies 
sao morfologicamente indistinguiveis e podem ser diferenciadas apenas quando se utilizam metodos moleculares avanpados. 
Coccidioides e um fungo dimorfico, mas e um dos patogenos dimorficos nos quais o dimorfismo nao se deve unicamente as diferenpas 
de temperatura (/. e., ele nao e termicamente dimorfico). Os micelios crescem nos desertos quentes, nos quais as temperaturas 
subsuperftciais altas sao ideais a sua propaga^ao. As hifas sao ramiftcadas e fragmentam-se em artroconidios separados quando o solo e 
revolvido. Esses artroconidios sao minusculos, leves e facilmente levados pelos ventos nas nuvens de areia e po. Quando sao inalados, 




esses artroconidios escapam das defesas fisicas das vias respiratorias superiores e chegam as regioes mais profundas da arvore 
bronquica. Dentro dos alveolos, os artroconidios transformam-se em esferulas com paredes espessas que, quando amadurecem, estao 
cheias de endosporos. As esferulas contendo endosporos sao as formas diagnosticas vistas nos cortes histologicos corados. 


Quadro de correlates clinicas 


21.5 


Blastomicose. 


Davies e Sarosi 62,63 classificaram as manifesta^oes clinicas da blastomicose da seguinte forma: 

1. Forma assintomatica, geralmente detectada apenas durante surtos. 

2. Doem;a gripal de curta dura^ao semelhante as outras infecgoes das vias respiratorias superiores. 

3. Doem;a semelhante a pneumonia bacteriana com inicio agudo de febre alta, infiltrados lobares e tosse produtiva. 

4. Doem;a respiratoria subaguda ou cronica com complexo sintomatico semelhante ao da tuberculose ou cancer de pulmao e imagens radiograficas de infiltrados 

fibronodulares ou lesoes expansivas. 

5. Infec^oes fulminares associadas a sindrome de angustia respiratoria do adulto (SARA) com febre alta, infiltrados difusos e insuficiencia respiratoria progressiva. 

Na pratica clfnica, a blastomicose quase sempre corner nos pulmoes com a forma pulmonar primaria da doen^a, na qual pneumonia e a apresenta^ao clinica inicial mais 

comum. A pneumonia pode ser de curta dura^ao e semelhante as pneumonias bacterianas, ou pode evoluir para uma forma mais indolente; em alguns casos, a pneumonia 

pode ser progressiva e grave. Mais comumente, os sinais e sintomas regridem espontaneamente depois de uma sindrome gripal de curta duraijao. Tosse seca, febre baixa, 
emagrecimento, sudorese noturna, dor toracica pleuritica e mialgias podem ser os sinais e sintomas principals dos estagios iniciais da infecgao aguda. Dor toracica localizada e 
persistente, emagrecimento, sudorese noturna e mal-estar podem indicar progressao a uma forma mais cronica da doen?a. 

Estudos demonstraram que o estado do Mississippi tinha prevalence alta de blastomicose. 163 Mesmo nessa regiao endemica na qual os medicos estao conscientizados, o 
diagnostico da blastomicose era dificil de estabelecer. A blastomicose foi considerada corretamente ao exame inicial de apenas 18% dos 123 pacientes avaliados no Centro 
Medico da University of Mississippi, em Jackson. 164 Pneumonia inespecifica (40%), tumores malignos (16%) e tuberculose (14%) foram os erros diagnostics mais frequentes. 0 
indice de suspeita inicial aumentou para 64% apenas quando havia tambem acometimento da pele. Esses erros diagnostics frequentemente levaram a intervenes cirurgicas 
desnecessarias, atrasos do tratamento ou administrate de antibiotics ineficazes por meses. Imunossupressao (25% dos pacientes) e diabetes melito (22% dos casos) eram as 
condigjes predisponentes mais comuns. 

As gestantes raramente contraem blastomicose. 165 Nessa revisao, o risco fetal era maior que o materno. Dentre 20 bebes nascidos de maes com blastomicose, apenas 2 
(10%) tinham infec^ao transplacentaria e os dois morreram. Alem do fato de que nenhum dos 18 bebes nascidos de maes infectadas morreu em razao da doen^a, tambem nao 
houve progressao e 14 foram completamente curados e quatro outras mulheres tiveram regressao expressiva da doen^a depois do parto. 

Os ossos sao locais comuns em casos de infeegao extrapulmonar. Na literatura mais antiga, Farr et alf descreveram urn paciente com osteomielite do osso temporal 
secundaria a infeqao por B. dermatitidis, que se evidenciou por otite media serosa. Em urn estudo realizado por MacDonald etal.™ com 17 pacientes, as metafises dos ossos 
longos e os ossos pequenos foram afetados mais comumente. As lesoes metafisarias tendiam a ser excentricas, bem-demarcadas e osteoliticas. Mais recentemente, 
Hadjupavlou etal.' 0 " relataram urn paciente com blastomicose da coluna lombar, que causou deformidade incapacitante grave. Os autores enfatizaram a importancia do 
tratamento agressivo imediato para evitar deformidade e incapacidade. 

0 trato geniturinario, especialmente a prostata, o epididimo e os rins; o cerebro com forma^ao de abscessos localizados; os linfonodos; e as glandulas suprarrenais tambem 
eram focos de infec^ao extrapulmonar nos casos encontrados na literatura mais antiga por Chung e Bennett. 160 As manifestaipes clinicas geralmente eram de epididimite e 
prostatite inespecificas e o diagnostic precisa ser estabelecido com base na demonstra$ao dos fungos no material de biopsia, que podem passar despercebidos quando nao ha 
urn grau elevado de suspeita. 

Blastomyces pode disseminar-se para a pele e outros locais com epitelio escamoso. Urn estudo publicado por Hanson etal.' 10 com dois pacientes que desenvolveram 
blastomicose laringea, que foi diagnosticada incorretamente como carcinoma espinocelular, e preocupante. Em urn desses pacientes, esse erro diagnostic resultou em 
radioterapia e laringectomia. No segundo caso, embora o diagnostic clinic de carcinoma espinocelular da glote tenha sido estabelecido, as leveduras em germina^ao de 
Blastomyces foram identificadas em urn especime de biopsia. A revisao da literatura em lingua inglesa demonstrou que a blastomicose pode ser confundida clinica e 
microscopicamente com carcinoma espinocelular. 

Reder ef a/. 229 revisaram uma serie numerosa de casos de blastomicose diagnosticados na Mayo Clinic. 0 acometimento da pele e das mucosas (inclusive da laringe) era 
muito comum, geralmente com manifesta^oes clinicas e histopatologicas semelhantes as dos carcinomas espinocelulares bem-diferenciados. Em geral, o acometimento da pele 
ou das mucosas indica doem;a sistemica e, em muitos casos, estas podem ser as lesoes detectadas inicialmente. 0 diagnostico da blastomicose deve ser incluido no diagnostico 
diferencial de qualquer paciente com lesoes cutaneas que nao cicatrizam e fatores de risco associados como viver em uma regiao endemica e trabalhar em atividades que 
exijam contato frequente com a terra. 16 Uma ou varias papulas ou pustulas ulceradas, geralmente na face, nas maos ou nos segmentos distais dos membros inferiores, podem 
transformar-se lentamente em urn granuloma verrucoso ulcerado com borda serpiginosa progressiva. As lesoes cutaneas primarias que se formam nos locais das lesoes com 
perfuraqao da pele nao se disseminam sistemicamente. 

A blastomicose nao e considerada uma das infeqoes que definem AIDS; no entanto, em alguns contextos de pratica medica, tern sido observado urn aumento marcante da 
incidencia e da gravidade da doem;a entre os pacientes imunossuprimidos. 2 39 A doem;a e especialmente progressiva nos pacientes com AIDS, principalmente quando a 
contagem de celulas CD4 diminui a menos de 200/ml. 3 Fraser etal. 01 estudaram simultaneamente dois amigos (urn com AIDS) que haviam sido infectados pela mesma cepa 
de B. dermatitidis (comprovada pela analise por endonuclease de restrigao). 0 paciente aidetico desenvolveu blastomicose pulmonar grave, progressiva e fatal, apesar do 
tratamento agressivo com fluconazol e anfotericina B; seu amigo HIV-negativo respondeu muito bem ao mesmo tipo de tratamento. Os autores conduiram que a imunidade 
celular desempenha urn papel fundamental na progressao da doem;a dos pacientes com blastomicose. 

Urn estudo interessante e a revisao dos prontuarios de 123 pacientes com diagnostico de blastomicose no centra medico da University of Mississippi, que teve como 
objetivo determinar a utilidade das prepara$oes a fresco, da citologia, da histologia e da cultura no diagnostico desta doem;a fungica. 164 0 agente etiologico foi detectado por 
citologia em 56,1% dos casos e em 71,8% dos casos respiratorios. A prepara^ao a fresco alcangou o segundo indice mais alto de sensibilidade na deteegao do fungo (37,4%); a 
histologia ficou em terceiro lugar (32,5%). As culturas foram positivas em 64,2% de todos os pacientes, mas estabeleceram o diagnostico inicial em apenas 3,2% de todos os 
casos. Havia acometimento pulmonar em 87% dos pacientes, lesoes cutaneas em 20%, acometimento osseo em 15% e invasao do sistema nervoso central em 3%. Tambem 
existem casos relatados de disseminagao com doen^a intraocular. 172 





Em casos raros, as hifas podem ser encontradas nos cortes histologicos, principalmente quando a area afetada estava exposta ao ar. 
Hagman et al. 110 relataram cinco casos de coccidioidomicose, nos quais foram encontradas hifas nos tecidos cerebrais ou no liquido 
espinal. Esses autores sugeriram a hipotese de que a presen^a de material estranho no sistema nervoso central desses pacientes estivesse 
associada a conversao morfologica a forma saprofitica. 

A incidencia da coccidioidomicose nas areas endemicas e variavel, em parte devido as condi^oes climaticas; houve aumentos da 
incidencia da doenqa em 1991 e 1992, durante periodos altemados nos quais chuvas copiosas foram seguidas de estiagens. 38 O 
revolvimento do solo tambem foi associado ao aumento da incidencia da doenqa; houve um aumento acentuado da incidencia tambem 
depois do terremoto de Simi Valley. 211 Kirkland e Fierer 149 estimaram que esse surto custou mais de US 66 milhoes em despesas 
medicas diretas e tempo de afastamento do trabalho, apenas no condado de Kern, California. Nas regioes endemicas, deve-se atentar 
especialmente aos rancheiros, fazendeiros, trabalhadores da construgao civil e outros proftssionais envolvidos em atividades ao ar livre, 
que requerem exposiqao direta a poeira e ao solo. Os arqueologos que participam de escavagdes em areas endemicas estao 
especialmente sujeitos a adquirir essa infecgao. 

A coccidioidomicose ainda e um problema crescente no sudoeste dos EUA. 12 Um fato relacionado e o aumento simultaneo de 
pacientes com imunossupressao celular, principalmente os individuos infectados pelo HIV, os pacientes submetidos a transplantes 
alogenicos e outros que utilizam farmacos imunossupressores. 2 " Logan et al. 169 relataram que a coccidioidomicose ainda e a micose 
endemica mais comum nos EUA, em grande parte devido ao aumento dos transplantes de orgaos solidos. Esses autores citaram as 
seguintes condiqdes como fatores que aumentam o risco de adquirir coccidioidomicose por esses pacientes: doengas renais e hepaticas, 
supressao dos linfocitos T por farmacos usados para evitar rejeigao e ativagao de virus imunomoduladores, inclusive citomegalovirus. 
Curiosamente, 50% dos pacientes que desenvolveram coccidioidomicose durante o primeiro ano depois do transplante foram 
considerados casos de reativagao da infecgao adquirida no passado, em vez de infecgao recente. 

Alem dos pacientes imunossuprimidos, os individuos de pele escura, as gestantes e os descendentes de ftlipinos estao mais sujeitos a 
desenvolver doenqa disseminada. As pessoas que viajam para regioes endemicas tambem estao em risco de infecgao, que pode 
manifestar-se depois de seu retomo as regioes nao endemicas. 86 Por essa razao, a historia de viagem ainda e um elemento importante da 
historia clinica. Os pacientes com coccidioidomicose aguda que buscam atendimento medico provavelmente tem manifestaqoes 
pulmonares, inclusive pneumonia, cavidades e nodulos. Um coccidioma inativo antigo pode ser detectado nas radiograftas de torax 
rotineiras e pode ser removido para excluir cancer. Portanto, a coccidioidomicose e uma doen?a com importancia nacional. Os medicos 
de qualquer regiao devem estar especialmente atentos a essa possibilidade e devem obter uma historia detalhada de viagens dos 
pacientes que apresentam sinais e sintomas pulmonares, de forma a evitar atrasos de diagnostico e tratamento. 

Detecgao no laboratorio. A morfologia das colonias de C. immitis varia, mas geralmente formam micelios branco-acinzentados, 
delicados e semelhantes a uma teia de aranha. Quando esse fungo e cultivado em agar contendo sangue, as colonias podem ter coloragao 
verde-escura ou preta nas areas em que os pigmentos da hemoglobina foram adsorvidos (Prancha 21.5 F). E importante tomar cuidado 
extremo ao examinar as culturas suspeitas desse fungo, porque os artroconidios sao facilmente carregados pelo ar. E especialmente 
importante que os bacteriologistas examinem inicialmente suas laminas com a tampa no lugar, de forma a assegurar que nao haja um 
fungo em crescimento, porque C. immitis cresce com rapidez suficiente para ser isolado nos meios bacteriologicos de rotina nos 
primeiros dias em que estas placas sao examinadas. 

Ao exame microscopico, nos bolores cultivados a 30°C, as hifas sao delicadas e todas as outras celulas das hifas vegetativas tomam- 
se artroconidios em forma de barril. As celulas situadas entre os artroconidios - ou celulas disjuntoras - sao celulas vegetativas mortas. 
Essas celulas aparecem como espagos vazios entre os artroconidios. O padrao altemante de artroconidios, celulas disjuntoras, 
artroconidios etc. confere um padrao de coloragao altemado (Figura 21.57). As especies de Malbranchia e Gymnoascus sao fungos 
saprofiticos, que podem ser morfologicamente semelhantes a Coccidioides; contudo, estas especies sao inibidas pela ciclo-heximida, ao 
contrario deste ultimo; Coccidioides nao e termicamente dimorftco e, por esta razao, a confirmagao da sua identidade geralmente e 
conseguida por analises com sondas geneticas ou algum outro metodo molecular. 



■ FIGURA 21.57 Fotomicrografia e esbogo das hifas do Coccidioides immitis, ilustrando os artroconidios alternantes tipicos em forma de barril, 
onde cada celula e separada por espagos vazios que se coram palidamente (/'. e., celulas disjuntoras). 

C. immitis nao produz uma forma de levedura verdadeira. Como foi mencionado antes, as formas diagnosticas observadas nos cortes 
histologicos sao esferulas com diametros entre 20 e 200 pm que, quando estao maduras, estao cheias de endosporos medindo 2 a 4 pm 
de diametro (Figura 21.58). 

O Quadro de correlagoes cllnicas 21.6 descreve as manifestagoes cllnicas da coccidioidomicose. 





■ FIGURA 21.58 Fotomicrografia de uma esferula do Coccidioides descarregando seus endosporos. 

Histoplasma capsulatum e histoplasmose 

Causada pelo fimgo dimorfico Histoplasma capsulatum, a histoplasmose e uma causa comum de doenpa fungica sistemica nos EUA. 
Tambem e a micose sistemica mais comum dos pacientes aideticos e uma das doenqas que defmem AIDS. 188 Nos EUA, as regioes 
endemicas principals de histoplasmose sao as bacias de drenagem dos vales dos rios St. Lawrence, Ohio, Mississippi e Missouri, nas 
quais uma porcentagem alta da populagao tern teste cutaneo positivo, indicando infecgao pregressa. A histoplasmose tambem ocorre na 
America Central. 

Casos autoctones isolados foram descritos na Europa - Alemanha, Belgica, Holanda, Australia, Italia e Dinamarca. 34,54 ’ 207 H. 
capsulatum e o fungo dimorfico com distribuiqao geografica mais ampla. 

Os micelios de H. capsulatum desenvolvem-se nos solos umidos, quentes e ricos em nitrogenio e outros compostos organicos, 
inclusive os que sao formados pela acumulaqao maciqa de excrementos de aves ou morcegos. Poleiros de passaros, galinheiros, 
cavemas ou construgdes antigas frequentadas por morcegos sao as areas associadas a infecqao. Os pacientes com infecqao avanqada 
pelo HIV ( i. e., AIDS) ou que estao com imunossupressao profunda por alguma outra razao devem ser instruidos a evitar essas areas na 
medida do possivel. O revolvimento dessas areas por demoli^oes ou aqoes de limpeza podem expor os seres humanos a grandes 
quantidades de conidios suspensos no ar. Tres grandes surtos de histoplasmose em Indianapolis (estado de Indiana) e regiao 
metropolitana foram descritos em 1978 por ocasiao da demoligao de um parque de diversao; em 1980 durante a construgao de uma 
piscina; e em 1988 a 1993 durante o periodo de constru^ao de um amplo complexo de tenis. 298 
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Coccidioidomicose. 


Depois da exposigao aos artrocomdios de Coccidioides, a maioria dos pacientes desenvolve uma sindrome semelhante a influenza, que e conhecida como "febre do vale". Na 
maioria dos casos, a infec^ao fica limitada aos pulmoes e e autolimitada, ou seja, regride dentro de algumas semanas ou meses, mesmo sem tratamento. 96 Sessenta por cento 
dos indivfduos infectados sao assintomaticos; alguns indivfduos com teste cutaneo positivo nao se lembram de ter desenvolvido sintomas. Os pacientes sintomaticos 
apresentam um quadro de infecgao aguda das vias respiratorias inferiores de curta duragao, com graus variados de tosse, expectora^ao, dor toracica, febre e artralgia. Uma 
sindrome semelhante a pneumonia bacteriana nao e comum, embora tenham sido descritos dois casos deste tipo. 171 Por fim, 2 a 5% dos pacientes infectados desenvolvem 
doen$a pulmonar cronica com sequelas. As anormalidades residuals comuns sao lesoes esfericas ("moedas") ou granulomas solidos ou cavitarios, que geralmente se localizam 
na periferia do parenquima pulmonar. 

Com base no estudo original de Fish et at.,® depois refinado por Minamoto e Rosenberg, 188 existem seis tipos de doen^a tendo como base as manifestagoes clfnicas 
principais: 

Grupo 1, doenca pulmonar focal - infiltrados alveolares localizados; nodulos pulmonares bem-definidos, solidos ou cavitarios; linfadenopatia hilar. 


Grupo 2, doenca pulmonar difusa - sindrome clfnica semelhante a infecgao por Pneumocystis jirovecii. 

Grupo 3, coccidioidomicose cutanea - geralmente associada a doenca pulmonar com papulas, pustulas, nodulos, abscessos subcutaneos ulceras e/ou granulomas 
verrucosos. 


Grupo 4, meningite - pleocitose do LCR com predominio de linfocitos, mas possivelmente com contagens aumentadas de eosinofilos, rn'veis baixos de glicose e concentrates 
elevadas de proteinas. 

Grupo 5, doenca disseminada - acometimento dos linfonodos extratoracicos (inguinais, na maioria dos casos) ou do figado; os casos de disseminagao a distancia descritos 
mais comumente induiam rins, tireoide, corato, hipofise, esofago e pancreas. 

Grupo 6 , sorologia positiva para coccidioidomicose sem um foco clinico de infecqao. 

Nas regioes endemicas, a infeqao pelo HIV tambem e um fator de risco para coccidioidomicose mais grave. 17 Em um estudo realizado por Singh etal. 160 com 91 pacientes 
coinfectados pelo HIV e C. immitis, os sinais e sintomas mais comuns eram febre, calafrios, emagrecimento e sudorese noturna. A taxa de mortalidade foi de 60% nesse grupo 
com doenca pulmonar difusa e contagens de linfocitos CD4 < 510/ml - ambos previsores independentes de morte. Os titulos sorologicos para antfgeno coccidioidal eram 





positivos em apenas dois tergos (68%) desses pacientes, enquanto 23% tinham resultados negativos. A porcentagem mais alta de reaves sorologicas negativas falsas ocorreu 
no grupo de pacientes com doem;a pulmonar invasiva progressiva. 

Antoniskis etal.' 5 relataram que dois dos oito pacientes de seu estudo com coinfeqao pelo HIV e coccidioidomicose eram repetidamente soronegativos e conduiram que a 
histopatologia e a cultura ainda eram os metodos mais confiaveis para estabelecer o diagnostico nos pacientes aideticos. Por outro lado, Arguinchona etal.' 7 demonstraram que 
os indivfduos assintomaticos com titulos positivos no teste de FC serico tinham coccidioidomicose em atividade. Com referenda a precisao das biopsias de tecidos, dentre 54 
pacientes com coccidioidomicose estudados por diTomasso et al., 6i a biopsia transbronquica teve sensibilidade de 100% no estabelecimento do diagnostico rapido, em 
contraste com o exame citologico do liquido bronquico ou do liquido de lavagem broncoalveolar, que confirmou o diagnostico em apenas 34% dos casos. 

A rela^ao entre risco elevado de desenvolver coccidioidomicose disseminada e gravidez ainda e controvertida. Wack etal. 1711 contrariando alguns estudos anteriores nos 
quais a coccidioidomicose gestacional foi considerada uma doem;a devastadora com mortalidade alta, detectaram apenas 10 pacientes entre 47.120 gestantes que viviam em 
Tucson, Arizona. A infeqao regrediu em sete dessas gestantes, nas quais a coccidioidomicose foi diagnosticada durante o primeiro ou segundo trimestre; duas das tres 
gestantes que foram diagnosticadas no terceiro trimestre tiveram doem;a progressiva. A melhoria dos cuidados medicos e a introdugio do tratamento antifungico em uma fase 
relativamente precoce da evolui;ao da coccidioidomicose podem explicar a taxa de mortalidade mais baixa entre as gestantes, em compara^ao com a que foi relatada no 
passado. 

Embora a coccidioidomicose seja uma doen^a basicamente pulmonar, Arnold et a/. 18 detectaram doen^a disseminada com envolvimento da pele, tecidos subcutaneos, 
ossos, articulates e meninges em cerca de 0,5 a 1,0% dos pacientes infectados. Em uma revisao de 47 casos publicados na literatura, esses autores demonstraram que quase 
todas as manifesta^oes referidas a cabe$a e ao pescogr dos pacientes com coccidioidomicose disseminada envolviam a pele, com predilegao pela regiao central da face. Em 
muitos casos, as lesoes tendiam a ser multiplas, inclusive com lesoes potencialmente fatais das vias respiratorias. 0s casos relatados por Truett e Crum 275 de prostatite 
coccidioidal servem como lembrete de que os fungos devem ser induidos no diagnostico diferencial de doen^as nas quais seriam os menos esperados. Nos pacientes relatados 
nesse estudo, os sinais e sintomas por ocasiao da apresentagio inicial eram piuria esteril persistente, prostatite e doen^a granulomatosa da prostata. 


Durante um desses surtos, Williams et air' 7 detectaram antigeno em 92, 21 e 39% dos pacientes com as formas disseminada, 
pulmonar cronica e autolimitada da doen?a, respectivamente. Os autores concluiram que os testes para antigeno serico sao muito uteis 
aos pacientes com manifestaqoes clinicas de infec?ao disseminada, ou durante o primeiro mes da doen^a dos individuos com 
acometimento pulmonar grave, quando os testes sorologicos para anticorpos podem ser negativos. 

Detecqao no laboratories Nos casos tipicos, os bolores de H. capsulatum tern a taxa de crescimento mais lenta dentre os fungos 
dimorficos e geralmente demoram entre 10 e 30 dias para crescer. Em situaqoes raras, as culturas preparadas com especimes contendo 
concentrates muito altas desse fungo podem apresentar crescimento a partir do 5 2 dia de incuba^ao. As colonias sao cotonosas e 
podem formar micelios delicados semelhantes a teias de aranha ou pelos; inicialmente, as colonias sao brancas, mas podem tornar-se 
cinza ou castanho-acinzentado a medida que amadurecem (Prancha 21.5 D). 

Ao exame microscopico, as estruturas diagnosticas encontradas nos bolores sao macroconidios grandes e espiculados/enrugados (/. 
e., tuberculados), que medem 10 a 20 pm de diametro (Figura 21.59). Nas culturas mais jovens, podem ser detectados microconidios 
ovais pequenos originados de conidioforos pequenos semelhantes a de B. dermatitidis. Os aspectos microscopicos da especie de 
Sepedonium sao semelhantes, mas este fungo e inibido pela ciclo-heximida e teria resultado negativo na analise por sonda genetica para 
H. capsulatum. 

As colonias de leveduras de H. capsulatum, sejam cultivadas a partir das culturas primarias incubadas a 37°C ou depois da 
conversao da forma de bolor, geralmente sao lisas, branco-amareladas e um pouco brilhantes com consistencia pastosa (Prancha 21.5 
E). 

Ao exame microscopico, as leveduras de H. capsulatum sao pequenas (2 a 4 pm de diametro) e podem apresentar um unico botao 
unipolar. Nos cortes histologicos, as leveduras comumente aparecem agrupadas dentro de um macrofago ou mantem esta configura^ao 
depois que o macrofago morre. Em alguns casos, as leveduras estao circundadas por um espago vazio, que parece ser uma capsula 
(Figura 21.60). Na verdade, isso nao e uma capsula, mas sim um artefato de retra^ao causado pelo processamento dos tecidos, mas e 
responsavel pelo nome atribuido a essa especie de fungo (H. capsulatum). A reaqao inflamatoria de base e granulomatosa nos pacientes 
imunocompetentes. Os granulomas podem ser necrosantes ou nao necrosantes. Pode haver formaqao de cavidades com a progressao da 
doen?a, que clinica e radiologicamente se assemelha a tuberculose. Os pacientes em imunossupressao profunda, especialmente quando 
ha imunossupressao de linfocitos T, podem nao conseguir gerar uma reaqao granulomatosa. Nesses pacientes, as leveduras de H. 
capsulatum sao detectadas nos histiocitos e nos macrofagos dispersos por todo o sistema reticuloendotelial. 





■ FIGURA 21.59 Fotomicrografia e esbogo ilustrando a forma de bolor de Histoplasma capsulatum com macroconidios tuberculados (/'. e., 
espiculados) grandes e esfericos. 

Em geral, e diflcil converter a forma de bolor de H. capsulatum em sua forma de levedura em cultura. Por isso, o teste com sonda de 
acido nucleico ou outros metodos moleculares sao recomendados para confirmar a identificaqao definitiva. O teste com sonda de acido 
nucleico e relativamente facil de realizar e requer crescimento mlnimo (i. e., pode ter resultados precisos no primeiro dia depois do 
aparecimento de crescimento inicial na cultura). As cultures nao precisam ser maturadas ou ter desenvolvido conldios para que esse 
teste seja realizado. Huffnagle e Gander 1 ’ 2 estudaram 95 fungos em fase de bolor, inclusive 41 cepas de H. capsulatum, demonstrando 
especificidade e sensibilidade de 100%. Padhye et al. 209 identificaram corretamente 103 das 105 cultures de H. capsulatum usando uma 
sonda de DNA de fita simples quimioluminescente marcada com ester de acridinio (AccuProbe®; Gene Probe, San Diego, CA), que era 
complementar ao rRNA das formas de bolor do H. capsulatum. Do mesmo modo, Hall et al. 114 identificaram corretamente 53 das 54 
cepas de H. capsulatum e Stockman et al. 264 demonstraram sensibilidade e especificidade de 100% em seu estudo com 86 cepas de H. 
capsulatum e 154 outros fungos aleatorios, tambem utilizando o ensaio AccuProbe®. A idade da cultura, o meio de isolamento e o 
estado morfologico nao afetaram os resultados, indicando que e possivel realizar a identificagao antes que sejam produzidos esporos 
caracteristicos. 

O diagnostico da histoplasmose pode ser estabelecido ou refor<;ado pela identifica^ao de leveduras intracelulares pequenas em 
processo de germinaqao nos cortes histologicos ou esfregaqos corados. Blumenfeld et al. 25 conseguiram identificar microrganismos 
intracitoplasmaticos nos esfrega<;os de lavado broncoalveolar corados por Diff-Quik® e Papanicolaou. Estudos subsequentes dos cortes 
histologicos corados com prata metenamina detectaram leveduras intracelulares e confirmaram que eram H. capsulatum. Entretanto, 
recomenda-se cautela porque outras leveduras (p. ex., C. glabrata ) tem o mesmo aspecto morfologico. Nesses casos, o tipo de rea^ao 
inflamatoria presente e util porque sugere o patogeno mais provavel. C. glabrata desencadeia uma rea?ao neutrofilica, enquanto o H. 
capsulatum forma granulomas nos pacientes imunocompetentes e e encontrado dentro dos histiocitos dos pacientes gravemente 
imunossuprimidos. 
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■ FIGURA 21.60 Fotomicrografia de um corte histologico demonstrando macrofagos com grupos frouxos de leveduras pseudoencapsuladas 
intracitoplasmaticas (2 a 3 pm de diametro) de Histoplasma capsulatum, que se coram em tom mais escuro (coloragao de GMS, 400x). 

Diagnostico por outras tecnicas exceto cultura. Os metodos moleculares - especialmente as sondas de acido nucleico 
disponiveis no mercado - ainda sao utilizados comumente para confirmar a identifica^ao de H. capsulatum isolado em cultura. 2 ' 14 
Alguns tem utilizado essas sondas com todos os isolados suspeitos, antes da esporula^ao, na tentativa de reduzir o tempo da 
identifica^ao. PCR fungica de espectro amplo com sequenciamento do DNA e PCR de ciclo rapido especie-especifica sao metodos 
moleculares alternatives, que podem ser usados para confirmar as cepas isoladas suspeitas. Esses metodos tambem sao usados com 
sucesso para detectar Histoplasma diretamente nos especimes cllnicos. Os testes sorologicos para anticorpos anti -Histoplasma sao uteis 
aos pacientes com quadro suspeito de histoplasmose. Os testes sorologicos sao positivos em mais de 90% dos pacientes com as formas 
cavitarias ou disseminadas de histoplasmose. Entretanto, esses testes sorologicos sao menos senslveis nos pacientes imunossuprimidos 
(50 a 80%), dos quais alguns podem nao formar anticorpos. O teste para anticorpo tambem tem a desvantagem de exigir uma demora de 
4 a 6 semanas, ate que os pacientes produzam titulos de anticorpo suficientemente alto para que sejam detectados. Os titulos dos 
anticorpos anti -Histoplasma tambem podem estar elevados nos pacientes com blastomicose, coccidioidomicose e 
paracoccidioidomicose ? 93 

O teste de FC utilizando antigenos das leveduras e dos micelios e mais sensivel que o teste de ID. Nos casos de histoplasmose 
pulmonar aguda, o teste de FC e positivo com titulos minimos de 1:8 em 90% dos pacientes, enquanto no teste de imunodifusao as 
bandas M estao presentes em cerca de 76% e as bandas H em 23% dos casos. 73 Titulos na faixa de 1:8 a 1:16 podem ser resquicios de 
uma infeegao pregressa. Um titulo isolado de 1:32 ou um aumento de quatro vezes ou mais no titulo confirma o diagnostico de 
histoplasmose em atividade. A imunodifusao nao tem sensibilidade suficiente e, por esta razao, outros testes sorologicos sao 
recomendados. 

Radioimunoensaio e imunoensaio enzimatico tambem nao podem ser recomendados, embora os anticorpos possam ser detectados 
em menos tempo e em uma porcentagem mais alta dos pacientes. Esses ensaios nao estao bem-padronizados e sua quantifica^ao e 
interpretaqao sao dificeis. A especificidade tambem e baixa, com indices relativamente altos de resultados falso-positivos nos pacientes 
com outras infecQoes fungicas ou micobacterianas. 293 

A detecQao de antigeno e um teste util para diagnosticar histoplasmose, principalmente a forma disseminada dos pacientes 
imunossuprimidos. A avaliaqao desse antigeno na urina dos pacientes com histoplasmose tem sensibilidade mais alta, quando 
comparada com sua pesquisa no soro. Por essa razao, urina e o especime preferivel para esse teste. Em um estudo com 226 pacientes de 
18 anos ou mais, nos quais o antigeno de H. capsulatum foi detectado nas amostras de urina por radioimunoensaio, Fojtasek et al. 90 
demonstraram que 85% tinham doen^a disseminada e 15% apresentavam doenga pulmonar autolimitada, quando ao menos um outro 
teste padronizado confirmatorio era positivo. O uso desse teste com outros tipos de especime, inclusive amostras de lavado 
broncoalveolar, tambem foi avaliado. O antigeno de H. capsulatum foi detectado nos liquidos de lavado broncoalveolar de 19 dentre 27 
pacientes (70,3%) com histoplasmose pulmonar estudados por Wheat et al. 291 Hoje em dia, o teste para antigeno de Histoplasma na 
urina e usado comumente nos casos suspeitos de histoplasmose. O Quadro de correlates clinicas 21.7 descreve as diversas 
manifestagdes clinicas da histoplasmose. 
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Histoplasmose. 


A maioria dos pacientes com histoplasmose melhora depois de uma doen^a pulmonar aguda com gravidade variavel, que se evidencia por febre, cefaleia, calafrios, tosse e dor 
toracica. Na maioria dos casos, os pacientes tem uma doen$a semelhante a influenza, que regride sem tratamento. Tambem pode haver progressao para pneumonia e 
crescimento dos linfonodos mediastmicos. Menos de 1% dos pacientes podem desenvolver doen^a pulmonar cronica caracterizada por tosse persistente, febre baixa e episodios 
ocasionais de hemoptise. Os adultos podem desenvolver lesoes cavitarias, ou um ou mais "histoplasmomas" calcificados, espessos e laminados podem ser demonstrados nas 
radiografias do torax. Existem relates de forma^ao de granuloma mediastfnico seguido de mediastinite fibrosante, mas o papel etiologico de H. capsulatum nesta doem;a ainda 




e controvertido. 181 Dispneia, hemoptise, pneumonia pos-obstrutiva e obstrugao da veia cava superior sao complicates associadas. A fibrose intensa observada nesses casos 
torna dificil um procedimento cirurgico. Kilburn e McKinsey 147 descreveram uma complicagao rara de derrame pleural e fibrose pericardica. Mais tarde, esse paciente 
desenvolveu pericardite constritiva confirmada pela necropsia. Como H. capsulatum e um microrganismo intracelular obrigatorio, gue vive nos macrofagos do sistema 
reticuloendotelial, pode haver graus variados de hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia nos pacientes com a doenga disseminada aguda e cronica, gue geralmente 
ocorre nos hospedeiros imunossuprimidos. 

Histoplasmose disseminada progressiva 

A histoplasmose disseminada progressiva e uma doenga gue define AIDS e e a primeira manifestagao clfnica de 50 a 75% dos pacientes aideticos com histoplasmose. 245,292 As 
manifestagoes clinicas sao febre, fadiga e emagrecimento - este ultimo evidenciado na forma de uma doenga consumptiva. 112 Nightingale etal." detectaram prevalence de 
histoplasmose de 4% dos 980 pacientes aideticos de Dallas, Texas; os exames dos esfregagos periferico e da medula ossea estabeleceram o diagnostico em 88% dos casos. Hoje 
em dia, o teste para antigeno de Histoplasma na urina pode ser usado e alcanga sensibilidade alta nesses casos (/'. e., doenga disseminada). Alem disso, Huang et al.' 3 ' 
descreveram cinco pacientes com histoplasmose disseminada e AIDS; todos tinham fungemia e tres morreram dentro de 4 semanas depois da confirmagao do diagnostico. 0 
uso do sistema de lise-centrifugagao Isolator e recomendado para as hemoculturas dos pacientes com guadro suspeito de fungemia por H. capsulatum. 

Nos casos tipicos, a existencia de AIDS torna a histoplasmose refrataria ao tratamento. Kurtin etal.™ revisaram especimes de sangue periferico e medula ossea de 13 
pacientes com AIDS e histoplasmose disseminada. Anemia, leucopenia e trombocitopenia foram detectadas em 12,10 e 7 pacientes, respectivamente. Cinco pacientes tinham 
fungos circulantes nos esfregagos de sangue ou nas preparagoes de sobrenadante plasmatico, geralmente associados a presenga de eritroblastos circulantes e monocitopenia 
absoluta grave. Os especimes de medula demonstraram um dentre quatro padroes morfologicos: (1) nenhuma evidencia morfologica de infecgao; (2) granulomas bem- 
definidos; (3) agregados linfo-histiociticos; ou (4) infiltrados difusos de macrofagos. 

A lise-centrifugagao para isolar microrganismos das hemoculturas e culturas dos aspirados de medula ossea ou especimes respiratorios, quando combinada com o exame 
morfologico da medula ossea, do esfregago de sangue periferico e das secregoes respiratorias, geralmente confirma o diagnostico. 194 

Outro sistema afetado pela histoplasmose nos pacientes com AIDS e o sistema nervoso central, que pode caracterizar-se por meningite cronica, lesoes cerebrais ou 
medulares expansivas semelhantes a neoplasias malignas, ou encefalite e um caso incomum de sinusite relatado por Butt e Carreon. 13,33,290 

Wheat et al. m detectaram manifestagoes referidas ao SNC em 10 a 20% dos pacientes com histoplasmose disseminada e mostraram que esse fungo pode causar 
meningite cronica sem outros indicios de disseminagao em determinados casos. Nesse estudo, as manifestagoes clinicas mais frequentes eram lesoes expansivas do cerebro ou 
da medula ossea, semelhantes as neoplasias malignas ou aos abscessos e encefalite. 

Trato gastrintestinal 

A histoplasmose do trato gastrintestinal, que geralmente afeta o intestino delgado, pode causar ulceras ou massas semelhantes a doenga intestinal inflamatoria ou aos 
carcinomas. 42 0 trato gastrintestinal e afetado secundariamente em 70 a 90% dos casos de histoplasmose disseminada, mas o acometimento primario destas estruturas nao e 
detectado frequentemente. 266 Jain etal.' 36 descreveram o caso de um homem de 67 anos, que apresentava diarreia cronica refrataria ao tratamento convencional. Os exames 
mostraram que ele tinha infecgao isolada do intestino grosso por H. capsulatum e foi tratado com itraconazol. 

Tambem existem relatos de pacientes com histoplasmose na orofaringe, cujas lesoes podem ser confundidas com carcinoma por ocasiao da apresentagao inicial, 126 
principalmente quando as pregas vocais sao afetadas. Sataloff et al., 2 * 6 em uma revisao da literatura, encontraram menos de 100 casos de histoplasmose confundida com 
carcinoma de laringe, desde que foi publicado o primeiro caso em 1952. Talvez mais importante, Economopoulou et al. 75 revisaram 20 casos publicados na literatura sobre 
histoplasmose oral dos pacientes HIV-positivos e, em alguns casos, as lesoes orais pareciam ser a unica ou principal manifestagao da doenga. 

Embora a histoplasmose disseminada tenha chamado a atengao da comunidade medica no inicio da epidemia de HIV, antes do uso do tratamento antirretroviral altamente 
ativo (HAART; highly active antirretroviral therapy), esta doenga e encontrada menos comumente nos paises desenvolvidos, que podem fornecer o tratamento necessario aos 
pacientes HIV-positivos. Um risco recente de desenvolver histoplasmose disseminada e atribuido ao uso aprovado e generalizado dos agentes imunomoduladores (/'. e., os 
chamados "agentes biologicos"). Esses farmacos, que sao usados por pacientes com artrite reumatoide, doenga intestinal inflamatoria e psoriase, induem etanercepte, 
adalimumabe e infliximabe. A modulagao do sistema imune desses pacientes, alem de facilitar o controle de sua doenga coexistente, aumenta seu risco de desenvolver 
infecgoes fungicas disseminadas e tuberculose. 276 

Histoplasmose cutanea 

As lesoes cutaneas podem ser a primeira manifestagao da histoplasmose em 10% dos pacientes com doenga disseminada. Papulas eritematosas ou hiperpigmentadas, 
pustulas, foliculite, lesoes eczematosas, eritema multiforme e erupgoes semelhantes a rosacea sao as manifestagoes dermatologicas mais comuns. 289 Chalub et al 39 
descreveram quatro pacientes com histoplasmose disseminada e AIDS. 0s autores observaram varias lesoes maculopapulosas eritematosas pequenas (ate 3 mm de diametro) 
nos membros, na face e no franco, comumente centradas em torno dos foliculos pilosos. Essas lesoes pareciam semelhantes as que sao causadas pelo molusco contagioso. Ao 
exame histologico, os autores encontraram infiltrados perivasculares com leucocitoclasia proeminente, ausencia de macrofagos reativos e inexistencia de granulomas e 
microrganismos livres na derme, nas estruturas intraneurais e nos apendices cutaneos. 

Histoplasmose geniturinaria 

Embora as infecgoes fungicas do trato geniturinario sejam mais comuns na blastomicose, existem relatos de lesoes geniturinarias associadas a histoplasmose. Kahn e 
Thommes 139 relataram o caso de um paciente com orquite e epididimite granulomatosas volumosas com necrose caseativa. Friskel et al. relataram dois outros casos. 93 

Histoplasmose ocular 

A sindrome da histoplasmose ocular foi revisada por Ciulla et al. 46 A triade classica consiste em escaras coroides atroficas bem-definidas na macula ou periferia media (manchas 
tipo histoplasmose), atrofia peripapilar e neovascularizagao da coroide. Uma complicagao significativa e perda grave da visao central. 

Septicemia 

Embora a septicemia causada por fungos nao seja comum, a oportunidade de estabelecer o diagnostico precoce pode ser perdida quando sao utilizadas tecnicas de 
hemocultura inadequadas. Paya etal. 2 ' 5 demonstraram que o uso dos tubos de hemocultura de lise-centrifugagao era a tecnica ideal para isolar leveduras de H. capsulatum do 



sangue dos pacientes com quadro suspeito de doenga disseminada, aumentando significativamente a positividade das culturas e abreviando o tempo necessario ao isolamento. 
A superioridade desse sistema tambem e apoiada pelas observances de Murray 194 que, em urn estudo de 182 fungos isolados de todos os tipos, demonstrou que H. capsulatum 
foi isolado apenas no sistema de lise-centrifugagao. 0 diagnostic precoce e importante, porque a disseminagao pode ocorrer rapidamente e levar ao obito os pacientes 
imunossuprimidos. 


Complexo Sporothrix schenckii e esporotricose 

Analises das sequencias dos acidos nucleicos demonstraram que os fungos classificados tradicionalmente como Sporothrix schenckii 
formam, na verdade, um grupo de microrganismos morfologicamente semelhantes. 179 A diferenciagao desses fungos nao e necessaria 
para o tratamento da doenga, de forma que o uso do termo “complexo” e aceitavel, ate que esta diferenciagao seja necessaria. Os 
membros do complexo Sporothrix schenckii (daqui em diante referido simplesmente como S. schenckii ) sao fungos distribuldos em todo 
o planeta e vivem no solo e na materia vegetal, principalmente no musgo esfagno, em lascas de madeira e espinhos de roseira. Quando 
conseguem acesso aos tecidos subcutaneos, geralmente por inoculagao traumatica, esses fungos causam esporotricose, que e uma 
infecgao cronica dos seres humanos e dos animais silvestres e domesticos. Os seres humanos sao infectados quando o fungo penetra na 
pele dos indivlduos que manuseiam substancias contaminadas. A infecgao caracteriza-se pela formagao de lesoes nodulares na pele e 
nos tecidos subcutaneos que, se nao forem tratadas, resultam na invasao da circulagao linfatica (doenga linfocutanea). As fistulas de 
drenagem dos focos da infecgao subcutanea podem desenvolver-se nos casos cronicos. A disseminagao e rara, mas pode ocorrer nos 
pacientes imunossuprimidos com invasao de ossos, musculos, sistema nervoso central e pulmoes. O acometimento pulmonar isolado 
tambem e raro, mas ocorreu depois da inalagao dos conidios presentes em substancias macigamente contaminadas. 

Algumas ocupagoes colocam os trabalhadores em risco elevado de infecgao. Hajjeh et al. 11 ' descreveram um surto de esporotricose 
em trabalhadores de um viveiro florestal da Florida. Nove dos 65 trabalhadores (14%) envolvidos com a produgao de topiarios de 
esfagno (musgo) desenvolveram esporotricose linfocutanea. O risco estava diretamente relacionado com a duragao do trabalho com 
esfagno, principalmente com a atividade de encher topiarios e nos trabalhadores com menos experiencia de jardinagem. Os profissionais 
que usavam luvas estavam protegidos. 

Dooley et al. 1 ' relataram um surto interessante. Em um periodo de 5 anos, cinco pacientes que residiam em Oklahoma 
desenvolveram esporotricose cutanea, dos quais quatro tinham conservado fardos de feno em uma casa assombrada de Halloween. O 
quinto paciente aparentemente contraiu a doenga enquanto visitava essa casa. Desse modo, o contato com o feno pode tambem ser um 
fator de risco. 

Pappas et al. descreveram uma regiao de endemicidade alta da esporotricose. 212 Em uma regiao remota das montanhas do centro-sul 
do Peru, 238 pacientes com esporotricose confimiada por cultura foram diagnosticados em um periodo de 3 anos. A incidencia de 
esporotricose nessa regiao foi calculada entre 48 e 60 casos por 100.000 habitantes, com incidencia mais alta entre as criangas de 7 a 14 
anos. A regiao mais afetada era a pele da face. Clinicamente, a doenga limitava-se a pele e aos tecidos subcutaneos em todos os casos. 1 
Detecgao no laboratories O crescimento de Sporothrix schenckii em cultura geralmente ocorre dentro de 3 a 5 dias de incubagao a 
30°C, embora colonias leveduriformes lisas possam desenvolver-se a partir de 36 a 48 horas no agar-sangue de cameiro (SBA; do 
ingles, sheep blood agar) a 5% incubado a 35°C. Em alguns casos, o crescimento inicial que ocorre a 30°C pode parecer celulas 
leveduriformes, porque a conversao plena de leveduras a micelio ainda nao ocorreu. Essas leveduras podem ser alongadas com 
extremidade ligeiramente afilada, semelhante ao fungo Ustilago que causa uma doenga no milho. A morfologia das colonias varia, 
dependendo do meio utilizado e da presenga ou ausencia de sangue no meio. Em geral, as colonias sao lisas e podem tomar-se duras, 
enrugadas ou pregueadas. Quando as colonias estao maduras, o fungo forma micelios aereos delicados, escuros e frisados. Inicialmente, 
a cor e branco-acinzentada, mas pode tomar-se caramelo, castanha ou preto-acastanhada a medida que a colonia amadurece (Prancha 
21.5 G). As colonias tomam-se nitidamente leveduriformes quando sao incubadas a 35° a 37°C e podem adquirir coloragao marrom- 
escura ou preta quando estao maduras (Prancha 21.5 H). 

A identificagao pode ser realizada ao exame microscopico quando os bolores formam hifas septadas delicadas, das quais se 
originam conidios lisos e ovais medindo 2 a 4 pm de diametro. As hifas e os conidios geralmente sao hialinos, mas algumas variantes 
podem intensificar sua pigmentagao com o transcorrer do tempo. Os conidios estao ligados por uma estrutura filiforme delicada ( i. e., 
denticulo) ao conidioforo. Com a regulagem exata do foco do microscopio e a utilizagao de uma objetiva de imersao em oleo, e possivel 
observar as insergoes filiformes tipicas entre os conidios e o conidioforo (das quais se originou o nome dessa especie). O estudo 
publicado por Sigler et al. 255 inclui fotomicrografias excelentes ilustrando esse aspecto microscopico. Os conidios de S. schenckii estao 
dispostos lateralmente ao longo das hifas ou em grupos semelhantes a uma margarida na ponta de um conidioforo retilineo delicado ( i. 
e., morfologia de florezinhas) (Figura 21.61). 

As leveduras de S. schenckii medem 2 a 4 pm de diametro e podem ser esfericas, ovais ou elipticas, geralmente com um unico botao 
germinativo (Figura 21.62). Essas estruturas podem ser observadas em uma biopsia de pele, ao exame direto (i. e., KOH/branco 
calcofluor) ou depois da conversao termica de micelios a fungos. O aspecto mais util a identificagao microscopica das leveduras de S. 
schenckii e a demonstragao de formas ovais alongadas ( i. e., corpos de charuto), que medem 3 x 10 pm. Essas leveduras podem ser 
dificeis de detectar nos cortes de tecidos humanos corados com H&E e, por esta razao, quando ha suspeita de esporotricose com base na 
reagao inflamatoria presente, deve-se realizar uma coloragao com prata metenamina. Essa coloragao demonstra uma mistura de 
leveduras esfericas com celulas leveduriformes elipticas mais caracteristicas (Figura 21.63). 



■ FIGURA 21.61 Fotomicrografia e esbogo do bolor de Sporothrix schenckii, ilustrando as hifas delicadas e o agrupamento em forma de 
margarida dos conidios ovais pequenos originados das superficies laterals ou das pontas dos conidioforos retilineos. 

Diagnostico por outras tecnicas exceto cultura. As tecnicas nao baseadas em cultura nao sao utilizadas rotineiramente no 
diagnostico da esporotricose. Embora tenham sido desenvolvidos ensaios moleculares, eles nao sao usados rotineiramente. A aplicapao 
das tecnicas sorologicas mostrou-se minimamente util ao diagnostico dessa doen^a. Os testes de aglutinapao de latex foram utilizados 
no passado com pouco sucesso, principalmente para diagnosticar infecQoes cutaneas primarias, nas quais os resultados geralmente eram 
negativos. Titulos de aglutina^ao de 1:80 ou mais eram uteis para diagnosticar infecgoes extracutaneas em atividade/' 1 
O Quadro de correlates clinicas 21.8 descreve as manifesta^oes clinicas da esporotricose. 






■ FIGURA 21.62 Fotomicrografia e esbogo da levedura de Sporothrix schenckii demonstrando celulas leveduriformes bicelulares alongadas, 
algumas com formato de “corpo de charuto”. 



■ FIGURA 21.63 Fotomicrografia da biopsia de um paciente com esporotricose, demonstrando numerosas leveduras esfericas a ovais de 
Sporothrix schenckii, das quais algumas apresentavam botoes bicelulares alongados em forma de charuto (coloragao com prata metenamina, 
grande aumento). 


Quadro de correlates clinicas 


21.8 


Esporotricose. 


Nos EUA, as infeqoes fungicas subcutaneas sao causadas mais comumente por algum membro do complexo Sporothrix schenckii." Esfudos de sequenciamento do DNA 
demonstraram que algumas especies morfologicamente semelhantes constituem o que antes se conhecia como "Sporothrix schenckii" Embora a diferenciagao desses 
microrganismos seja possivel, o termo "complexo" e preferivel porque todos produzem uma doem;a semelhante e nao ha diferengas quanto ao tratamento. 

A forma mais comum de esporotricose e linfocutanea. A forma^ao de uma pustula pequena, vermelha e indolor em um dos membros, combinada com o aparecimento de 
varias lesoes pustulosas ou ulceradas secundarias dispostas linearmente ao longo dos vasos linfaticos proximais, e suficiente para suspeitar desse diagnostico. A pustula 
primaria pode crescer lentamente, ulcerar e eliminar pequena quantidade de exsudato serossanguinolento. Tambem podem ser detectados graus variados de celulite com 
inflamaijao e eritema dos tecidos subcutaneos circundantes. As lesoes-satelites secundarias apresentam-se inicialmente como placas eritematoides verrucosas ou placas 
descamativas, que comumente se transformam em ulceras, tambem com elimina^ao de material exsudativo purulento. 0 diagnostico geralmente e tardio, porque a coloniza^ao 
bacteriana secundaria pode ser confundida com o agente etiologico primario. As superinfecqoes bacterianas tambem podem confundir o aspecto macroscopico. 

Nos pacientes com doem;a progressiva, a infeqao pode disseminar-se para articulates, bainhas dos tendoes, bursas, ossos e musculos. 302 Purvis etal. 11 relataram o caso 
de um paciente com artrite poliarticular bilateral dos punhos e cotovelos. Embora artrite nao seja uma manifestato comum da esporotricose, esse relato sugere um espectro 
mais amplo da doen^a que pode ser causada por esse fungo. ! 

Artrite esporotricotica nao e uma doen^a comum. Howell e Toohey 129 descreveram as anormalidades encontradas em 13 pacientes com artrite esporotricotica tratados nos 
hospitais da regiao de Wichita. A apresentagio tipica era de um paciente febril com articula^ao ligeiramente edemaciada e quente, mas sem eritema. Nesse estudo, houve 
acometimento de 17 articulates, inclusive 10 joelhos, tres articulates interfalangianas, um cotovelo, uma articulagao intercarpal e uma articula^ao metatarsofalangiana. A 
maioria dos pacientes era de homens de meia-idade e havia ingestao significativa de alcool em 77% dos casos. Wang etal. m descreveram um paciente com bursite pre-patelar 
causada por Sporothrix schenckii. A infeqao persistiu, apesar do tratamento com itraconazol e a cura ocorreu apenas depois da excisao cirurgica da bursa. 

A esporotricose pulmonar primaria e rara. Contudo, England e Hochholzer 80 relataram esporotricose pulmonar primaria em oito pacientes depois da inalagao de com'dios 
suspensos no ar, uma ocorrencia geralmente rara. Tosse, expectorato e febre baixa sao os sintomas iniciais comuns. 





Nos pacientes imunossuprimidos, a esporotricose pode ter apresentaqao atipica, com a doen^a tendendo a tornar-se disseminada e generalizada. A doen^a cutanea que 
come^a com lesoes localizadas pode disseminar-se para outras estruturas alem da pele, inclusive com disseminagao para meninges em um caso publicado, que e uma 
apresentai;ao tambem encontrada por esse autor. /!) 0 diagnostico pode ser dificil quando a esporotricose apresenta-se inicialmente com fungemia e doem;a disseminada. 9 
Embora a esporotricose localizada seja uma doen^a inofensiva, que responde bem ao tratamento, esses autores atenderam pacientes imunossuprimidos com doen^a 
potencialmente fatal e dificil de tratar, necessitando de tratamento prolongado com farmacos possivelmente toxicos, inclusive anfotericina B. 0 tratamento recomendado 
consiste em reverter a imunossupressao e administrar farmacos antifungicos. 


Paracoccidioides brasiliensis e paracoccidioidomicose 

Paracoccidioidomicose e uma infecgao fungica granulomatosa sistemica subaguda ou cronica progressiva causada pelo fungo 
termicamente dimorfico Paracoccidioides brasiliensis. A forma micelial desse fungo vive no solo e a infecqao pulmonar dos seres 
humanos ocorre por inalagao dos conidios microscopicos (4 pm de diametro). As infecqoes cutaneas e mucocutaneas ocorrem por 
inoculagao direta de materiais contaminados pelos esporos. Na America do Sul, 80% das infecgoes ocorrem no Brasil, seguido em 
ordem de incidencia de casos por Colombia e Venezuela; tambem existem areas endemicas no sul do Mexico e em todos os paises da 
America Central, exceto Belize e Nicaragua. 32,11 

E dificil estimar a taxa de prevalencia global da paracoccidioidomicose, porque as infecqoes ocorrem comumente nos paises pobres 
com infraestmtura limitada de saude publica. Embora tenham sido realizadas estimativas de um milhao pacientes infectados ou mais, 
muitos casos nao sao notificados ou continuam sem diagnostico. Botteon et al. 2S estudaram dois grupos de doadores de sangue. Um 
grupo consistia em doadores que viviam em uma zona mral na qual a paracoccidioidomicose e endemica, enquanto o outro era formado 
por residentes das areas urbanas de Sao Paulo. Os estudos sorologicos demonstraram que 21% dos 700 pacientes das areas rurais 
endemicas tinham evidencias de doenga atual ou pregressa, enquanto apenas 0,9% dos 350 pacientes das areas urbanas tinham sorologia 
positiva. Desse modo, considerando uma populagao de aproximadamente 207 milhoes, mesmo que se utilizasse a taxa de prevalencia 
urbana mais baixa de paracoccidioidomicose, bem mais de 1,8 milhao de pacientes apenas do Brasil estariam infectados. 

Os paises das ilhas do Caribe, as Guianas e o Chile nao tem casos notificados da doenpa. Nas regioes endemicas, a maioria das 
infecgoes ocorre nas areas ao redor das florestas tropicais umidas. A doenga acomete mais comumente adultos com mais de 30 anos, e 
rara nas criangas e e mais frequente nos homens que nas mulheres (razao global de 15:1). Embora a maioria dos pacientes seja de 
agricultores, tambem existem relatos de infecgao de pacientes com rara exposigao direta ao solo e a vegetagao, conforme indicado pelo 
estudo citado anteriormente. Os individuos da raqa branca sao mais suscetiveis as infecqoes que os indios americanos nativos; as 
infecgSes mais graves tendem a ocorrer nos imigrantes que chegam as regiSes endemicas. 32 

Detecqao no laboratorio. As coldnias tem aspecto semelhante as do Blastomyces dermatitidis. Elas tem crescimento lento a 30°C 
(10 a 20 dias para alcangar maturidade), sao branca-acinzentadas e formam micelios sedosos ou filiformes delicados. 

Quando e incubado entre 25° e 30°C, P. brasiliensis cresce muito lentamente durante 10 a 30 dias e forma bolores sedosos brancos a 
castanho-acinzentados. A identificaqao e a diferenciaqao com outros bolores com aspecto semelhante podem ser realizadas ao exame 
microscopico, observando-se as hifas septadas hialinas delicadas, que constituem a base do micelio. Os conidios ovais nao pigmentados 
(2 a 4 pm) originam-se separadamente dos conidioforos curtos e finos por insergoes diretas nas hifas (padrao de “pirulito”), semelhante 
aos que sao formados por Blastomyces dermatitidis (Figura 21.64). 

A identificapao pode ser confirmada pela conversao do bolor a forma de levedura, que e conseguida por inoculapao de um 
fragmento pequeno da coldnia de fungos no agar de infusao BHI enriquecido. Entretanto, a conversao a forma de leveduras e lenta. As 
leveduras genitoras de P. brasiliensis observadas em cultura geralmente medem 6 a 15 pm de diametro, mas podem crescer mais. Elas 
podem ser diferenciadas das leveduras de B. dermatitidis , que tem o mesmo tamanho, pela existencia de varios botoes com bases 
estreitas (/. e., em contraste com as formas germinativas unicas com bases largas de B. dermatitidis). Embora nao exista uma sonda 
genetica no mercado para identificar P. brasiliensis, as sondas disponiveis para a identificapao de B. dermatitidis tem reapao cruzada 
com este primeiro fungo e podem ser usadas em combinapao com outros indicios para confirmar sua identidade. 
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■ FIGURA 21.64 Fotomicrografia do bolor de Paracoccidioides brasiliensis, ilustrando os conidios esfericos pequenos e lisos originados das 
laterals e das terminagoes dos conidioforos curtos derivados das hifas septadas. 

A mesma forma de levedura esta presente nos tecidos dos pacientes infectados. Por essa razao, o diagnostico da 
paracoccidioidomicose pode ser estabelecido mais rapidamente pela demonstragao direta nos especimes clinicos das leveduras esfericas 
(10 a 30 pm) de paredes espessas com varios botoes germinativos, cada qual ligado por um botao de base estreita, que foi comparado a 
um “timao de navio” (Figura 21.65). Essas leveduras podem ser observadas nas preparagoes de KOH/branco calcofluor. Em alguns 
casos, as celulas descendentes germinadas podem formar cadeias curtas. Nos cortes histologicos, a inflamagao de fundo geralmente e 
granulomatosa a piogranulomatosa ( i. e., inflamagao granulomatosa misturada com quantidades variadas de leucocitos 
polimorfonucleares). As leveduras sao detectadas mais facilmente nos cortes histologicos corados com PAS ou GMS. 

Diagnostico por outras tecnicas exceto cultura. O teste do exoantigeno, que foi aperfeigoado por Camargo et al., 35 e um 
metodo disponivel para confirmar a identificagao das cepas isoladas em cultura. As tecnicas de imunofluorescencia indireta, os ensaios 
imunoenzimaticos e os metodos moleculares sao usados por pesquisadores para frrmar o diagnostico da paracoccidioidomicose. As 
abordagens imunologicas ao diagnostico dessa doenga foram revisadas por Bmmmer et al. e de Camargo. 32,65 Os niveis de IgG serica 
continuam elevados ao menos por 1 ano depois da infecgao. 

Mendes-Giannini et al. 184 demonstraram anticorpos IgG, IgA e IgM especificos para um antigeno de 43 lsDa de Paracoccidioides 
brasiliensis nos pacientes com paracoccidioidomicose e tambem demonstraram que a redugao dos titulos durante o tratamento estava 
relacionada com a melhora sintomatica. Gomez et al.,' 02 usando um anticorpo monoclonal dirigido contra as leveduras de 
Paracoccidioides brasiliensis, conseguiram desenvolver um teste de inibigao por ELISA capaz de detectar quantidades pequenas do 
antigeno circulante no soro dos pacientes com doenga em atividade. Dentre 46 pacientes com paracoccidioidomicose, 37 tinham testes 
positivos (80,4%). 




■ FIGURA 21.65 Fotomicrografia e esbogo da levedura de Paracoccidioides brasiliensis, ilustrando a levedura central grande, que origina varios 
botoes formando um “timao de navio”. 

Os ensaios de detecgao de antigenos sao usados para diagnosticar paracoccidioidomicose. A detecgao dos antigenos gp43 e gp70 de 
Paracoccidioides e o alvo desses ensaios. 63 Alem de detectar esses antigenos no sangue, esses ensaios tambem foram avaliados nas 
amostras de liquido cefalorraquidiano e lavado broncoalveolar. A natureza quantitativa ou semiquantitativa desses ensaios permite 
analisar a tendencia dos niveis dos antigenos; depois do tratamento eficaz, os antigenos devem declinar ou desaparecer. 

Metodos moleculares tambem sao usados para diagnosticar paracoccidioidomicose. Sandu et al. 2 * 2 desenvolveram uma sonda de 
DNA com 14 bases especificas para a terminagao 5’ das sequencias do gene ribossomico 28S de P. brasiliensis. Com a adogao de um 
protocolo diagnostico uniforme, que consistia na lise celular comum e nos procedimentos de purificapao do DNA seguidos de 
amplificagao por PCR, esses autores demonstraram a diferenciagao seletiva entre P. brasiliensis e 47 outras especies de fungos 


representatives de 25 generos. PCR e outros metodos moleculares oferecem uma abordagem altemativa para estabelecer o diagnostico 
da paracoccidioidomicose. 

O Quadro de correlates clinicas 21.9 descreve as manifesta^oes cllnicas da paracoccidioidomicose. 



Paracoccidioidomicose. 


Com a inalagao de poeira contaminada por esporos, os confdios microscopicos (4 pm de diametro) alcan^am os segmentos distais do parenquima pulmonar, onde se 
transformant em leveduras que podem ficar confinadas no local, ou podem propagar-se e disseminar-se para orgaos distais dos pacientes com doem;a disseminada progressiva. 
Nos pacientes imunossuprimidos, o crescimento local e mais lento e a infeqao pode terminar sem formai;ao de uma lesao. Brummer eta!? 1 dividiram os casos sintomaticos de 
paracoccidioidomicose em dois grupos gerais: (1) forma juvenil aguda ou subaguda e (2) forma adulta cronica. 


Forma juvenil aguda ou subaguda 

A forma juvenil da doem;a representa apenas 3 a 5% de todas as infec^oes e acomete principalmente criangas ou adultos jovens, dos quais a maioria e imunossuprimida. A 
evoluqio da doen<;a e relativamente rapida (semanas a meses) e caracteriza-se poracometimento difuso do sistema reticuloendotelial. Hepatosplenomegalia, linfadenopatia e 
hiperplasia da medula ossea sao manifestaijoes clinicas comuns. A disfun^ao da medula ossea pode ser tao grave a ponto de simular uma doem;a linfoproliferativa. 1 As 
biopsias dos orgaos ou tecidos afetados frequentemente demonstra algumas leveduras em processo de proliferagao ativa, mesmo que nao haja formai;ao de granulomas. Com 
essa forma da doen^a, os pulmoes raramente sao afetados, embora os microrganismos possam ser detectados nas secretes respiratorias. Em alguns casos, os linfonodos 
mesentericos podem hipertrofiar muito a ponto de causar obstruijao intestinal. 0 prognostic da forma juvenil da doem;a nao e bom. 

Forma adulta cronica 

Cerca de 90% dos pacientes tern essa forma da doen$a, que afeta mais comumente homens adultos. Curiosamente, o nivel alto de estrogenio das mulheres pre-menopausa 
inibe a conversao dos micelios em leveduras, que e necessaria a infeegao; isto explica em parte as diferengas observadas na incidencia da doemja entre os homens e as 
mulheres. A paracoccidioidomicose e lentamente progressiva, tende a ficar confinada basicamente nos pulmoes e pode demorar meses ou anos para desenvolver-se 
plenamente. Os pulmoes sao acometidos em mais de 90% dos casos e, em muitos pacientes, a doenga pulmonar e a linica manifestaqio da infeegao. As lesoes pulmonares 
detectadas nas radiografias do torax podem ser nodulares, infiltrativas, fibroticas ou cavitarias e localizam-se preferencialmente nos lobos inferiores dos pulmoes. 170 Tosse, 
expectora^ao de escarro e dispneia sao os sintomas comuns, que comumente estao associados a febre intermitente, emagrecimento e anorexia. Em muitos casos, as 
manifestagoes clinicas e radiologicas sao semelhantes as da tuberculose. A doem;a cronica pode ser branda, moderada ou grave, dependendo das condi$oes gerais e do estado 
imune do paciente; fibrose grave causando doen^a pulmonar obstrutiva cronica e cor pulmonale sao sequelas fatais. 

Brummer et al. 32 citaram varios casos de acometimento extrapulmonar, inclusive infei;6es dos olhos, sistema nervoso central, ossos e trato genital. Sant'Anna etal. m 
revisaram as manifestaijoes clinicas de sete pacientes com doen<;a laringea. Todos eram homens de meia-idade, principalmente agricultores. Disfonia, disfagia, dispneia e tosse 
eram os sintomas iniciais principals. Em todos esses casos, a primeira impressao diagnostica era carcinoma. 

A paracoccidioidomicose e outras infeegoes causadas por fungos dimorficos tambem podem afetar a cavidade oral. 8-100 Almeida etal. 3 relataram que as infec^oes fungicas 
(micoses) orais adquiriram importancia especial desde o advento da infeegao pelo HIV, assim como em razao do aumento fenomenal das viagens internacionais com exposigao 
mais ampla as infeqoes endemicas das regioes tropicais. Almeida etal. tambem descreveram 21 pacientes argentinos, que viviam na provincia de Corrientes e desenvolveram 
manifestagoes orais da infeqao por Paracoccidioides braslllensis. Com exceqio de urn caso, todos os pacientes tinham acometimento pulmonar demonstravel. A administrate 
prolongada de itraconazol curou esses pacientes. Os autores enfatizaram a importancia do diagnostico e tratamento imediatos para evitar destrui^ao extensiva dos tecidos. 0 
acompanhamento prolongado desses pacientes tambem e obrigatorio, tendo em vista que o indice de recidivas e alto. 

As manifesta$6es clinicas detectadas em 27 pacientes aideticos descritos por Goldani e Sugar 101 eram de uma infec^ao indolente ou de doen$a rapidamente progressiva. A 
doem;a disseminada era a forma mais comum e os focos infecciosos envolviam os pulmoes, a pele e os linfonodos. Febre persistente, linfadenopatia, hepatosplenomegalia e 
lesoes cutaneas eram as manifesta0es observadas mais comumente. 0 diagnostico e estabelecido preferencialmente por exame direto e cultura do escarro, biopsias de pele e 
aspiraqio de linfonodos. Como foi mencionado antes, os ensaios de PCR desses especimes sao promissores e podem ampliar acentuadamente nossa capacidade de confirmar o 
diagnostico. Cerca de 50% dos pacientes desse estudo morreram, apesar do tratamento antifungico agressivo. 

Severn et al. m descreveram urn caso de acometimento do trato genital masculino de urn indio brasileiro e revisaram outros 18 pacientes publicados na literatura brasileira. 
Manns etal.' 7 ' relataram o casode urn homem de 59 anos, que desenvolveu paracoccidioidomicose mais de 15 anos depois de mudar-se da America do Sul. Medicos de todoo 
mundo devem ter essa infeqao em mente ao avaliarem pacientes com historia de viagem compativel e manifestaijoes pulmonares ou cutaneomucosas sugestivas dessa 
doem;a, alem de emagrecimento e outras queixas constitucionais. 


Fungos demacios 

Agentes etiologicos das feo-hifomicoses 

Em contraste com o grupo de fungos hialinos, que nao tem paredes celulares pigmentadas, existe um segundo grupo numeroso de 
fungos saprofiticos geneticamente heterogeneos, que produzem melanina e pigmentos semelhantes em suas paredes celulares. Isso 
resulta na formapao de hifas acentuadamente pigmentadas. A superficie das colonias e seu inverso sao nitidamente escuros com 
tonalidade cinzenta, marrom ou preta. O exame da superficie inversa da colonia fomece a melhor indica^ao da natureza hialina ou 
demacia de um bolor, porque alguns fungos hialinos (p. ex., Aspergillus niger) formam esporos pretos, embora sejam hialinos. 

O termo feo-hifomicoses (do grego phaeo = escuro, cinzento) e atribuldo as infec?5es fungicas causadas por esse grupo de fungos 
demacios. O conceito de “feo-hifomicose” foi proposto primeiramente por Ajello et al. 6 em 1986, de forma a “abranger todas as 
infeepoes de natureza cutanea, subcutanea e sistemica causadas por fungos hifomicetosos, que se desenvolvem nos tecidos do 
hospedeiro na forma de elementos miceliais septados e demacios com paredes espessas”. Desse modo, conforme foi descrito 
originalmente, o termo feo-hifomicose era usado para descrever uma condi?ao histopatologica, em vez de representar qualquer doen?a 
clinica especifica ou especies de fungos identificados nas culturas em laboratorio. 1 ’'’'" ' 4 Esse termo passou a ser usado como equivalente 




demacio de hialo-hifomicose (i. e., um termo generico para infecpao micotica invasiva causada por um fungo demacio). 
Cromoblastomicose e micetoma sao entidades clinicas bem-defmidas e diferentes das feo-hifomicoses. A cromoblastomicose e causada 
por varios fungos demacios, enquanto os micetomas sao atribuidos a bacterias e fungos hialinos ou demacios. A seguir, descreveremos 
alguns agentes etiologicos das feo-hifomicoses, da cromoblastomicose e dos micetomas. 

Detecqao no laboratories Em sentido mais amplo, esses fungos demacios produzem colonias cinza-escuras, marrons ou pretas com 
superficie lanuginosa ou aveludada. Como foi mencionado antes, o inverso das colonias e acentuadamente pigmentado, porque isto 
representa a camada de hifas demacias. Embora a morfologia das colonias nao seja distintiva desse grupo de fungos e o exame 
microscopico seja necessario a identifica^ao do genero/especie, o tipo de colonia ( i. e., lanuginosa versus aveludada) fomece um indicio 
quanto as possibilidades provaveis. Por exemplo, as especies de Alternaria, Bipolaris e de Curvularia produzem colonias lanuginosas, 
enquanto as especies de Fonsecae, Phialophora e Cladosporium/Cladophialophora formam colonias aveludadas. A Prancha 21.3 A a D 
ilustra exemplos de colonias de fungos demacios com crescimento mais rapido. Em geral, os agentes etiologicos da cromoblastomicose 
e do micetoma formam colonias aveludadas e pequenas com crescimento mais lento. 

Ao exame microscopico, os fungos demacios formam micelios marrom-escuros compostos de hifas homogeneas com paredes 
paralelas e septa?5es bem demarcadas. O pigmento pode nao ser evidente em algumas especies nas fases iniciais do crescimento, mas se 
desenvolve com a incubapao por mais tempo. A seguir, estao relacionados os generos de fungos de crescimento rapido (i. e., colonias 
lanuginosas), que produzem macroconidios pluricelulares corados intensamente: Alternaria, Ulocladium, Stemphylium, Epicoccum, 
Bipolaris, Drechslera, Curvularia e Exserohilutn. 

A identificapao desses fungos pode ser simplificada separando-os primeiramente em dois grupos gerais baseados na morfologia dos 
conidios: (1) Macroconidios (i. e., conidios pluricelulares) que apresentam septa^oes longitudinals e perpendiculares (i. e., septos 
transversals) em relagao com o eixo longitudinal do conidio. Em geral, esses conidios tambem tern septagoes obliquas e sao referidos 
comumente como muriformes. (2) Macroconidios que contem apenas septa^oes perpendiculares ( i. e., transversals) em rela^ao com o 
eixo longitudinal do conidio. 

Macroconidios com septos longitudinais e transversais (muriformes) 

Os generos de fungos desse grupo com importancia medica sao os seguintes: 

• Especies de Alternaria 

• Especies de Ulocladium 

• Especies de Stemphylium 

• Especies de Epicoccum. 

Especies de Alternaria. A forma^ao de cadeias curtas de macroconidios pluricelulares grandes com paredes lisas, que sao separados 
por septos transversais e longitudinais (muriformes), sao tipicos das especies de Alternaria. Os macroconidios tem formato de baquetas 
de tambor, com a ponta alongada de um conidio em contato com a extremidade romba e arredondada do proximo (Figura 21.66). Na 
maioria dos casos, esses fungos sao contaminantes e apenas raramente causam infec?oes nos seres humanos. Na verdade, esses fungos 
causam doenpa tao raramente, que se recomenda enfaticamente confirmar as evidencias histopatologicas correspondentes a infec?ao, 
antes de considerar a iniciapao do tratamento. 

Especies de Ulocladium. As especies de Ulocladium tambem produzem macroconidios muriformes; contudo, os conidios destes 
fungos sao mais esfericos que os das especies de Alternaria. Eles nao formam cadeias, mas se originam dos conidioforos curtos, 
retorcidos como “joelhos dobrados” ou geniculados (Figura 21.67). Esses conidioforos sao formados circunferencialmente (z. e., ao 
redor), que e uma derivat;ao simpodial. Essa conidia^ao geniculada simpodial e um tipo de conidiogenese encontrada tambem com 
outros fungos demacios. 

Especies de Stemphylium. Os macroconidios muriformes produzidos pelas especies de Stemphylium sao aparentemente 
semelhantes aos das especies de Ulocladium. Contudo, uma inspegao mais cuidadosa demonstra que eles sao ligeiramente constritos na 
regiao intermediaria do conidio, conferindo-lhe um aspecto de “numero 8”. Alem disso, os macroconidios originam-se separadamente 
do apice de um conidioforo curto e retilineo (z. e., nao ha conidiapao geniculada simpodial observada com a especie Ulocladium). O 
segmento terminal do conidioforo e dilatado e comumente mais pigmentado que o restante do conidioforo (Figura 21.68). 



■ FIGURA 21.66 Fotomicrografia de uma cadeia curta de macroconidios muriformes intensamente corados, que sao tipicos das especies de 
Alternaria. 



a FIGURA 21.67 Fotomicrografia dos macroconidios muriformes intensamente corados, derivados dos conidioforos geniculados tipicos das 
especies de Ulocladium. 

Especies de Epicoccum. Nos casos tipicos, as hifas de Epicoccum formam ramificapoes primarias e secundarias repetidas nos focos 
de conidiapao, produzindo massas conhecidas como esporodoquios. Os conidioforos claviformes curtos originam-se dessas massas e 
sustentam macroconidios pluricelulares murifonnes esfericos a ligeiramente claviformes, que podem ser enrugados na superficie, 
conferindo-lhes um aspecto verruciforme escurecido (Figura 21.69). Uma caracteristica importante das colonias desse fungo e a 
produgao de um pigmento amarelo, que se difunde para dentro do agar. 

Macroconidios com septos transversais 

Especies de Bipolaris. A caracteristica diferencial das especies de Bipolaris e a produ?ao de macroconidios pluricelulares elipticos 
a ovais com paredes espessas e superficies lisas; estas estruturas sao produzidas por conidia^ao geniculada simpodial, conforme foi 
descrito antes (Figura 21.70). A inspegao detalhada desses conidios nas prepara?5es coradas (p. ex., azul algodao de lactofenol) 
demonstra que as septa^oes entre as celulas do conidio sao incompletas. Essas estruturas sao conhecidas como distosseptos e, quando 
presentes, geralmente e possivel evidenciar a continuidade do citoplasma de uma celula do conidio com a outra celula adjacente. A 
designaqao Bipolaris origina-se de sua capacidade de produzir tubos germinativos, que se originam das duas (/. e., bi) extremidades 
(/. e., polares) dos macroconidios, que crescem em paralelo com o eixo longitudinal da celula. Essas estruturas podem ser 
demonstradas quando sao examinados diretamente em laminas preparadas com agua ou solu^ao salina dos conidios incubados a 25°C 
por 8 a 24 horas. 

As especies de Bipolaris sao agentes importantes de ceratite fungica seguida de lesoes oculares e podem causar feo-hifomicose nos 
pacientes imunossuprimidos. 

Especies de Drechslera. As especies de Drechslera tambem formam macroconidios pluricelulares cilindricos por conidia^ao 
geniculada simpodial indistinguivel da que ocorre com as especies de Bipolaris. Os conidios tem contomos arredondados sem saliencias 
na celula basal. O teste do tubo germinativo e usado para diferenciar entre esses fungos e as especies de Bipolaris. Nas laminas 
preparadas com solufao salina, um tubo germinativo pode ser produzido por qualquer celula do conidio pluricelular. A busca 


microscopica pelos conidios germinativos demonstra alguns nas areas em que o tubo germinativo origina-se de uma celula interna, em 
vez de apenas das celulas terminais. Esses tubos germinativos sao facilmente reconhecidos, porque se estendem em angulos retos ao 
eixo longitudinal do conidio. 




■ FIGURA 21.68 Fotomicrografia e esbogo dos macroconidios muriformes caracteristicamente sustentados na ponta de um conidioforo curto e 
retilineo “bola de algodao em um bastao”, que e tipico de especies de Stemphylium. 













■ FIGURA 21.69 Fotomicrografia dos macroconidios imaturos e maduros de especies de Epicoccum que, nos casos tipicos, originam-se de 
grupos frouxos conhecidos como esporodoquios. 




■ FIGURA 21.70 Fotomicrografia e esbogo dos macroconidios pluricelulares cilindricos com paredes espessas, que sao tipicos das especies de 
Bipolaris. 

As especies de Drechslera sao muito raras na pratica clinica e nao sao causas importantes de doen^a nos seres humanos, mas estao 
descritas aqui em razao de suas semelhan?as morfologicas com os conidios do Bipolaris. A grande maioria dos fimgos isolados que 
produzem conidios morfologicamente compativeis com as especies de Bipolaris ou Drechslera e identificada como membro deste 
primeiro genero. 

Especies de Curvularia. Os macroconidios das especies de Curvularia sao faceis de reconhecer porque tern quatro a cinco celulas 
separadas por septos transversais originados por conidia^ao geniculada simpodial. A segunda celula da extremidade terminal ( i. e., 
extremidade nao hilar) do continuo continua a crescer depois que as outras pararam, conferindo um formato curvilineo ao conidio que, 
de acordo com alguns autores, assemelha-se a um bumerangue (Figura 21.71). As especies de Curvularia sao uma causa importante de 
feo-hifomicose e podem causar sinusite fungica alergica. 

Especies de Exserohilum. Os conidios das especies de Exserohilum sao semelhantes aos das especies de Bipolaris, com exceqao de 
que sao mais longos, tem mais celulas por conidio e, nos casos tipicos, tem um hilo saliente e proeminente estendido a partir da celula 
hilar (Figura 21.72). Embora essa especie nao seja uma causa comum de doen?a humana, em 2014 houve uma contamina^ao 
significativa de um lote de metilprednisolona injetavel por Exserohilum originada do ambiente. Esse produto foi distribuido em todo o 
pais e causou infecqao em muitos pacientes. 154 

Diversos fungos demacios de crescimento moderado a rapido 

Existem tres generos de fungos incluidos nesta seqao principalmente porque nao estao bem caracterizados em outras partes do livro. 
Essas especies sao Nigrospora, Phoma e Chaetomium. As duas ultimas podem ser confundidas uma com a outra e, por esta razao, deve- 
se atentar cuidadosamente para as caracteristicas que as diferenciam. 














■ FIGURA 21.71 Fotomicrografia e esbogo dos macroconldios pluricelulares corados intensamente, divididos por septos transversals e retorcidos 
em razao do crescimento exagerado da celula situada perto da extremidade terminal, um aspecto caracteristico das especies de Curvularia. 



r 



a FIGURA 21.72 Fotomicrografia e esbogo dos macroconidios longos em forma de lapis das especies de Exserohilum, que se caracterizam por 
uma protrusao terminal originada da celula hilar. 

Especies de Nigrospora. As colonias das especies de Nigrospora tem crescimento rapido e sao cotonosas; inicialmente, elas tem 
coloraqao com aspecto branco sujo, mas se tomam cinzentas a medida que amadurecem e as hifas vegetativas tomam-se pigmentadas. 
O in verso da colonia tambem se toma intensamente pigmentado. Ao exame microscopico, os conidios sao solitarios, grandes, 
subglobosos e cor de azeviche e originam-se das pontas dos conidioforos urceolados (em forma de uma) inflados (Figura 21.73). 
Alguns autores acham que os conidios do Nigrospora sejam semelhantes a uma bola de rugbi (cor de azeviche) ou de futebol 
americano. 

Especies de Phoma. As colonias das especies de Phoma tem coloragao caramelo a marrom-escuro e espalham-se na superficie com 
bordas extemas mal defmidas. A consistencia e mais lisa que cotonosa porque as hifas aereas nao se desenvolvem bem. Ao exame 
microscopico, geralmente sao observadas estmturas saculares coriaceas negras com paredes lisas, que sao conhecidas como picnidios 
(Figura 21.74). Dentro dos picnidios, existem incontaveis conidios hialinos unicelulares cilindricos, fusiformes ou esfericos, que se 
originam por reprodu?ao assexuada e sao liberados por um orificio ou ostiolo. Como os picnidios podem parecer semelhantes aos 
cleistotecios produzidos pelas especies de Aspergillus e Chaetomium e por outros fungos teleomorficos, e preciso determinar se os 
esporos contidos sao conidios, no caso das especies de Phoma, ou sao ascosporos maiores que se coram intensamente e sao tipicos dos 
fungos ascosporogenicos. Essa diferencia^ao pode ser realizada com prepara^oes em fita de celofane pressionando-se suavemente a 
superficie da fita com a ponta de um lapis sobre a estrutura sacular desconhecida, enquanto ela e examinada com a objetiva de varredura 
de um microscopio, ate que se rompa. A libera^ao de um conidio unicelular conforme descrita antes confirma a identidade da especie de 
Phoma. 







■ FIGURA 21.73 Essa fotomicrografia de Nigrospora demonstra um conidio preto-azeviche sustentado por um conidioforo bulboso. 



■ FIGURA 21.74 Fotomicrografia de um picnidio sacular grande de especie de Phoma, com conidios hialinos minusculos dispersos ao fundo. 

Especies de Chaetomium. As colonias de Chaetomium spp. sao inicialmente brancas, mas podem tomar-se amarelas, verde- 
amareladas ou cor de cobre a medida que amadurecem. Pontos escuros aparecem com a formagao dos cleistotecios. Ao exame 
microscopico, podem ser observadas hifas septadas, alem de setas grandes (i. e., elementos espiculados semelhantes a hifas) que se 
estendem da parede dos cleistotecios saculares. A palavra “setas” e derivada do termo latino que quer dizer “cerdas”; estas estruturas 
podem ser retilineas, espiraladas ou curvilineas. Alguns acreditam que a combina^ao dessas estruturas seja semelhante as patas 
esticadas de uma aranha (Figura 21.75). 

Fungos demacios de crescimento lento 

Os fungos demacios de crescimento lento sao responsaveis por varios tipos de infecQoes, inclusive feo-hifomicoses, cromoblastomicose 
e micetoma. As feo-hifomicoses foram descritas antes e, por isso, a cromoblastomicose e o micetoma sao analisados a seguir. 

Cromoblastomicose e uma infec?ao da pele e dos tecidos subcutaneos. Clinicamente, essa doen?a caracteriza-se pela forma^ao de 
vegeta^Ses verrucosas multicoloridas, enrugadas e elevadas, que se espalham mais comumente nas superficies dorsais dos pes e dos 
segmentos inferiores das pemas. Esses fungos penetram na pele por feridas traumaticas e lesoes com perfuragao. As formas 
diagnosticas sao corpos muriformes amarelo-claro a marrom, ovais a esfericos, que se reunem em grupos. Septaqoes intemas sao 
detectadas em algumas dessas formas leveduriformes; contudo, nao ha germinaqao. Essas estruturas sao conhecidas como corpos 
escleroticos ou, mais coloquialmente, moedas de cobre {copper pennies) (Figura 21.76). As anormalidades histologicas comuns sao 
microabscessos e nodulos granulomatosos (/. e., uma rea?ao piogranulomatosa), acantose extrema e hiperplasia pseudoepiteliomatosa 
com graus variados de fibrose e retraces fibroticas. 

A cromoblastomicose e causada por um grupo de fungos demacios de crescimento lento, que fazem parte dos generos 
Cladophialophora/Cladosporium, Phialophora e Fonsecae. 1 Micetoma e uma infec?ao localizada principalmente nos tecidos 
subcutaneos, na qual ha forma^ao de um abscesso ou uma massa granulomatosa com trajetos fistulares que chegam a superficie da pele. 
O micetoma e uma massa tumeficada, que danifica os tecidos por erosao e compressao, em vez de invasao. Os micetomas podem ser 
causados por bacterias (/. e., micetoma eubacteriano) ou fungos (z. e., micetoma eumicotico). Em muitos casos, ha elimina^ao de 
material pumlento contendo granulos ou elementos microbianos por esses trajetos fistulares, que tambem e observado ao exame direto e 




nos cortes histologicos. Os graos sao brancos quando o micetoma eumicotico e causado por um fungo hialino, mas sao marrons ou 
pretos quando o micetoma eumicotico e devido a um bolor demacio. 



■ FIGURA 21.75 Fotomicrografia do picnidio aracneiforme de uma especie de Chaetomium. 



a FIGURA 21.76 Fotomicrografia de um corte histologico de um paciente com cromoblastomicose subcutanea. Observe a inclusao de varios 
corpos escleroticos esfericos dentro da celula gigante localizada no quadrante inferior direito do campo de visao (H&E, 400x). 

As seguintes especies de fungos demacios de crescimento lento sao os agentes etiologicos mais comuns da cromoblastomicose, do 
micetoma e de outras infecgoes micoticas profundas: 

• Cladophialophora ( Cladosporium ) carrionii 

• Cladophialophora (Xylohypha) bantiana 

• Phialophora verrucosa 

• Pleurostomophora ( Phialophora ) richardsiae 

• Fonsecaea pedrosoi 

• Exophiala spp. 

A diferencia^ao de cada uma das especies relacionadas antes depende da observaqao das diferen^as fundamentais no tipo de 
conidia^ao, estrutura dos conidioforos e fialides ou anelidios e morfologia e disposi?ao dos conidios. 

Os agentes etiologicos da cromoblastomicose sao as especies de Cladophialophora, que se reproduzem por conidiapao tipica de 
Cladosporium, algumas vezes complementada pela fonna^ao de fialides. Com a esporula^ao tipica do Cladosporium, conidios de cor 
escura sao formados em cadeias ramificadas longas, cada qual separado por uma cicatriz delicada conhecida como disjuntor (Figura 
21.77). Phialophora verrucosa e outro agente etiologico da cromoblastomicose, que se reproduz por esporulagao tipica de Phialophora. 
Esse fungo caracteriza-se pela formaqao de fialides isoladas, que sao urceoladas (em forma de uma) ou longas e afiladas. As fialides, 



cujo comprimento varia de 4 a 7 pm, originam-se diretamente das superficies laterals das hifas. Nos casos tipicos, a parte terminal e 
alongada, simulando a ponta de uma garrafa de refrigerante. Os conidios esfericos a ovais e amarelos sao produzidos dentro de cada 
fialide e agregam-se em grupos semelhantes a bolas no orificio terminal. Esses conidios podem desprender-se e agregar-se nas laterals 
das fialides e ao longo das hifas adjacentes que as sustentam (Figura 21.78). Com a esporula^ao do tipo acroteca, os ramos simpodiais 
dos conidioforos sao formados a partir das laterals das hifas, simulando os dentes de uma cremalheira. Cadeias curtas de conidios 
originam-se desses aglomerados (Figura 21.79). Embora as especies de Rhinocladiella nao causem cromoblastomicose, a espomla^ao 
tipica desta especie pode ocorrer tambem com as especies de Fonsecaea. Essa e uma variante da espomla^ao do tipo acroteca, na qual 
os conidios sao produzidos isolada, direta e lateralmente nas superficies das hifas (Figura 21.80). E importante ressaltar que, alem da 
esporula?ao tipica de Fonsecaea spp., especies de Fonsecae tambem podem produzir espomla?ao tipica como as especies de 
Cladosporium, Phialophora e Rhinocladiella. Esses microrganismos sao conhecidos como fungos polimorficos, porque produzem 
diversas configurapoes morfologicas. Os conidios de uma especie semelhante encontrada menos comumente - Fonsecaea compacta - 
estao dispostos em grupos compactos. 




■ FIGURA 21.77 Fotomicrografia e esbogo ilustrando a esporulagao tipica do Cladosporium, na qual cadeias de conidios elipticos estao iigadas 
por disjuntores de cor escura. 








■ FIGURA 21.78 Fotomicrografia da esporulagao tipica de Phialophora , ilustrando os conidioforos urceolados curtos, cada qual com uma “boca” 
estreita semelhante a ponta de uma garrafa de refrigerante, a partir da qual os conidios esfericos sao produzidos e dispostos em grupos frouxos na 
ponta. 



■ FIGURA 21.79 Fotomicrografia da esporulapao do tipo acroteca, na qual cadeias curtas de conidios elipticos sao produzidas simpodialmente a 
partir das extremidades dos conidioforos. 

Especies de Cladophialophora/Cladosporium. Existem varias especies de Cladosporium e Cladophialophora. As duas mais 
comuns ou importantes sob a perspectiva medica estao descritas com mais detalhes. Cladosporium carrionii produz hifas livremente 
ramificadas, que originam cadeias longas de conidios elipticos de cor escura. As chamadas “celulas-escudo” sao os pontos nos quais ha 
ramificaqao. Os conidios e as celulas-escudo frequentemente tern cicatrizes ou disjuntores, que sao mais pigmentados que o restante das 
hifas ou dos conidios e representam os pontos de insergao previa (Figura 21.77). 









■ FIGURA 21.80 Fotomicrografia e esbopo da esporulagao tipica de Rhinocladiella, na qual os conidios elipticos originam-se direta e lateralmente 
de fileiras compactas derivadas das laterals do conidioforo. 

Cladophialophora bantiana (antes conhecida como Xylohypha ou Phialophora bantianum). Essa especie, muito 
semelhante tambem, forma conidios por esporula^ao tipica de Cladosporium ; contudo, as cadeias de conidios sao muito longas, com ate 
30 celulas cada uma, produzindo conidios nao pigmentados sem disjuntores. Cladophialophora bantiana cresce a 42°C e nao liquefaz 
gelatina, duas caracteristicas adicionais pelas quais ele pode ser diferenciado de Cladophialophora carrionii, que nao mostra estas 
propriedades. 

Pleurostomophora (Phialophora) richardsiae. Ao contrario das fialides estreitas em forma de garrafa de Phialophora 
verrucosum, as fialides de Pleurostomophora richardsiae sao planas e em forma de pires (Figura 21.81). Pleurostomophora richardsiae 
e um fungo isolado comumente de cistos feo-hifomicoticos e pode causar feo-hifomicose invasiva. 






■ FIGURA 21.81 Fotomicrografia dos conidioforos longos do Pleurostomophora richardsiae, ilustrando as pontas terminals tipicas em forma de 
pires das fialides. 

Os conidios hialinos esfericos a elipticos originam-se de grupos compactos nas pontas dessas fialides e sao mantidos colados por um 
material mucinoso. Esses conidios tambem podem desprender-se e formar agregados nas superficies laterals das fialides. 
Scedosporium prolificans. Scedosporium prolificans (inflatum) e uma causa rara, mas importante de feo-hifomicose nos seres 
humanos, principalmente nos grupos de pacientes imunossuprimidos. Ao exame microscopico, esse fungo pode ser confundido com os 
membros do complexo P. boydii. A morfologia das colonias desse microrganismo e mais nitidamente demacia, com superficie 
comumente verde-oliva, em contraste claro com as colonias de cor cinza rato-domestico de P. boydii (Prancha 21.2 G). 

Especies de Exophiala. Existem algumas especies de Exophiala, das quais algumas tern as caracteristicas fenotipicas de E. 
jeanselmei, razao pela qual estao incluidas no complexo E. jeanselmei. Outra especie de Exophiala morfologicamente identica e que 
pode ser diferenciada por suas caracteristicas biofisicas e E. dermatitidis (antes conhecida como Wangiella dermatitidis. Essas duas 
especies comumente formam colonias leveduriformes umidas a mucoides no meio de cultura para isolamento inicial. O exame 
microscopico cuidadoso detecta celulas leveduriformes. Contudo, ao exame mais acurado, fica evidente que nao ha germina<;ao 
verdadeira e, em vezes disto, essas sao as formas unicelulares que se reproduzem por aneloconidiapao (/. e., estes fungos produzem 
anelidios em vez de fialides). Com a incuba^ao mais prolongada, a colonias transformam-se de umidas e leveduriformes em um bolor 
aveludado. Os fungos produzem conidioforos longos e afilados, que se originam das hifas em angulos retos ou obtusos. As pontas dos 
conidioforos parecem ser acentuadamente pontiagudas em razao da formagao progressiva dos anelidios (Figura 21.82). Os aneis ou 
anelidios podem ser observados sob a ponta afilada da fialide quando o microscopio e focalizado com precisao e a luz do condensador e 
diminuida. 1 '’ 11 O Quadro de correlates clinicas 21.10 descreve as manifestagoes clinicas da feo-hifomicose, da cromoblastomicose e do 
micetoma. 



■ FIGURA 21.82 Fotomicrografia e esbogo de especie de Exophiala, ilustrando os conidioforos longos e afilados que emergem das pontas e dos 
quais sao liberados aneloconidios alongados dispostos em grupos frouxos. 


Quadro de correlates clinicas 


21.10 


Feo-hifomicose, cromoblastomicose e micetoma eumicotico. 


Micetoma eumicotico 

Brandt e Warnock 31 dos CDC publicaram uma revisao sobre a epidemiologia, as manifestaijoes clinicas e o tratamento das infeqoes causadas por esses fungos demacios. Os 
autores listaram como patogenos humanos mais importantes desse grupo as seguintes especies: Alternaria, Bipolaris, Cladophialophora bandana, Curvularia, Exophiala, 
Fonsecaeapedrosoi, Madurella, Phialophora, Scedosporium prolificans, Scytalidium dimidiatum e Exophiala dermatitidis. Eles tambem descreveram esses como microrganismos 
disseminados no ambiente e encontrados no solo, na madeira e nos restos vegetais em decomposii;ao. As infeqoes cutaneas, subcutaneas e corneas associadas a esses fungos 












demacios ocorrem em todo o mundo, mas sao mais comuns nos dimas tropicais e subtropicais. Na maioria dos casos, a infec^ao e resultante da implantagao traumatica dos 
fungos na pele ou outros tecidos. A maioria dos casos progressives ocorre nos pacientes imunossuprimidos. Os autores tambem citaram os fungos demacios como causas 
importantes de sinusite invasiva e sinusite micotica alergica, que se desenvolve mais comumente depois da inala^ao dos conidios infectantes. 

Feo-hifomicose 

Feo-hifomicose e uma infec^ao micotica invasiva causada por urn fungo demacio ou feoide. Embora infecgao cerebral seja a forma mais importante da feo-hifomicose sistemica, 
outras infecgoes profundas localizadas como artrite e endocardite tambem sao relatadas. A infecgao disseminada nao e comum, mas a incidencia e mais alta na popula^ao 
imunossuprimida. Scedosporium prolificans e uma causa importante de infec^ao disseminada dos pacientes imunossuprimidos e e dificil de erradicar, porque e 
multidrogarresistente. Na literatura medica recente, tern sido publicadas literalmente centenas de casos isolados de infeqoes fungicas causadas por especies saprofiticas de 
fungos demacios com crescimento rapido. 0 espag) aqui disponivel permite apenas citar alguns exemplos. As tres manifesta^oes dinicas mais comuns da feo-hifomicose 
causada pelos fungos saprofiticos sao ceratite, sinusite e onicomicose. 

Como exemplo de ceratite, Wilhelmus e Jones 297 pubiicaram sua experience laboratorial com o isolamento e a identificagao das especies de Curvularia como causa de 
ceratite ao longo de urn periodo de 30 anos. Os prontuarios de 32 pacientes tambem estavam disponfveis para analises. Os autores descobriram que traumatismo (geralmente 
com plantas ou sujeira) era o fator de risco de 50% dos casos. A maioria dos pacientes (69%) foi infectada durante os meses quentes e umidos do verao ao longo da Costa do 
Golfo dos EUA. Os sinais e sintomas por ocasiao da apresentar;ao variaram de infiltrados coriaceos superficial da cornea central a ulceragao supurativa da cornea periferica. 

Sinusite tambem e uma infeqao causada comumente pelos fungos demacios. Com base na literatura mais antiga, Adam et at.} relataram nove casos de sinusite 
evidenciada como finite alergica ou polipose nasal causada pelas especies de Bipolaris e Exserohilum. Fernandez et al. sl pubiicaram os resultados derivados de uma pesquisa da 
literatura sobre infecgoes pediatricas por Curvularia e, dos 16 casos identificados, 13 tinham sinusite alergica - uma forma singular de sinusite, na qual a historia de asma ou 
polipos nasais era a condigao predisponente. Nessa revisao, os pacientes geralmente eram adolescentes imunocompetentes com sintomas persistentes (em geral, mais de 3 
semanas). 

A onicomicose causada pelas especies de Alternaria tern sido relatada com frequencia crescente, especialmente nos pacientes imunossuprimidos. Romano et at. m 
pubiicaram nove casos de onicomicose causada pela Alternaria altemata diagnosticados na Toscana, Italia. 0 diagnostic foi firmado com base nos exames micologicos 
repetidos de microscopia direta e cultura. Na maioria dos casos, as manifestagoes ch'nicas principals eram distrofia e hiperqueratose subungueal distal de uma ou mais unhas 
dos pes ou das maos. Sete pacientes foram tratados com itraconazol oral, que foi eficaz em seis casos. E importante ressaltar que as infecgoes ungueais cronicas podem 
funcionar como foco de disseminaqao dos fungos nao dermatofiticos nos pacientes imunossuprimidos. 

Alguns fungos demacios sao neurotropicos, inclusive Ciadophialophora bantiana, Ramlchloridium (Rhinocladiella) mackenzlei, Ochroconis gallopava e Exophiala dermatitidis. 
Embora tenham ocorrido infecgoes em pacientes imunossuprimidos, a feo-hifomicose cerebral e mais comum nos individuos imunocompetentes, que podem ou nao ter fatores 
de risco evidentes. 69 Revankar etalr" revisaram 101 casos de feo-hifomicose do sistema nervoso central comprovados por cultura, que foram publicados na literatura de lingua 
inglesa entre 1966 e 2002. Os autores observaram que a especie isolada mais comumente era Ciadophialophora bantiana. As taxas de mortalidade eram altas entre esses 
pacientes relatados, independentemente do estado imune. 0 tratamento nao foi padronizado, embora a combina^ao de anfotericina B e derivados triazolicos novos (p. ex., 
posaconazol) com uma abordagem clinicocirurgica agressiva possa aumentar os indices de sobrevivencia. 

Cromoblastomicose 

A cromoblastomicose e uma doen^a disseminada nas regioes tropicais da America do Sul e ocorre mais comumente nos agricultores de plantagoes e trabalhadores do sexo 
masculino. Silva etal. 2S6 revisaram 325 casos notificados na regiao da bacia do rio Amazonas no Brasil. Os dados obtidos revelaram que a media de idade dos pacientes afetados 
variava de 41 a 70 anos, dos quais 93,2% eram homens. Os agricultores representavam 86,1% do total. Lesoes dos membros inferiores (pernas e pes) foram detectadas em 
80,7% dos casos. Em 24% dos pacientes (78 casos), o agente etiologico foi isolado e identificado por meio de culturas. 0 fungo Fonsecaea pedrosoi foi detectado em 77 
pacientes e o Phialophora verrucosa em apenas urn. Resultados semelhantes foram publicados por Minotto etal., m que realizou urn estudo com 100 pacientes residentes no Rio 
Grande do Sul, Brasil. Tambem nesse caso, os pacientes eram predominantemente do sexo masculino (razao de 4:1); a maioria era de agricultores da ra<;a branca, cujas idades 
variavam de 50 a 59 anos. Na maioria dos casos, lesoes verrucosas graves desenvolveram-se nos membros inferiores, com intervalo medio de 14 anos entre o inicio da doem;a e 
o diagnostic dinico. Em 16% dos casos, a doem;a estava relacionada com ferimentos causados por espinhos. As analises estatisticas demonstraram recrudescencia da doen^a 
em 43% dos casos, apesar do tratamento utilizado. 0 fungo Fonsecaea pedrosoi foi isolado de 96% dos pacientes e o Phialophora verrucosa de 4% dos casos. 

Como foi mencionado antes, esses fungos conseguem penetrar no corpo mais comumente por inoculagao traumatica. Por exemplo, Wortman 7 descreveu o caso de urn 
paciente com cromoblastomicose causada simultaneamente por Fonsecaea pedrosoi e Nocardia brasiliensis como complicagao de uma lesao traumatica com perfuraqao da pele. 

Micetoma 

0 termo micetoma refere-se a uma infeqao subcutanea, na qual os tecidos ficam acentuadamente edemaciados com formaijao de trajetos fistulares penetrantes profundos, 
que erodem a superficie da pele e eliminam material purulento. Os pes (pe de Madura) e as maos sao acometidos mais comumente e tornam-se acentuadamente edemaciados 
e deformados nos casos graves. Os micetomas tern duas causas principais - bacterias que fazem parte da familia dos Actinomycetales (especies de Actinomyces, Nocardia e 
Streptomyces) e fungos (micetomas eumicoticos), principalmente o fungo demacio Exophiala jeanselmei e o bolor hialino Pseudallescheria boydii nos casos esporadicos 
diagnosticados nos EUA. 

0 micetoma e encontrado mais comumente em outras partes do mundo, principalmente no leste e oeste da Africa. A historia de lesao pregressa e comum. Os membros 
inferiores tendem a ser acometidos na maioria dos casos, enquanto os membros superiores e outras regioes do corpo (inclusive regiao glutea, lombar, submandibular e facial) 
sao afetados menos comumente. 

A descri^ao, ha muitos anos, das manifesta^oes dinicas de urn micetoma por Thammayya etal., 1B que se desenvolveu em urn paciente que tambem viveu na India, ainda e 
urn classico desta doenga: "a perna e o pe direitos estavam irregularmente edemaciados, duros, indolores e insensiveis e tinham algumas papulas pequenas e trajetos fistulares 
recobrindo toda a area edemaciada. 0 segmento distal da tibia e os ossos do pe tambem estavam afetados. 

A secrei;ao eliminada por esses nodulos e trajetos fistulares continha granulos marrom-escuros, macios, vermiculares, em forma de crescente ou irregulares, medindo 0,5 a 
2,0 mm e eram compostos basicamente de celulas esfericas edemaciadas com 4 a 8 pm de diametro e algumas hifas de 2,5 a 3,0 pm de diametro." 



Pesquisadores tambem detectaram incidencia relativamente alta no Japao. Murayama etal. m descreveram o caso de uma mulher de 34 anos com LES, que desenvolveu 
um micetoma na perna. Em uma revisao concomitante da literature sobre infeqoes por Exophialajeanselmei no Japao, esses autores encontraram referencias de 54 casos (24 
homens e 30 mulheres). Cinquenta dessas infec^oes (21 homens e 29 mulheres, uma alteragao curiosa da razao entre os sexos masculino e feminino) foram causadas por 
fungos demacios. Cerca de 50% desses pacientes tinham doen^as coexistentes e as lesoes afetavam principalmente os membros. 


Identificacao laboratorial das leveduras 

As especies de leveduras monomorficas com importancia medica encontradas mais comumente no laboratorio de microbiologia cllnica 
sao: 


• C. albicans e outras especies de Candida 

• Especies de Trichosporon 

• Especies de Rhodotorula 

• Especies de Saccharomyces 

• Wickerhamomyces ( Hansenula/Pichia ) anomalus 

• Malassezia furfur. 

Especies de Candida e candidiase 

As especies de Candida sao as leveduras isoladas mais comumente dos especimes clinicos. Com base nos dados relativos a 180 
hospitals americanos participantes do sistema NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance), entre janeiro de 1980 e abril de 
1990 foram isolados e notificados 27.200 fungos associados as infecpoes nosocomiais nos EUA. Dentre esses, 19.621 (72,1%) eram 
especies de Candida. 131 Entre os fatores que predispoem a essa frequencia alta de infec?5es fungicas estao: 

• Imunossupressao associada a quimioterapia e aos transplantes de celulas-tronco e orgaos solidos 

• Intemagoes hospitalares prolongadas 

• Cateterizaqao vascular 

• Administrate prolongada de antibacterianos de espectro amplo. 

Em uma revisao dos pacientes com candidiase nosocomial, Wright e Wenzel 305 citaram queimaduras, suporte respiratorio artificial, 
colonizagao por especies de Candida e transfusoes repetidas como fatores de risco adicionais. Esses autores citaram um estudo nacional 
realizado em 1996 entre os hospitals participantes, que foi realizado no ambito do programa SCOPE (Surveillance and Control of 
Pathogens of Epidemiologic Importance), demonstrando que as especies de Candida ficaram atras apenas das especies de 
Staphylococcus como causa mais frequente de septicemia entre pacientes hospitalizados. 

Os pacientes com cancer, especialmente leucemia e outros disturbios linfoproliferativos nos quais as contagens de leucocitos do 
sangue periferico sao reduzidas, tambem estao mais sujeitos a essas infecqoes. Kalin e Petrini 141 citaram o aumento da mortalidade dos 
pacientes com leucemia por infecqoes fungicas, que passou de 5% antes da era dos antibioticos para a frequencia atual de 40%. As 
especies de Candida foram isoladas mais comumente como agentes etiologicos principals. Embora nao esteja relacionada diretamente 
com as infecQoes fungicas, idade avanqada tambem contribui para as taxas mais altas de morbimortalidade. Por exemplo, a candidiase 
mucocutanea do idoso - inclusive moniliase e estomatite da dentadura - estava comumente associada a irritaqao mecanica local da 
mucosa oral. 124 

No extremo oposto do espectro etario, bebes recem-nascidos em estado critico tambem tern risco mais alto de adquirir infecqoes 
fungicas nos hospitals, que acometem principalmente o sistema nervoso central. Outras condiqoes que predispoem as infecgoes 
causadas por leveduras sao defesas imunes alteradas por deficiencia proteica ou produqao anormal de anticorpos, supressao da flora 
bacteriana normal, gravidez e diabetes melito ou outras doenqas metabolicas cronicas. 

As especies de Candida sao identificadas por varios metodos, inclusive teste do tubo germinativo, uso de meios cromogenicos, teste 
de assimilaqao bioquimica, morfologia em agar de farinha de milho e, cada vez mais, metodos moleculares e espectrometria de massa. 

Os esforgos realizados pelo CLSI resultaram na padroniza^ao dos testes de sensibilidade in vitro aos antifungicos. Isso tornou 
possivel determinar o grau de resistencia das leveduras isoladas. 220,231 As aplicaqoes do E-test® tambem proporcionaram aos 
laboratories clinicos a possibilidade de determinar os perfis de sensibilidade a determinados antifungicos. 221,222 O Quadro de correlates 
clinicas 21.11 (C. albicans ) e o Quadro de correlates clinicas 21.12 (outras especies de Candida) descrevem as manifestagoes clinicas 
essenciais da candidiase. 


Quadro de correlates clinicas 


21.11 


Candidiase (Candida albicans). 


Na maioria dos casos, a candidiase humana e causada por Candida albicans. A germina^ao rapida nos tecidos depois da inoculagao a partir da corrente sanguinea; a produi;ao de 
proteases, adesinas que se ligam as proteinas da matriz extracelular e receptores que se ligam ao complemento; e a permuta fenotipica sao os fatores de virulencia mais 
importantes, que contribuem para essa infecciosidade alta. 57,202 McCullough 132 e Pfaller 219 revisaram a historia, a taxonomia, a epidemiologia e os fatores de virulencia da 
Candida albicans. As manifesta^oes clinicas da infeqao por Candida albicans sao basicamente de tres tipos: mucocutaneas, cutaneas e sistemicas. 


Candidiase mucocutanea 

A candidiase das mucosas acomete mais comumente a cavidade oral e o canal vaginal. A candidiase oral, tambem conhecida como moniliase (um termo derivado da palavra 
latina monilia, que significa "colar"), e uma das manifesta^oes clinicas mais comuns da candidiase humana. Essa infeqao evidencia-se por placas ou areas esbranqui^adas na 





mucosa oral e na lingua 20 que, nos casos de infec^ao mais grave, podem coalescer e formar uma membrana. Essas placas aderem firmemente ao epitelio e, quando sao 
retiradas, expoe uma base eritematosa e edemaciada. 0 diagnostic pode ser firmado por observai;ao ao microscopio das pseudo-hifas e dos blastoconidios tipicos em 
preparagoes coradas pelo Gram com esfregagos preparados com algum exsudato (Figura 21.89). A alteragao da microbiota depois do tratamento prolongado com antibiotics, o 
pH baixo das secretes salivares dos recem-nascidos, a hipertrofia das papilas linguais ("lingua pilosa negra") e a glossite cronica sao fatores predisponentes. 25 Hoje em dia, a 
candidiase oral e reconhecida como uma doenga que define AIDS e desenvolve-se em quase 100% dos pacientes aideticos. 270 

Embora os casos classics sejam causados pela Candida albicans, outra especie muito semelhante, Candida dubliniensis, tambem pode causar moniliase. 180,203 - 267 
As mucosas da traqueia e dos bronquios e praticamente qualquer segmento do trato alimentar podem abrigar infecgoes por Candida, que mais comumente constituem 
extensoes da doem;a orofaringea. Existem casos relatados de esofagite, gastrite, enterite e doen^a perianal. A jungao gastresofagica e uma area especialmente comum de 
acometimento das infecgoes por Candida. 0 pH local baixo pode explicar essa predisposigao, principalmente nos pacientes com neoplasias malignas hematologicas. Disfagia, 
dor retroesternal, sangramento gastrintestinal alto e nauseas sao os sintomas associados. A candidiase esofagica tambem pode ser uma extensao da moniliase orofaringea, 
principalmente nos recem-nascidos. 

Candidiase cutanea 

As infeqoes da pele comumente acometem as areas intertriginosas umidas, inclusive as membranas interdigitais das maos e dos pes, a regiao inframamaria, as axilas e as 
dobras da virilha. A infecgao das unhas propriamente ditas e conhecida como onicomicose, ou paroniquia quando ha acometimento das dobras de pele que circundam as unhas. 
A dermatite das fraldas e uma infec^ao comum nos recem-nascidos. A candidiase mucocutanea cronica e uma infec^ao oportunista da pele e das mucosas, que esta associada a 
varias anomalias geneticas envolvendo disfun^ao leucocitaria ou do sistema endocrino. Displasia timica com ou sem hipogamaglobulinemia, hipoparatireoidismo e doem;a 
granulomatosa cronica - esta ultima atribuida a uma anormalidade das mieloperoxidases dos fagocitos, que impedem a destrui^ao pos-fagocitica das leveduras - estao entre 
as condigoes predisponentes. 235 

Candidiase disseminada 

A candidiase sistemica e uma doenga relativamente rara e ocorre principalmente como evento terminal dos pacientes com doem;as imunossupressoras neoplasicas debilitantes 
(p. ex., crise blastica da leucemia) e depois de transplantes de orgaos, principalmente durante a sindrome de rejei^ao aguda. Abi-Said 1 revisou as doem;as associadas a 
candidiase hematogenica. 

Candidiase das vias urinarias 

Essa apresenta^ao e relativamente rara e pode ser evidenciada por cistite (causada mais comumente por Candida giabrata ) e pielonefrite, seja por infecgao ascendente 
originada da bexiga ou por disseminagao hematogenica a partir de urn foco infeccioso primario distante. 

Ao exame histologico dos glomerulos, que provavelmente constituem urn ambiente propicio ao crescimento em razao do pH baixo produzido pelas trocas ionicas de Na + e 
H + , podem ser detectados agregados de pseudo-hifas e blastoconidios. Hoje em dia, Candida giabrata esta em segundo ou terceiro lugar como causa mais comum de infecgoes 
superficial (orais, esofagicas, vaginais ou urinarias) ou sistemicas causadas por Candida, conforme foi demonstrado por Fidel et al. w 0 surgimento de C. giabrata como 
patogeno nosocomial pode estar relacionado com a resistencia parcial ou completa ao fluconazol, que tern sido utilizado eficazmente para tratar outras infeqoes micoticas. 
Zmierczak etal." descreveram urn paciente com artrite recidivante cronica por C. giabrata, que inicialmente afetou o tornozelo direito. Urn ano depois do tratamento bem- 
sucedido, a infeqao recidivou no joelho esquerdo; esta recidiva provavelmente foi devida a disseminagao hematogenica. 

Fungemia e endocardite 

Candida albicans e a causa mais comum de fungemia e, em geral, representa cerca de 50 a 60% dos fungos isolados. Os casos restantes sao causados principalmente por outras 
especies, dentre as quais a mais frequente e C. giabrata. A maioria dos casos de fungemia esta associada ao uso de urn dispositivo de acesso intravascular. Na maioria dos casos, 
a endocardite causada por Candida ocorre nos pacientes com doenija valvar preexistente, principalmente depois de episodios de septicemia associada ao uso de cateteres de 
longa permanencia, infusoes intravenosas prolongadas e drogas injetaveis ilicitas. Hogevik e Alestig' 2 publicaram uma revisao de sete pacientes com endocardite 
diagnosticados no oeste da Suecia. Em quatro casos, as infecgoes estavam associadas a colocagao de proteses valvares; em tres pacientes, houve acometimento das valvas 
naturais. Em razao da mortalidade alta, os autores enfatizaram a necessidade do diagnostico precoce, do tratamento antifungico imediato e da intervengao cirurgica de 
emergencia quando a ultrassonografia demonstra que nao houve melhora. 

A maioria das cepas de C. albicans pode ser isolada nos fiascos de hemocultura da maioria dos sistemas disponiveis no mercado. Marcelis etal.™ relataram que os meios de 
cultura contendo resina (especificamente, os autores usaram o meio BACTEC PLUS de resina em alto volume de sangue) pode aumentar o indice de isolamento, principalmente 
dos pacientes tratados com antifungicos. 

Meningite por Candida 

Essa condigao rara e causada pela disseminagao da infec^ao a partir de focos localizados no trato gastrintestinal ou respiratorio, embolos septicos liberados das valvas cardiacas 
infectadas, traumatismo ou complicagao de urn procedimento neurocirurgico. Em uma revisao retrospectiva de 21 pacientes com isolamento de especies de Candida do liquido 
cefalorraquidiano depois de procedimentos neurocirurgicos, Geers e Gordon 97 demonstraram que 86% destes pacientes tinham dispositivos de deriva^ao (shunts) 
cefalorraquidianos de longa permanencia. Gelfand etal. % publicaram casos de superinfeqao depois de meningite bacteriana aguda dos adultos que tiveram traumatismo ou 
interven^ao cirurgica do sistema nervoso central. Os autores sugeriram que qualquer paciente com meningite bacteriana que nao melhore com antibioticos apropriados devam 
ser examinados para avaliar superinfeqao por Candida, principalmente quando sao utilizados cateteres de longa permanencia. 



Infeqoes causadas por outras especies de Candida (exceto C. albicans). 


Alem de C. albicans, outras especies de Candida tambem fazem parte da microbiota normal das superficies mucocutaneas e cutaneas. Em uma revisao de 1.591 infecgoes por 
Candida publicadas em 37 estudos, Wingard 301 demonstrou que as outras especies exceto C. albicans foram responsaveis por 46% das infeqoes sistemicas. Candida tropicalis 
causou 25% das infecgoes, C. giabrata 8%, C. parapsilosis 7% e C. krusei 4%. Com base nesses relates, os pacientes com leucemia tinham mais tendencia a serem infectados por 
C. albicans ou C. tropicalis, enquanto os receptores de transplantes de medula ossea tendiam a serem infectados por C. krusei ou C. lusitaniae. 





Em um estudo semelhante, Wright e Wenzel 105 demonstraram que Candida albicans foi isolada de 58% das infecijoes nosocomiais, C. tropicalis de 25%, C. parapsilosis de 
15%, C. glabrata de 6% e a C. lusitaniae de 2%. C. tropicalis e C. parapsilosis foram isoladas mais comumente de pacientes com neutropenia, que tinham linfoma ou leucemia, C. 
parapsilosis de recem-nascidos que receberam solutes de hiperalimentagio e C. glabrata de pacientes pos-operatorios, que tiveram tumores solidos removidos. As especies de 
Candida exceto C. albicans sao encontradas comumente, de forma que e importante que os laboratories mantenham competencia em sua capacidade de identificar 
corretamente estas especies. 52 

Em uma revisao ampla dos fungos patogenicos novos e emergentes, Hazen avaliou o que na epoca eram considerados 30 patogenos fungicos emergentes isolados de 168 
pacientes. 123 Embora entre as outras especies de Candida (exceto C. albicans), algumas estivessem aumentando - C. glabrata (principalmente as que foram isoladas de 
hemocultura), f. krusei, C. guilliermondii, C. lipolytica e C. kefyr (antes conhecida como C. pseudotropicalis) - Hazen tambem mencionou o surgimento e o aumento significativo 
da incidencia dos fungos patogenicos como Malassezia, Rhodotorula, Wickerhamomyces ( Hansenula/Pichia) anomalus e Trichosporon, assim como especies nao Candida, isoladas 
de especimes clmicos, com varias citagoes de relatos de casos especificos de infeqoes causadas por estes microrganismos. 

Diversas causas foram propostas para explicar o surgimento subito de especies de fungos patogenicos como agentes etiologicos de infecgoes invasivas, inclusive o uso dos 
antibioticos de espectro amplo e dos antineoplasicos; a administrate generalizada de vancomicina; a cateterizagao intravenosa; e o numero crescente de pacientes com 
neutropenia e imunossupressao. 0 uso generalizado do fluconazol pode explicar a redugao relativa do indice de isolamento de C. albicans das hemoculturas, em comparagao 
com as outras especies de Candida. 

A contaminagao cruzada pelas equipes hospitalares tambem pode explicar os aumentos das infeegoes fungicas em determinados ambientes. Por exemplo, uma pesquisa 
com funcionarios de um hospital realizada por Strausbaugh et aL 265 revelou que 70% dos enfermeiros e outros profissionais que trabalhavam em outros setores do hospital 
eram portadores de leveduras em suas maos e, dentre elas, as especies isoladas mais comumente foram Rhodotorula e C. parapsilosis. Nesse sentido, os bebes recem-nascidos 
manuseados repetidamente pela equipe de enfermagem representam outra populagao suscetivel a candidiase. 145 Veja uma revisao completa sobre a patologia clinica da C. 
parapsilosis no estudo publicado por Weems. 285 


O Painel 21.7 descreve um roteiro para a identificagao laboratorial dessas leveduras. As leveduras clinicamente mais importantes 
crescem dentro de 36 a 72 horas nas culturas em SBA, agar batata dextrose e a maioria dos meios de isolamento primario nao seletivos. 
Nos casos tlpicos, as colonias sao brancas ou branco-amareladas e tem consistencia lisa ou pastosa (Prancha 21.6 A). Quando uma 
culture apresenta colonias compatlveis com uma das leveduras monomorficas, tradicionalmente o primeiro passo e determinar se o 
microrganismo isolado tem capacidade de produzir um tubo germinativo. Quando o teste do tubo germinativo e positivo, entao a 
identificagao presuntiva de C. albicans pode ser relatada e geralmente nao e necessario realizar exames adicionais. E fato que C. 
dubliniensis tambem pode produzir um tubo germinativo. Se for necessario diferenciar entre C. albicans e C. dubliniensis, entao outros 
testes serao necessarios, mas na maioria dos casos as leveduras que produzem um tubo germinativo sao relatadas simplesmente como C. 
albicans. 

Tubo germinativo. O tubo germinativo e definido como uma extensao filamentosa originada de uma levedura, que mede cerca de 
metade da largura e tres a quatro vezes o comprimento da celula progenitora (Figure 21.83). O tubo germinativo verdadeiro produzido 
por C. albicans nao tem constrigao no colo (i. e., a base na qual a extensao conecta-se com a celula progenitora). O tubo germinativo e a 
fase inicial da produgao de hifas verdadeiras e nao apresenta a constrigao na base, que e tipica das pseudo-hifas. C. tropicalis e 
conhecida por produzir um pseudotubo germinativo, que pode ser confundido com um tubo germinativo verdadeiro se o examinador 
nao atentar para a base da extensao da hifa. O Boxe 21.6 descreve o teste do tubo germinativo. Como ja foi mencionado, a identificagao 
presuntiva de C. albicans pode ser estabelecida quando ha produgao de tubos germinativos. Nem todas as cepas de C. albicans formam 
estas estruturas; por esta razao, quando nao ha um tubo germinativo, a culture deve ser encaminhada para testes bioquimicos e 
inoculada em uma placa com agar fuba. No final do periodo de incubagao, a preparagao em agar fuba e examinada ao microscopio para 
detectar a presenga de clamidosporos e blastoconidios espagados regularmente que, quando estao presentes, tambem permitem a 
identificagao presuntiva da C. albicans (Figure 21.84). 


Boxe 21.6 


Teste do tubo germinativo 

1. Um fragmento pequeno da colonia da levedura isolada a ser testada deve ser suspenso em um tubo de ensaio contendo 0,5 mi de plasma ou soro humano ou de coelho. 

2. 0 tubo de ensaio e incubado a 35°C, no maximo por duas horas. 

3. Uma gota da suspensao de sorolevedura e colocada em uma lamina de microscopio, coberta com uma laminula e examinada ao microscopio para detectar a presenga de 
tubos germinativos (Figura 21.83). 

4. 0 teste nao e valido se for examinado depois de duas horas. 




■ FIGURA 21.83 Fotomicrografia de um tubo germinativo tipico de C. albicans (imersao em oleo). 



■ FIGURA 21.84 Essa preparagao de C. albicans em agar fuba demonstra clamidosporos (seta) e agrupamentos regulares de blastoconidios. 

Preparagoes em agar fuba. O Boxe 21.7 descreve a preparagao da culture em agar fuba. 

Vejamos novamente o Painel 21.7. Quando ha pseudo-hifas e blastoconidios, pode-se estabelecer a identidade presuntiva das 
especies de Candida. Em geral, os padroes diferentes de crescimento nas preparagdes em agar fuba sao suficientemente caracterlsticos 
para realizar a identificagao presuntiva da especie. 

Padroes de crescimento das leveduras no agar fuba. Ao examinar o padrao de crescimento em uma preparagao com agar 
tuba, deve-se determinar inicialmente se ha pseudo-hifas. A demonstragao de pseudo-hifas e blastoconidios classifica um fungo isolado 
desconhecido no genero Candida. A maioria das infecgdes humanas e causada por C. albicans. Contudo, com o aumento dos casos de 
imunossupressao relacionada com transplantes de orgaos e outras condigoes semelhantes e o surgimento dos fungos patogenicos 
oportunistas, nao se pode ignorar o isolamento de outras especies de Candida (exceto C. albicans) em culture pure ou predominante de 
sangue ou outros especimes obtidos de areas estereis do corpo. A correlagao clinica cuidadosa e necessaria para determinar se o 
laboratorio deve realizar uma investigagao mais detalhada. Os padroes de crescimento no agar tuba sao liteis a identificagao presuntiva 
e funcionam como um controle de qualidade para as identificagoes das especies realizadas pelos biocodigos indicados pelos sistemas de 
kits e aparelhos automatizados. Como nenhum dos padroes de crescimento no agar fuba e diagnostico (com excegao da produgao de 
clamidosporos por C. albicans), os testes de assimilagao de carboidratos ou os resultados derivados de um dos sistemas de identificagao 
de leveduras disponiveis no comercio sao necessarios, antes que se possa relatar uma identificagao conclusiva. 

Quando a identificagao presuntiva nao e possivel com base na observagao da preparagao em agar fuba, os testes de redugao dos 
nitratos, atividade de urease, assimilagao de inositol e produgao de acido cafeico (usando uma placa com agar de sementes de niger 
[Guizotia abyssinica ] ou um teste com tira de papel-filtro) - assim como os estudos de assimilagao de carboidratos - ajudam a 
diferenciar essas varias especies. Embora esses testes possam ser realizados pelas tecnicas convencionais, os kits de identificagao de 
leveduras pre-acondicionados ou os sistemas automatizados sao usados atualmente na maioria dos laboratories. Nos casos raros em que 
e necessario consultar os perfis de assimilagao de carboidratos, o leitor pode consultar as Tabelas 19.8, 19.9 e 19.10 da quinta edigao 
deste livro. 


Boxe 21.7 









Tecnica de inoculagao do agar fuba e Tween 80 

1. Faga tres sulcos paralelos separados por 1 cm de largura na superficie do agar fuba e mantenha o fio de inoculagao a um angulo de aproximadamente 45°C. 

2. Coloque uma lammula na superficie do agar de forma a cobrir uma parte dos sulcos de inoculagao. 

3. Incube as placas inoculadas a 30°C por 24 a 48 horas. Ao final do perfodo de incubagao, examine ao microscopio afraves da laminula e observe o padrao de crescimento. 


CHROMagar®. O CHROMagar® (um meio de cultura diferencial cromogenico) tem sido utilizado em muitos laboratories para 
facilitar o isolamento e a identificagao presuntiva de determinadas especies de fungos clinicamente importantes, especialmente C. 
albicans. A observagao da morfologia das colonias e os padroes caracterlsticos de cor sao usados para diferenciar as especies de fungos, 
principalmente quando sao encontrados em cultures mistas. C. albicans produz colonias verde-amareladas a verde-azuladas bem 
caracterlsticas. 

Ainscough e Kibbler 3 avaliaram a relagao de custo-beneficio e a economia de tempo do CHROMagar® em comparagao com o agar 
de Sabouraud com dextrose. Os autores detectaram sensibilidade global de 95,2% no estudo de 21 leveduras isoladas de 298 amostras 
cllnicas dos pacientes com neutropenia e dos aideticos. Nesse estudo, o CHROMagar® alcangou sensibilidade e especificidade de 100% 
com C. albicans. Esse meio mostrou ser a abordagem mais economica e menos demorada para conseguir a culture inicial e a 
identificagao presuntiva das leveduras isoladas. Os autores tambem recomendaram a inoculagao direta para hemoculturas quando eram 
detectadas leveduras ao exame microscopico. 

Candida albicans. Dois padroes de crescimento no agar fuba ajudam a identificar C. albicans'. (1) formagao de clamidosporos e/ou 
(2) blastoconidios que se reunem em grupos densos distribuidos homogeneamente entre as pseudo-hifas (Figure 21.84). Uma revisao 
desses padrdes de crescimento no agar fuba e especialmente util para a identificagao das cepas com teste de tubo germinativo negativo. 

O crescimento das colonias de C. albicans tambem pode levar a identificagao presuntiva. Em geral, as bordas das colonias mais 
antigas apresentam espiculas irradiadas em padrao de explosao estelar (Prancha 21.6 B). 

Quando o teste do tubo germinativo e negativo e nao sao encontrados clamidosporos na preparagao de agar fuba, a culture 
provavelmente isolou outre levedura diferente de C. albicans. Embora aproximadamente 5% das cepas de C. albicans nao formem 
tubos germinativos, seria muito raro encontrar uma que nao produzisse clamidosporos. Como se pode observar no Painel 21.7, o 
proximo passo e observar os padroes de crescimento no agar fuba para obter a identificagao presuntiva das outras especies de Candida. 
Repetindo, e importante revisar os padroes de crescimento no agar fuba como controle de qualidade das identificagoes das especies 
realizadas pelos kits comerciais e sistemas automatizados, quando se trata destas outras especies de Candida (exceto C. albicans) 
isoladas comumente, que estao descritas a seguir. 

Candida glabrata. Hoje em dia, Candida glabrata e o nome aceito desse microrganismo, que causa infeegoes urinarias e representa 
cerca de 20% de todas as leveduras isoladas dos especimes de urinaf' 4 Tambem foram descritos casos de endocardite 3 '’ e infeegao 
generalizada 123 causados por C. glabrata. Esse fungo assimila glicose e trealose e este padrao de assimilagao ajuda a estabelecer sua 
identidade no laboratorio. 

As colonias de C. glabrata crescem mais lentamente que as das outras leveduras e, em geral, precisam de 48 a 72 horas para formar- 
se. Desse modo, quando e isolada uma levedura de crescimento mais lento no agar-sangue semeado com especimes clinicos 
(principalmente urina), Candida (Torulopsis) glabrata forma pequenas colonias lisas, continuas, convexas e brilhantes (Prancha 21.6 
E); ao exame microscopico, este microrganismo deve ser considerado quando aparecem leveduras com diametro homogeneo (2 a 3 mm) 
e um unico botao germinativo, sem formagao de pseudo-hifas. Nas preparagdes de agar fuba, as celulas de C. glabrata estao dispostas 
em grupos relativamente coesos, sem separagao ou variagao de tamanho, conforme se observa com as especies de Ciyptococcus (Figure 
21.85). 

Candida tropicalis. Candida tropicalis forma pseudo-hifas com blastoconidios formados separadamente ou em pequenos grupos 
irregulares nos pontos de constrigao ao longo das pseudo-hifas (Figure 21.86). Como esse padrao nao e especifico, pode ser necessario 
usar testes de assimilagao dos carboidratos ou algum dos sistemas de identificagao de leveduras. 

Candida parapsilosis. Nas preparagoes de agar fuba, um aspecto essencial a identificagao presuntiva de C. parapsilosis e a deteegao 
de varias areas focais de crescimento ao redor de linhas raiadas, formando o que se conhece coloquialmente como padrao de “artemisia” 
(Figure 21.87). Quando esse padrao e encontrado, ele corresponde consistentemente com os codigos de identificagao obtidos por meio 
dos sistemas comerciais. 

Candida kefyr. Nesse caso, o elemento fundamental para a identificagao e a produgao abundante de blastoconidios alongados a 
retangulares, que formam gmpos entrelagados frouxos comparaveis a configuragao de “tores em um rio” (Figure 21.88). A C. krusei 
tambem produz um padrao semelhante, com excegao de que os pontos de derivagao estao agrupados sequencialmente como galhos de 
uma arvore. Os testes de assimilagao dos carboidratos podem ser necessarios a diferenciagao dessas duas especies. 

Outras especies de Candida patogenicas emergentes. A identificagao definitiva das outras especies de Candida exceto C. albicans 
e importante a deteegao das cepas patogenicas emergentes, especialmente as que adquiriram resistencia aos farmacos antifungicos. 2 " 2 
Candida krusei tem resistencia demonstrada ao fluconazol.’ 01 Candida dubliniensis , que fenotipicamente e muito semelhante a C. 
albicans (principalmente as cepas isoladas de pacientes com moniliase orofaringea), pode ter adquirido resistencia induzida ao 
fluconazol. 130 Ainda nao esta claro se esses mecanismos de resistencia sao adquiridos em razao das pressoes seletivas ou se sao inatos 
porque, quando sao testados numeros grandes de isolados de C. dubliniensis, o perfil de resistencia e semelhante ao de C. albicans. As 
caracteristicas descritas a seguir ajudam a diferenciar C. dubliniensis de C. albicans: 




■ FIGURA 21.85 Fotomicrografia de uma preparagao em agar fuba com Candida glabrata, ilustrando os grupos compactos de pequenas 
leveduras homogeneas, que nao estao separadas por material capsular. 



■ FIGURA 21.86 Fotomicrografia de uma preparagao em agar fuba de Candida tropicalis, ilustrando a produgao discreta de conidios dispostos 
irregularmente ao longo das hifas. 



■ FIGURA 21.87 Fotomicrografia de uma preparagao em agar fuba de Candida parapsilosis, ilustrando a formagao caracteristica das “colonias 
aracneiformes ou em padrao de artemisia” como se fossem satelites ao longo de linhas riscadas. 








■ FIGURA 21.88 Fotomicrografia de uma preparapao em agar fuba, ilustrando a configuragao de “toras em um rio” dos blastoconidios tipicos de 
Candida kefyr. 

• Impossibilidade de crescer a 45 °C 

• Produpao mais abundante de clamidosporos (ver Figura 21.89) 

• Caracteristicas de crescimento nos meios especiais 

• Perfil de assimilapao dos carboidratos 

• Sequencia do DNA ou padrao da MALDI-TOF 

• Teste do tubo germinativo positivo, mas resultados negativos nos testes de PNA FISH (hibridizapao fluorescente in situ [do ingles, 
fluorescence in situ hybridization ] com sondas peptldicas de acido nucleico) para Candida albicans. 

Algumas cepas de Candida lusitaniae tern apresentado resistencia esporadica a anfotericina B por um mecanismo de transformapao 
das colonias previamente sensiveis/' 11 " Tambem nesses casos, nao esta claro se essa resistencia e adquirida ou induzivel, porque a 
maioria das cepas de C. lusitaniae e sensivel a anfotericina B. 

Especies que nao produzem hifas verdadeiras 

Entre as especies que nao formam hifas no agar fuba estao incluidas Ciyptococcus, Candida glabrata , Rhodotorula e Saccharomyces. 
As leveduras das especies de Ciyptococcus sao esfericas, com dimensoes variadas e amplamente separadas por material capsular. As 
leveduras de Candida glabrata sao menores, com dimensoes homogeneas e tendencia a formar grupos compactos. As caracteristicas 
desse genero estao descritas com mais detalhes adiante, alem das caracteristicas que permitem diferenciar outros generos encontrados 
menos comumente, inclusive Rhodotorula , Saccharomyces, Wickerhamomyces ( Hansenula/Pichia ) anomalus e Malassezia. Algumas 
cepas de Candida spp. podem formar apenas pseudo-hifas rudimentares, ou nenhuma afmal; por esta razao, as preparapoes em agar fuba 
devem ser obtidas de todas as colonias suspeitas para Candida spp. 



■ FIGURA 21.89 Fotomicrografia do escarro corado pelo Gram demonstrando pseudo-hifas e blastoconidios em germinagao, que sao tipicos das 
especies de Candida (coloragao pelo Gram, 1.000*). 

Cryptococcus neoformans e criptococose. O isolamento de Ciyptococcus neoformans dos especimes clinicos sempre deve ser 
considerado significativo, ate que se prove o contrario. Ate o inicio da epidemia de AIDS nos primeiros anos da decada de 1980, a 
incidencia da criptococose nos EUA era baixa (cerca de 300 casos por ano). A maioria desses casos ocorria nos pacientes com 
imunodeficiencias celulares, especialmente pacientes com doenpa de Hodgkin. 156 Hoje em dia, C. neoformans e um dos membros de um 



grupo seleto de microrganismos, que causam infecgao nos pacientes aideticos, e representa 6 a 13% dos casos, dependendo do local de 
residencia. 19 " Em algumas regiSes da Africa Subsaariana, a incidencia da criptococose entre os pacientes com AIDS pode chegar a 15% 
ou mais. lss 

Dentre os criptococos, a especie Cryptococcus neoformans e responsavel pela maioria das infecgdes humanas. Essa especie e um 
fungo encapsulado e tern seu habitat natural no solo. O solo contaminado por fezes de pombos, galinaceos ou perns - nos quais o pH e 
alcalino e a concentrapao de nitrogenio e alta - promove especialmente a replicapao desse fungo. As leveduras podem ser suspensas no 
ar das nuvens de poeira produzidas durante inundapdes ou processos de limpeza e escavapoes. Por essa razao, trabalhadores de fazendas 
de criapao de aves, jardineiros de parques urbanos frequentados por estominhos e outras aves e espeleologistas (que podem explorar 
cavemas infestadas por morcegos) estao particularmente sujeitos a adquirir essa infecpao. Os pacientes imunossuprimidos, 
principalmente os aideticos, sao instruidos a nao participar dessas atividades. Nos casos em que a exposipao imediata nao e evidente, o 
inicio da criptococose aguda pode representar a manifestapao de infecpdes latentes. 

A sintese da capsula e um determinante significativo de virulencia, porque constitui um mecanismo de adesao as mucosas e de 
protepao contra a fagocitose, tanto durante o transito na corrente sanguinea quanto nos focos infecciosos. IIQ Cryptococcus neoformans 
tem tropismo especial pelo sistema nervoso central e, em muitos casos, a meningite e a forma inicial de manifestapao clinica. A 
produpao do pigmento melanina tambem e um determinante de virulencia, porque protege o fungo da apao destrutiva dos oxidantes. A 
produpao de proteinases, manoproteinas e metabolites de poliol e responsavel pela invasao e a destruipao celular observadas nos focos 
infecciosos. 

Cryptococcus neoformans pode ser considerado quando uma levedura forma colonias nitidamente mucoides. Entretanto, e 
importante salientar que nem todas as cepas produzem capsulas evidentes. As cepas com capsulas evidentes frequentemente 
desencadeiam uma reapao granulomatosa mais exuberante, conforme se observa nos cortes histologicos, em contraste com a necrose de 
liquefapao, que esta associada mais comumente a invasao por cepas pouco encapsuladas. Em geral, o crescimento toma-se evidente 
dentro de 36 a 72 horas em SBA a 5% e na maioria dos outros meios de isolamento primario (Prancha 21.6). 

Ao exame microscopico, a identificapao das especies de Cryptococcus pode ser realizada pela demonstrapao de leveduras esfericas 
com diametros irregulares (4 a 10 pm) circundadas por uma capsula polissacaridica espessa (as celulas podem chegar a medir 20 pm de 
diametro se a capsula for incluida na medipao). Nas preparapoes em agar fuba, nao ha produpao de pseudo-hifas e as leveduras esfericas 
com dimensdes variadas ficam separadas umas das outras pelos espapos formados pelo material capsular (Figura 21.90). As leveduras 
encapsuladas, geralmente com um unico botao germinativo ligado por uma faixa filiforme, tambem podem ser demonstradas nas 
preparapdes com tinta nanquim (Figura 21.91). Em razao de sua sensibilidade baixa, a tecnica de Colorado com tinta nanquim e 
realizada menos comumente com os especimes de liquido cefalorraquidiano enviados aos laboratories clinicos e tem sido substituida 
pelos testes mais sensiveis de deteepao dos antigenos criptococicos. 

Uma cultura suspeita de C. neoformans pode ser confirmada pela demonstra^ao da produ^ao de acido cafeico, seja pela forma^ao de 
um pigmento vermelho-marrom no agar de “alpiste” (Prancha 21.6 D) ou por inoculagao direta de uma tira de papel-filtro impregnado 
com reagente com um fragmento da colonia desconhecida e observapao de um pigmento negro. 

Embora outras especies de Cryptococcus possam ser isoladas dos seres humanos, seu papel como agentes etiologicos de infeegoes 
ainda e desconhecido. As manifestagdes clinicas dessas infeegoes variam de lesdes cutaneas ate fungemia. A maioria dos casos de 
fungemia nao associada a C. neoformans e adquirida nos hospitais, geralmente por pacientes com neutropenia associada ao uso de 
cateteres intravasculares de longa permanencia. 1,8 Esses autores tambem descreveram dois casos de fungemia causada por 
Cryptococcus laurentii e alertaram que a maioria das outras especies de Cryptococcus (exceto C. neoformans) e resistente ao fluconazol 
e a flucitosina, em comparaqao com a maioria das cepas de C. neoformans', por esta razao, a identificaqao da especie toma-se necessaria 
nos casos clinicamente relevantes. 



■ FIGURA 21.90 Fotomicrografia de uma preparagao em agar fuba com Cryptococcus neoformans, ilustrando as leveduras esfericas com 
diametros irregulares separadas pelo material polissacaridico. Alguns micologistas acham que esse aspecto seja semelhante ao de “contas de 
vidro”. 







■ FIGURA 21.91 Fotomicrografia de uma preparagao com tinta nanquim, ilustrando as leveduras esfericas encapsuladas com diametros variados 
de Cryptococcus neoformans. 

Diagnostico por outras tecnicas exceto cultura. Os ensaios de detecgao de antigeno nas amostras de liquido cefalorraquidiano sao 
usados mais comumente para estabelecer o diagnostico da meningite criptococica e praticamente substituiram a consagrada tecnica de 
coloragao com tinta nanquim, que e menos sensivel. O material capsular serve como reagente, resultando na reagao de aglutinagao com 
os reagentes usados nesses ensaios. 91 Hoje em dia, os ensaios de aglutinagao de latex produzidos por varias empresas sao confiaveis, 
faceis de realizar e suficientemente sensiveis e especificos para que sejam adotados pela maioria dos laboratories de micologia clinica. 
Nenhum equipamento especial e necessario e o metodo do teste e facil. Reapdes falso-positivas podem ser atribuidas ao uso de 
recipientes de transporte de especimes inadequados e a contaminapao por desinfetantes ou saboes. 2 ’ O liquido de sinerese das placas de 
agar pode contaminar as agulhas de inoculapao durante a retirada de amostras das colonias, levando a resultados positivos falsos, de 
forma que o uso desses ensaios para identificar as cepas isoladas nao e recomendado. O Quadro de correlates clinicas 21.13 contem 
mais informagoes sobre a criptococose. 

Especies de Rhodotorula. As especies de Rhodotorula sao fungos ambientais, que podem fazer parte da microbiota humana e sao 
isolados das fezes e da urina. Em geral, o isolamento desse fungo das secretes respiratorias tem pouco significado. Esses fungos sao 
isolados de cortinas de banheiro, argamassa de banheiras e escovas de dentes. No passado, as infectes causadas por esses 
microrganismos eram raras; hoje em dia, Rhodotorula mucilaginosa (antes conhecida como R. rubra) e R. glatinis sao isoladas como 
patogenos oportunistas. Na maioria dos casos, a fungemia esta associada aos cateteres colonizados ou as solutes intravenosas 
contaminadas 44,146 Septicemia associada aos cateteres de longa permanencia, meningite e peritonite dos pacientes em dialise peritoneal 
continua estao entre as infectes causadas raramente por esses fungos. 

A observapao de uma colonia leveduriforme com pigmentapao vermelha ou vermelho-alaranjado (Prancha 21.6 F) indica mais 
provavelmente especies de Rhodotorula. A morfologia microscopica nao e diagnostica. Esses fungos nao formam pseudo-hifas e, pelo 
contrario, podem ser observadas leveduras ovais em processo de germinapao em grupos frouxos irregulares. A maioria das cepas e 
rapidamente urease-positiva. Os estudos de assimilapao sao usados mais comumente para a diferenciapao no nivel das especies. 
Especies de Saccharomyces. As colonias desenvolvem-se dentro de 36 a 48 horas e sao branco-acinzentadas e pastosas com rugas 
irregulares. O aspecto das colonias nao e especifico e os testes de assimilapao dos carboidratos sao usados mais comumente para 
confirmar sua identidade. A incapacidade de assimilar celobiose e xilose ajuda a diferenciar entre as especies de Saccharomyces e 
outras especies bioquimicamente relacionadas. 


Quadro de correlates clinicas 


21.13 


Criptococose. 


A criptococose ocorre nos pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos. A maioria dos pacientes imunocompetentes nunca toma conhecimento de que estao infectados, a 
menos que um criptococoma nodular seja demonstrado nas radiografias do torax. Os pacientes imunossuprimidos nao podem desenvolver uma reagao granulomatosa capaz de 
conter a infeegao e disseminagao ao sistema nervoso central por meio da circulagao sanguinea ocorre e causa meningite ou meningoencefalite. 1 A seguir, descrevemos as 
diversas manifestagbes clinicas da criptococose, que e uma doenga que define AIDS; os testes para HIV sempre devem ser considerados quando C. neoformans e isolado dos 
especimes dinicos ou quando os testes de deteegao de antigeno sao positivos. 

Embora sejam raras, outras especies de Cryptococcus (exceto C. neoformans) tambem podem causar fungemia e doenga disseminada.™ Mais recentemente, Cryptococcus 
gaff/'/surgiu como agente etiologico de meningite criptococica dos pacientes imunocompetentes. 


Sistema nervoso central 

A doenga do sistema nervoso central pode ocorrer com ou sem indfeios de infec^ao de outros orgaos. 0 inicio dos sintomas pode ser insidioso e os unicos indicios podem ser 
cefaleias brandas, lapsos de memoria ou altera^oes da personalidade. Alguns pacientes tambem podem ter febre baixa. A medida que a doem;a progride, os pacientes tern 
sinais e sintomas sugestivos de meningite - isto e, rigidez de nuca, hipersensibilidade na regiao cervical e testes positivos de flexao do joelho e da perna (sinais de Brudzinski e 
Kernig). Nos pacientes com granulomas criptococicos localizados, podem ocorrer sinais e sintomas como paralisia, hemiparesia e crises epilepticas jacksonianas. Borramento 




visual, diplopia, oftalmoplegia, fala arrastada e instabilidade da marcha geralmente sao as manifestagoes clinicas de uma lesao expansiva (criptococoma). Em geral, edema da 
papila e urn sinal de hipertensao intracraniana. Emagrecimento, mal-estar, febre persistente, nauseas, vomitos e tontura podem ocorrer a medida que a doengi avanga. Nos 
casos progressivos fulminantes ou fatais, as alteragoes do estado mental podem ser graves (agitato, irritabilidade, confusao mental, alucinagoes e psicose) e evoluir para 
delirium, coma e finalmente morte. 0 exame do liquido cefalorraquidiano pode demonstrar contagens altas de linfocitos, nlveis baixos de glicose e proteinas aumentadas. 0 
im'cio espontaneo da criptococose do SNC e uma doengi que define AIDS. Paradoxalmente, em razao da imunossupressao induzida pelo EHIV nos pacientes com AIDS, pode haver 
quantidades enormes de leveduras no LCR, mas sinais e sintomas relativamente minimos. Isso ocorre porque a resposta inflamatoria e responsavel basicamente pela 
sintomatologia cllnica. 

Criptococose pulmonar 

Aparentemente, Cryptococcus tern acesso ao corpo por meio dos pulmoes, embora a pneumonia criptococica seja muito rara, em comparagao com a meningite. No entanto, o 
paciente pode ter pneumonia localizada ou difusa. Sweeney etal} 60 descreveram as anormalidades clinicas de urn menino de 10 anos com histiocitoma fibroso maligno dos 
ossos e urn nodulo pulmonar, que se demonstrou ser secundario a infecgao por C. neoformans. Esse diagnostic foi sugerido pelo aparecimento de uma lesao pulmonar na 
tomografia computadorizada. A doenga pulmonar criptococica e diagnosticada comumente quando se realiza urn exame de imagem por qualquer outra razao. Zhu etal™ 
tambem relataram quatro casos de criptococose pulmonar em pacientes EllV-negativos, que estava associada a meningite criptococica. Novamente, todos os quatro pacientes 
nao tinham sinais sugestivos de doenga pulmonar. 

A historia natural, as manifestagoes clinicas, o diagnostic e o tratamento da criptococose pulmonar primaria foram descritos detalhadamente em uma revisao de 41 
pacientes publicada por Kerking etai. m Esse grupo conseguiu estabelecer o diagnostic quando as radiografias do torax anormais foram associadas ao isolamento de C. 
neoformans das secretes respiratorias e/ou quando detectaram microrganismos mucicarmino-positivos com aspecto tipico nos cortes histologies de tecidos pulmonares. A 
maioria dos pacientes desse estudo tinha condiqoes predisponentes a infecgao criptococica: tratamento imunossupressor (28/41), diabetes melito (20/41), neoplasias malignas 
hematologicas ou linforreticulares (12/41), transplante renal recente (10/41), doengas do tecido conjuntivo ou outra doenga subjacente (5/41). Sete pacientes nao tinham 
anormalidades coexistentes detectaveis. Mais de 50% dos pacientes tinham sinais e sintomas constitucionais como febre e mal-estar. Dor toracica, dispneia, emagrecimento e 
sudorese noturna em diversas combinagoes foram detectadas em 25 a 30% dos casos. Apenas sete pacientes referiam tosse. Sete pacientes eram assintomaticos e foram 
examinados apenas porque tinham anormalidades nas radiografias do torax. As anormalidades radiograficas observadas foram lesoes tumorais bem-delimitadas, infiltrados 
alveolares ou intersticiais, abscessos com niveis hidroaereos ou lesoes cavitarias (7/41), lesoes esfericas isoladas e varias opacidades arredondadas e pequenas. 

A maioria dos pacientes com exposigao respiratoria a Cryptococcus desenvolve infecgao subdinica, que resulta na formagao de urn criptococoma. Isso e evidenciado pelo 
fato de que a incidencia de criptococomas e muito maior que a incidencia da pneumonia criptococica, que leva o paciente a buscar atendimento medico. 0 criptococoma pode 
ser detectado anos depois da infeegao primaria por meio de exames radiologicos solicitados por alguma outra razao. A aspiragao ou a excisao da "lesao em moeda" e necessaria 
para excluir cancer. Outras causas infecciosas desse diagnostico diferencial dinicorradiologico sao histoplasmomas, coccidioma e tuberculose. 

Criptococose cutanea 

A infec^ao criptococica primaria da pele e rara e, em geral, a doenga cutanea e manifestagao da infeegao sistemica. 111 Murakawa etal. 190 relataram que, em sua instituigao, 5,9% 
dos pacientes tratados com infec^ao criptococica e AIDS tambem tinham lesoes cutaneas. Esses autores descreveram diversos tipos de lesao - papulas umbilicadas, nodulos e 
placas violaceas, as primeiras semelhantes ao molusco contagioso e as ultimas mais parecidas com sarcoma de Kaposi. Nessa revisao, as lesoes foram detectadas mais 
comumente na cabega e no pescogo. Pema etat. m publicaram uma comparagao das manifestagoes clinicas da criptococose cutanea dos pacientes nos estagios pre-AIDS e de 
AIDS. Como foi mencionado, embora seja rara, a doenga cutanea primaria pode ocorrer. Eiamann etal." 7 publicaram o caso de urn homem australiano de 75 anos com celulite 
criptococica no brag) direito. Em retrospecto, podemos imaginar se esse paciente poderia ter infeegao por C. gattii, que e uma especie criptococica morfologica e 
bioquimicamente semelhante a C. neoformans e causa doenga em pacientes imunocompetentes. 

Criptococose disseminada 

C. neoformans produz material capsular, que ajuda o fungo a resistir a fagocitose pelos neutrofilos segmentados e fagocitos mononudeares. Esses fungos podem ser 
amplamente disseminados no corpo humano. Nos pacientes com doenga disseminada, quase todos os orgaos ou sistemas podem ser afetados. 0 comportamento neurotropico 
desse fungo determina que geralmente ocorra urn componente meningeo e, como foi mencionado antes, a disseminagao na pele e comum nesses casos. Minamoto e 
Rosenberg 188 relataram que a prostatite criptococica persistiu depois do tratamento aparentemente bem-sucedido de 29% dos homens com doenga disseminada e funciona 
como reservatorio para recidivas subsequentes. Liu 168 reuniu da literatura 40 pacientes com osteomielite criptococica que, em 75% dos casos, estava limitada a urn unico osso. 
As vertebras foram acometidas mais comumente. Sarcoidose, tuberculose e tratamento anterior com corticosteroide eram os fatores predisponentes principals da criptococose 
desses pacientes. A miosite criptococica foi descrita raramente e, na maioria dos casos, ocorre nos pacientes HIV-positivos, embora tambem possa afetar pacientes 
imunossuprimidos por outras razoes. Por exemplo, O'Neill etal. 206 descreveram urn caso de miosite em urn receptor de transplante cardiaco em tratamento imunossupressor. A 
doenga hepatica primaria pode predispor a peritonite criptococica, embora a infecgao do peritonio seja rara. 263 As infeegoes criptococicas das vias urinarias tambem nao sao 
frequentes. 261 Quando o C. neoformans e isolado das vias urinarias, deve-se realizar uma investigagao para doenga disseminada. 


A morfologia microscopica tambem nao e caracteristica. Grupos frouxos de leveduras ovais e grandes em processo de germinagao 
sao observados nas preparagoes em agar de farinha de milho. Quando as coldnias crescem no agar nutricionalmente pobre para isolar 
ascosporos - que contem acetato de potassio, extrato de levedura, glicose, agua e agua destilada - a identidade pode ser confirmada pela 
demonstragao dos ascosporos. Depois de incubar uma placa inoculada por 7 a 10 dias, pode-se preparar um esfregago retirado de uma 
das colonias isoladas e corado com um corante alcool-acido. Em seguida, o examinador deve buscar ascosporos, que sao celulas 
esfericas grandes com paredes espessas e pigmento vermelho nitido na preparagao alcool-acida (Prancha 21.6 H). 

Saccharomyces cerevisiae - a levedura comum de “padeiro” ou “cervejeiro” - comumente coloniza as mucosas dos seres humanos, 
mais geralmente nao e considerado patogenico. Na literatura mais antiga, existem alguns casos publicados de pacientes 
imunossuprimidos com fungemia. 45,83 ' 198 ' 272 Oliver et al. 205 descreveram tres receptores de transplantes de medula ossea em uma 
unidade de hematologia, que desenvolveram infeegoes invasivas por S. cerevisiae. Dois desses pacientes morreram. A genotipagem das 



cepas invasivas e colonizadoras demonstrou uma cepa indistinguivel nos pacientes que tinham sido intemados na unidade de tratamento 
intensivo na mesma epoca, sugerindo infecgao cruzada. 

Wickerhamomyces anomalus (antes conhecido como Hansenula anomala). Wickerhamomyces anomalus, um fungo 
raramente isolado nos laboratories clmicos, esta incluldo aqui porque, assim como as especies de Saccharomyces, tambem forma 
ascosporos alcool-acidos observados em uma Colorado alcool-acida. Os ascosporos de Wickerhamomyces diferem dos que sao 
produzidos por Saccharomyces porque sao achatados em um dos lados, em vez de esfericos, com bordas extemas bem-defmidas ou um 
“labio” na base plana, simulando o chapeu-coco de um policial ingles (Figura 21.92). Alguns equipamentos de identificagao 
automatizados identificam esse fungo pelo nome anamorfico Candida pelliculosa. Existem relatos isolados de infecgao em pacientes 
imunossuprimidos, geralmente associada ao uso de cateteres de longa permanencia. Murphy e Buchanan 192 relataram 52 recem-nascidos 
que estavam colonizados pela entao chamada Hansenula anomala , dos quais alguns tinham evidencia de infecgao sistemica. 

Ma et al.' 15 publicaram o caso de um bebe premature com osteomielite estafilococica, que desenvolveu fungemia por 
Wickerhamomyces anomalus pouco antes de iniciar o tratamento com o antibiotico teicoplanina. O lactente ficou curado depois de 10 
dias de tratamento antifungico. Kalenic et al. 140 relataram um surto recente de infecgao por W. anomalus em oito adultos internados em 
uma unidade de tratamento intensivo pos- 

operatorio. A fonte das infeegoes e a via de transmissao nao foram identificadas. Quando se pesquisa a literatura medica sobre esse 
ou quaisquer outros fungos cuja nomenclature foi modificada, e importante lembrar de pesquisar os nomes antigo e atual destes 
microrganismos, assim como seus nomes anamorficos. 

Especies de Malassezia. O isolamento de alguns desses microrganismos em culture pode ser dificil, porque existe um subgrupo de 
especies de Malassezia que requer acidos graxos de cadeias longas para que possa crescer. Quando o isolamento desses fungos e 
esperado com base na historia clinica, deve-se acrescentar algumas gotas de oleo de oliva a superficie da placa de SBA imediatamente 
depois da inoculagao. Em alguns laboratories de micologia, a pratica tem sido recobrir as placas de agar preparadas a partir de todas as 
hemoculturas recebidas da enfermaria de cuidados intensivos neonatais, porque os recem-nascidos tratados com nutrigao parenteral total 
estao mais sujeitos a septicemia por Malassezia f' Esses fungos crescem bem e formam colonias de leveduras pequenas por baixo das 
goticulas de oleo (Prancha 21.6 G). Ao exame microscopico, o fungo retirado da placa apresenta-se como leveduras pequenas em 
processo de germinagao, isoladas e em grupos frouxos. Em geral, a levedura em germinagao tem morfologia de um “pino de boliche” e, 
em muitos casos, ha um “colarete” detectavel na base do botao germinativo. 



■ FIGURA 21.92 Fotomicrografia de uma preparagao corada com corante alcool-acido demonstrando leveduras alcool-acidorresistentes de 
Wickerhamomyces anomalus (/. e., Candida pelliculosa) com seu aspecto tipico semelhante a um chapeu-coco dos policiais ingleses (completo 
com aba) (setas). 

No passado, quando uma cepa de Malassezia era lipofilica, ela era descrita como M. furfur, mas, quando nao era lipofilica, o termo 
usado era M. pachydermatis. Entretanto, com a disponibilidade do sequenciamento do DNA, descobriu-se que na verdade havia 
algumas especies em cada um desses grupos. Para simplificar e facilitar o processo de identificagao das especies clinicas e porque nao 
existem diferengas quanto ao tratamento para cada especie, as especies lipidiodependentes sao referidas como “complexo” M. furfur, 
enquanto as especies lipidioindependentes sao referidas como “complexo” M. pachydermatis. 

Os membros do complexo Malassezia furfur sao leveduras lipofilicas e comensais comuns da pele. Esses microrganismos causam 
uma infecgao cutanea superficial conhecida como tinha versicolor. Essa doenga resulta na formagao de lesoes descamativas da pele, 
principalmente no torax e no dorso, algumas vezes espalhadas para o pescogo, a face e os bragos. As lesoes sao planas, com contomos 
irregulares e podem ter pigmentagao marrom ou castanha, mas geralmente se evidenciam por placas brancas de descoloragao, 
especialmente nas areas expostas a luz solar. Os elementos fungicos dessas lesoes emitem fluorescencia vermelho-tijolo quando sao 
examinados sob luz ultravioleta com comprimento de onda longo (lampada de Wood). O exame direto dos raspados de pele demonstra 
hifas e leveduras esfericas em processo de germinagao com 3 a 5 pm de diametro (conhecidas coloquialmente como “espaguete com 



almondegas”) e formaqao de um colarete bem defmido na borda entre as celulas genitora e descendente. E importante salientar que a 
morfologia da lesao e diferente da que se observa na placa de cultura (ver paragrafos anteriores), na qual nao ha forma^ao de hifas. 

Infec?oes sistemicas e septicemia tambem foram relatadas, mais comumente associadas aos cateteres vasculares profundos, 
principalmente dos pacientes em hiperalimenta^ao parenteral prolongada com solugoes contendo suplementos lipidicos. Rosales et al. 23S 
descreveram o caso de um bebe com peso muito baixo ao nascer, que estava recebendo nutri^ao parenteral e infusao lipidica no espa^o 
subaracnoideo e desenvolveu meningite por Malassezia furfur. Algumas emulsoes usadas na hiperalimentaqao parenteral sao ricas em 
acidos graxos de cadeias longas. Esse microambiente e ideal a promoqao do crescimento dos fungos lipofllicos endogenos, que estao 
presentes na superficie da pele. O cateter viola as barreiras de defesa da pele, pela qual os fungos que proliferam na superficie podem ter 
acesso a corrente sanguinea. 

Especies que produzem hifas verdadeiras 

Existem tres microrganismos que geralmente sao considerados juntos porque tern semelhan(;as morfologicas e dificuldade de 
diferenciaqao. Esses fungos sao Geotrichum , Trichosporon spp. e Blastoschizomyces capitatus. As colonias desses fungos sao brancas 
ou cor de creme e inicialmente sao leveduriformes. Contudo, pouco depois do isolamento e a medida que produzem hifas verdadeiras e 
artroconidios, elas desenvolvem uma superficie sedosa e delicada. Os aspectos morfologicos e bioquimicos sao usados na diferencia^ao. 

Nas prepara?5es em agar fuba, esses microrganismos produzem leveduras, as pseudo-hifas e as hifas verdadeiras. As hifas 
verdadeiras transformam-se em artroconidios em algumas areas. Morfologicamente, Geotrichum candidum frequentemente produz um 
unico tubo germinativo em um dos angulos do artroconidios, simulando um taco de hoquei (Figura 21.93). Por outro lado, as especies 
de Trichosporon frequentemente formam blastoconidios originados dos dois angulos de um artroconidios, simulando as “orelhas de 
coelho” (Figura 21.94). Blastoschizomyces capitatus forma grupos de aneloconidios, que sao achatados no ponto de conexao. 

Bioquimicamente, as especies de Trichosporon sao ureasepositivas e frequentemente sao resistentes a ciclo-heximida, mas ha 
variates entre as cepas quanto aos resultados deste ultimo teste. Geotrichum candidum e urease-negativo e sensivel a ciclo-heximida. 
Blastoschizomyces capitatus e resistente a ciclo-heximida e nao produz urease. 

O Quadro de correlates clinicas 21.14 descreve as manifestaqoes clinicas das infecqoes causadas por esses fungos. 
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■ FIGURA 21.93 Fotomicrografia de Geotrichum candidum ilustrando artroconidios, dos quais alguns demonstram uma extensao tipica 
semelhante ao tubo germinativo a partir de um dos seus angulos, simulando um “taco de hoquei”. 



■ FIGURA 21.94 Fotomicrografia de uma especie de Trichosporon, ilustrando artroconidios, dos quais alguns tern blastoconidios germinativos 
tipicos originados dos dois angulos, simulando “orelhas de coelho”. 


21.14 


Quadro de correlates clinicas 


Leveduras efungos leveduriformes que produzem artroconidios. 


Tricosporonose 

As especies de Trichosporon passaram por uma reclassificagao significativa com base no sequenciamento do DNA. Trichosporon beigelii nao e mais reconhecido como especie, 
mas e importante lembrar dessa nomenclature antiga quando se realiza uma pesquisa na literature. Hoje em dia, existem algumas especies de Trichosporon reconhecidas, 
dentre as quais as mais importantes clinicamente sao T. asahii, T. mucoides, T. cutaneum, T. inkin e T. ovoides. Essas ultimas tres especies sao causas importantes da piedra (tinha) 
branca. A pele pode ser portadora desse fungo, principalmente ao redor do anus. A piedra branca e uma infecgao dos pelos do couro cabeludo, do corpo ou da regiao pubica, 
que se evidencia por pequenos nodulos ou concretes bem-delimitadas nas hastes dos pelos. Cada nodulo content hifas fungicas retorcidas, que podem ser facilmente 
observadas nas preparagoes diretas com KOH/branco calcofluor e das quais os microrganismos podem ser isolados facilmente. Em muitos casos, a infecgao pode ser erradicada 
simplesmente raspando os pelos; apenas em casos raros e necessario usar derivados azolicos topicos ou sistemicos para erradicar a infecgao. 

A doen^a disseminada, mais comumente de origem endogena, representa disseminagao dos focos de colonizagao cutanea ou gastrintestinal e pode desenvolver-se nos 
pacientes imunossuprimidos, nos quais e fatal em alguns casos. 82 Hoy etal. m revisaram 19 casos de infecgao disseminada por Trichosporon (referidos como T. beigelii, mas 
provavelmente T. asahii ) em pacientes com varias doengas neoplasicas tratados no M. D. Anderson Hospital em Houston ao longo de 10 anos. Nesse grupo de pacientes, a 
apresentagao clinica mais comum era de uma doenga febril inespecffica ou pneumonia. Tres quartos desses pacientes morreram; conforme foi descrito em outro artigo, 
diagnostico nao foi considerado antes da morte em 25% dos casos examinados a necropsia. Outras especies de Trichosporon podem causar infecgao invasiva, principalmente 
nos pacientes com neoplasias malignas hematologicas. 142 

0 estudo de Sweet e Reed 269 indicou que os recem-nascidos nao sejam imunes a doenga disseminada. Yoss eta! I 307 demonstraram que os bebes de baixo peso ao nascer 
eram especialmente suscetiveis, uma situagao muito preocupante porque a maioria das infecgoes deste grupo e fatal. 

Infelizmente, em muitos casos o diagnostic) e tardio porque a doenga pode nao ser reconhecida ou porque o microrganismo nao e rapidamente identificado no 
laboratory. E importante que os microbiologistas reconhegam os artroconidios tipicos nas prepara^oes em agar fuba como indfcio inicial para a identificagao e a realizagao dos 
testes confirmatorios apropriados. 

Trichosporon asahii e urease-positivo, com reagao rapida e altamente sacarolftico, produzindo acidos a partir da maioria dos carboidratos. Como nota de precaugao, as 
especies de Trichosporon compartilham determinates antigenicos com Cryptococcus neoformans; por esta razao, o soro e o liquido cefalorraquidiano dos pacientes com doenga 
disseminada podem ter reagoes falso-positivas no teste de aglutinagao de latex para criptococose. 


Geotricose 

As infecgoes disseminadas por Geotrichum candidum sao encontradas com menos frequencia. Existem relatos de casos isolados de infecgao disseminada por esse fungo e dois 
pacientes com leucemia aguda. 248 Urn desses pacientes entrou em insuficiencia renal 3 dias antes de morrer. Os glomerulos estavam entupidos de segmentos de hifas de 
Geotrichum candidum. 0 outro paciente descrito por Andre etai.' 4 era uma jovem tratada para hepatoblastoma. Depois das complicates associadas as infecgoes bacterianas 
secundarias, essa paciente sobreviveu a urn ciclo de 5 semanas de tratamento com anfotericina B intravenosa, seguido de 6 meses de tratamento com itraconazol oral. Embora 
os esquemas terapeuticos usados nos pacientes com infecgao disseminada por Geotrichum nao estejam padronizados, recomenda-se usar doses altas de itraconazol e 
anfotericina B lipossomica. 248 

Ainda que existam relatos de pacientes com pneumonia causada por especies de Geotrichum, o isolamento deste microrganismo das secretes respiratorias geralmente se 
deve a contaminato ou a colonizagao comensal e devem ser exclufdas outras causas da doenga. G. candidum assimila apenas glicose, galactose e xilose que, com excegao desta 
ultima, constituem urn padrao semelhante ao de T. capitatus. A maioria das cepas de Geotrichum e urease-negativa e isto ajuda a diferencia-las das especies de Trichosporon. 


Blastosquizomicose 

As infectes causadas por Blastoschizomyces capitatus sao raras. Em geral, elas ocorrem nos pacientes com doengas coexistentes significativas e sao mais comuns na populagao 
imunossuprimida. Birrenbach et al. 21 publicaram sua experience com cinco pacientes infectados por B. capitatus. Tres estavam imunossuprimidos em consequencia da 
quimioterapia para leucemia, enquanto dois tinham imunossupressao secundaria a transplantes de rim. Tres dos pacientes tinham fungemia, enquanto o fungo foi isolado do 
liquido peritoneal de urn e da urina do outro. Todos os tres pacientes com fungemia tinham acometimento pulmonar, urn tambem apresentava lesoes cerebral e o terceiro 
tambem desenvolveu lesoes no figado, bago, pele e cerebro. Os tres pacientes com fungemia morreram, urn fato comum na medida em que as infectes por B. capitatus estao 
associadas a uma taxa de mortalidade alta. 


Identificagao laboratorial dos fungos com componentes hialinos e demacios 

Aureobasidium pullulans e Hormonema dematioides. O Aureobasidium e o Hormonema formam colonias castanhas umidas e 
lisas nos estagios iniciais do isolamento, mas depois se tomam mais escuras e mais semelhantes aos bolores a medida que a incubagao e 
prolongada. Ao exame microscopico, esses fimgos formam hifas demacias grandes e escuras, que comumente se assemelham aos 
artroconidios, mas tambem produzem hifas septadas hialinas. Incontaveis conidios hialinos elipticos unicelulares pequenos sao 
produzidos a partir dos botoes germinativos originados dos centros de cada segmento da hifa (Figura 21.95). Existem relatados casos 
esporadicos de feo-hifomicoses cutaneas causadas pelo Aureobasidium pullulans. 240 Bolignano e Criseo 2 descreveram um caso raro de 
infecgao fungica nosocomial disseminada atribuida a Aureobasidium pullulans var. melanigenum em um paciente com traumatismos 
graves. Gupta e Elewski 108 publicaram o caso de um homem de 50 anos com ulcera de cornea infectada por esse microrganismo. Esse 
paciente desenvolveu esclerite 5 dias depois da cirurgia, mas ficou assintomatico depois do tratamento antifungico com desbridamento 
cirurgico e crioterapia. E aceitavel fmalizar a identificagao como uma cepa do complexo Aureobasidium/Hormonema quando fica dificil 
determinar a identidade defmitiva, porque estes microrganismos geralmente sao contaminantes. A diferenciagao e possivel quando se 
encontra conidiagao sincronica versus assincronica e, mais facilmente, quando sao produzidos conidios apenas pelas hifas hialinas ou 
pelas celulas hialinas e demacias. Aureobasidium faz conidiagao sincronica e os conidios originam-se apenas das celulas hialinas. Por 
outro lado, Hormonema faz conidiagao assincronica e os conidios originam-se das celulas hialinas e demacias. 




Identificacao laboratorial dos "fungos negros" 

Hortaea (Phaeoannellomyces) werneckii. 0 genero “ Phaeoannellomyces ” foi criado em 1985 por McGinnis et a/. 183 para 
“acomodar os fungos negros, que se caracterizam pela formapao de leveduras que funcionam como anelidios” (phaeo = escuro; annello 
= anelidios; myces = fungo). Infelizmente, esse fungo primorosamente denominado foi reclassificado taxonomicamente no genero 
Hortaea. 

Ao exame microscopico, Hortaea werneckii produz leveduras bicelulares. A celula descendente e formada a partir de uma extensao 
da celula genitora que, em seguida, contrai-se para formar uma cicatriz (anelidio), que se assemelha a um septo intensamente corado 
separando as duas celulas (Figura 21.96). Engleberg et al. g> descreveram um paciente com cisto feo-hifomicotico causado por esse 
fungo ou outro semelhante. Mais comumente, esse fungo e identificado como causa da tinea negra, que e uma infec^ao fiingica das 
palmas das maos. As celulas leveduriformes dessa especie sao unicelulares e, a medida que amadurecem, podem formar paredes escuras 
grossas e pseudo-hifas. 
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■ FIGURA 21.95 Fotomicrografia e esbogo do aspecto microscopico de Aureobasidium pullulans, ilustrando as cadeias de celulas grandes, que 
se coram intensamente e sao semelhantes aos artroconidios com pequenos conidios hialinos ao fundo. 

Ainda existe controversia sobre esse grupo de microrganismos, 160 que sao morfologicamente semelhantes aos microrganismos 
leveduriformes negros encontrados nas culturasjovens das especies de Exophiala (descritas anteriormente). 

Sistemas dispomveis comercialmente para identificar fungos 

Empresas introduziram no mercado varios kits pre-acondicionados para identificar fungos. 281 Esses sistemas mudam com o transcorrer 
do tempo, a medida que sao desenvolvidos produtos mais novos e aperfeicoados. Mais recentemente, a espectrometria de massa 
MALDI-TOF foi introduzida no mercado e existem dois sistemas excelentes aprovados pela FDA para identificar fungos. Embora os 
custos iniciais sejam um pouco mais altos com a espectrometria de massa que com os outros sistemas de identificacao, este valor e 
coberto em pouquissimo tempo em razao da economia com os gastos dos reagentes. Outra vantagem do metodo MALDI-TOF e o 
tempo mais curto necessario a identificacao, que poderia ter um impacto na evolucao clinica. 






■ FIGURA 21.96 Fotomicrografia e esbogo das leveduras do Hortaea werneckii demonstrando as celulas leveduriformes duplas, alongadas e 
separadas por uma barra transversal intensamente corada e bem definida. 

O uso de todos esses sistemas requer habilidades tecnicas e familiaridade suficiente com cada teste realizado, de forma a conseguir 
interpretagoes precisas. Em todos os casos, as instrugoes do fabricante devem ser seguidas rigorosamente. O diretor ou supervisor de 
cada laboratorio deve pesar os fatores como custo, disponibilidade e suprimentos, validade de conservapao e estabilidade dos reagentes, 
adaptabilidade ao fluxo de trabalho e necessidades especificas dos servipos clinicos, antes de tomar uma decisao quanto a adopao desses 
sistemas no seu proprio laboratorio. 

Testes de sensibilidade aos antifungicos 

A Subcomissao sobre Testes da Sensibilidade aos Antifungicos do CLSI estabeleceu metodos padronizados e reprodutiveis para a testar 
a sensibilidade dos fungos aos farmacos antifungicos. 196,223,220 ’ 2331 O estabelecimento desses padroes laboratoriais, especialmente para os 
fungos, permitiu desenvolver diretrizes valiosas para o tratamento antifungico com correla^ao mais direta com a evolupao clinica." 
Existem padrbes estabelecidos para os testes de sensibilidade pelo metodo de dilui^ao em caldo (M27-A2) para fungos, difusao em 
disco para leveduras (M44-A) e dilui^ao em caldo para fungos filamentosos (M38-A). 4N ' 51,55 

Em um estudo comparative dos testes de sensibilidade ao fluconazol, Sewell et al. demonstraram que o “Etest” Epsilometer® 
(bioMerieux) teve desempenho comparavel ao dos metodos de referenda, com concordancia geral de 84% e identifica^ao de ate 90% 
das especies de Candida, com excegao da C. tropicalis (56%). Nesse estudo, Candida ( Torulopsis ) glabrata tambem alcan^ou valores 
comparativamente baixos (34%). 

O Etest® usa uma tira de plastico contendo um gradiente continuo defmido do farmaco antimicrobiano, que e colocado na 
superficie de uma placa de agar, depois de ser semeada homogeneamente com um inoculo contendo uma concentra^ao padronizada das 
leveduras a serem testadas (Figura 21.97). A tira de plastico libera o antifungico ao agar circundante, produzindo um aumento 
logaritmico da concentragao do antibiotico - na faixa de apenas 0,002 mg/ml ate 256 mg/ml - dependendo do antifungico que e testado. 
Colombo et al. 53 publicaram detalhes do procedimento do Etest®, inclusive o meio de teste recomendado, a preparapao do inoculo 
padronizado, as etapas do procedimento e a leitura do teste. Esse estudo tambem incluiu resultados do Etest® de 200 fungos isolados, 
em compara^ao com os metodos padronizados para varios antifungicos especificos. Os indices de concordancia essencial entre os dois 
metodos na faixa de ± 1 dilui^ao foram de 71% com cetoconazol, 80% com fluconazol e 84% com itraconazol. Desde a publicagao 
desse artigo, a utiliza^ao de um meio padronizado (RMPI 1640), a leitura final em 48 horas e outros ajustes aumentaram o indice de 
concordancia essencial a ponto de tomar o Etest® um metodo altemativo para a realizapao dos testes de sensibilidade antifungica com a 


maioria das especies de fungos. Como foi mencionado antes, como o Etest® e menos trabalhoso e facil de realizar, atualmente os testes 
de sensibilidade realizados no proprio laboratorio estao ao alcance de muitos laboratories de microbiologia cllnica. Alguns tem utilizado 
o Etest® para bolores. 



■ FIGURA 21.97 Fotomicrografia de uma placa com agar demonstrando urn Etest®. Varias tiras de difusao por gradiente foram colocadas na 
superficie da cultura de Candida kruzei. As interpretagoes das CIM das tiras quando a leitura comega em sentido horario com o fluconazol na 
posigao de 11 h sao: FL (fluconazol), > 256 pg/m7; FC (flucitosina), > 32 mg/p7; IT (itraconazol), 0,38 mg/p7; VO (voriconazol), 0,38 mg/p7 e AP 
(anfotericina B), 2 mg/p7. 

Em um estudo envolvendo varias instituigoes, Pfaller et al. 221 demonstraram nivel alto de reprodutibilidade do metodo de 
concentragao inibitoria minima (CIM) do Etest® entre quatro instituigdes participantes. Cada laboratorio participante recebeu 
subculturas de duas cepas de Candida da American Type Culture Collection (ATCC) como controle de qualidade (CQ) (C. parapsilosis 
ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258), tiras do Etest® e placas com agar RPMI suficientes para realizar 20 testes replicados com cada 
um dos cinco antifungicos - anfotericina B, fluconazol, flucitosina, itraconazol e cetoconazol. Em quase todas as combinagoes de 
farmaco/fungo testadas, os autores observaram uma distribuigao muito exlgua (na faixa de 98 a 100% das CIM) dentro de uma faixa de 
tres diluigoes. As discrepancies seletivas dos resultados entre o Etest® e o metodo convencional para flucitosina e fluconazol contra C. 
krusei estavam relacionadas com o crescimento diferente entre o agar do Etest® enriquecido com glicose e o caldo sem suplemento 
usado no teste de macrodiluigao em caldo de referenda. 

O Etest® detectou uma subpopulagao resistente de cepas, que nao foi detectada pelo metodo de referencia. Depois de analisar todos 
os dados, os autores concluiram que o estudo demonstrou os niveis excelentes de concordancia entre os laboratories e no mesmo 
laboratorio com os dois metodos, confirmando tambem a utilidade do Etest® para determinar os perfis de sensibilidade aos 
antifungicos. Essa padronizagao dos metodos de teste, o estabelecimento dos parametros interpretatives de algumas combinagoes de 
farmaco-fungo e a reprodutibilidade dos resultados entre os laboratories clinicos e no mesmo laboratorio fomecem as bases com as 
quais os resultados clinicos podem ser comparados. 84 

A motivagao para incorporar os testes de sensibilidade antifungica in vitro aos laboratories clinicos vai alem de estabelecer os perfis 
de resistencia de determinado fungo. O desenvolvimento de resistencia aos antifungicos tem se tornado um problema cada vez mais 
preocupante. Por exemplo, com o uso mais difundido do fluconazol, aumentaram os relatos de resistencia das especies de Candida e do 
Cryptococcus neoformans a este farmaco." ’ Peyron et al. 21 ' demonstraram que o Etest® e o metodo ideal para discriminar entre as 
cepas de C. lusitaniae resistentes e senslveis a anfotericina B. A redugao da sensibilidade ao itraconazol foi demonstrada com algumas 
cepas de Aspergillus fumigatus. A resistencia aos derivados azolicos tambem foi demonstrada nas cepas de C. albicans isoladas de 
pacientes com AIDS, provavelmente em consequencia do uso disseminado destes farmacos para tratar candidiase (moniliase) oral. A 
resistencia intrinseca de Candida krusei aos imidazolicos e o desenvolvimento de resistencia de Candida glabrata a este grupo de 
antifungicos tambem sao problematicos. White et air ’- publicaram uma revisao dos fatores clinicos, celulares e moleculares 
responsaveis pelo desenvolvimento das cepas resistentes, especialmente de C. albicans. Esse estudo serve como introdugao para os 
professionals que desejam obter mais informagoes. Mais recentemente, o CLSI publicou os limites especie-especificos dos fungos 
encontrados mais comumente, acerca dos quais existem dados adequados, alem dos valores de corte epidemiologicos; estes ultimos 
refletem a distribuigao da sensibilidade natural a determinado farmaco. Esses dois representam avangos em nossa capacidade de 
administrar tratamentos mais individualizados aos nossos pacientes. Em resumo, toma-se fundamental que os laboratories de 
microbiologia clinica fomegam dados quanto a sensibilidade antifungica in vitro, de forma a orientar o uso mais apropriado dos 
antifungicos mais novos, assim como para detectar esses padroes emergentes de resistencia. 


Fungos incomuns 
Pneumocystis jirovecii 





Como o nome do genero sugere, Pneumocystis jirovecii originalmente foi classificado como um parasita. Entretanto, com base nas 
analises das sequencias do DNA, esse microrganismo esta geneticamente mais relacionado com os fungos e, por esta razao, foi 
reclassificado como um fungo ascosporogenico. Alem disso, estudos demonstraram que a especie que infecta seres humanos 
(Pneumocystis jirovecii) e diferente da que infecta ratos (P. carinii) e esta e outra razao para a mudanpa de nomenclatura. Entre os 
criterios assinalados por Hadley e Ng 121 sobre a reclassifica^ao desse microrganismo estao os seguintes: 

• Existem semelhan^as ultraestruturais entre as paredes celulares do cisto de P. jirovecii e as dos outros fungos 

• As cristas mitocondriais de P. jirovecii sao lamelares, enquanto os protozoarios tem cristas tubulares 

• As formas cisticas que contem corpusculos intracisticos sao semelhantes aos ascosporos formados pelos Ascomicetos 

• Existe homologia acentuada dos dominios mais conservados do gene do rDNA, em compara^ao com os dos Ascomicetos 

• O gene da b-tubulina tem homologia de 89 a 91% com o mesmo gene de alguns fungos filamentosos 

• P jirovecii tem proteinas diferentes para as atividades de timidilato-sintetase e di-hidrofolato-redutase, enquanto os protozoarios 
produzem uma unica proteina bifuncional 

• As subunidades 1, 2, 3 e 6 da NADH-desidrogenase, a subunidade II do citocromo-oxidase, e uma subunidade pequena do rRNA 
tem homologia media de 60% com os fungos, mas de apenas 20% com os protozoarios. 

A pneumocistose foi reconhecida nos primeiros anos da epidemia do HIV como uma pneumonia bilateral rapidamente progressiva 
que, em muitos casos, contribuia para a morte dos pacientes. Embora as infec^oes causadas por esse microrganismo tenham sido 
reconhecidas antes da epidemia do HIV, elas eram raras. Havia relatos de infecQoes incomuns nos pacientes com comorbidades como 
cancer e desnutri^ao grave. Hoje em dia, a pneumocistose tambem e diagnosticada nos pacientes com outros disturbios 
imunossupressores secundarios a quimioterapia ou a imunossupressao para controlar rejeipao de transplantes ou autoimunidade. Nos 
pacientes com imunossupressao mais grave, os alveolos terminais dos pulmdes sao preenchidos por um material espumoso, que se 
evidencia como “infiltrados em vidro fosco” nas radiografias do torax. Nos pacientes com graus mais brandos de imunossupressao ou 
durante a reconstitui^ao do seu sistema imune, esses microrganismos aparecem dentro de granulomas; nestes casos, o patologista deve 
ter o cuidado de nao confundir as formas cisticas de Pneumocystis com o fungo H. capsulatum, que e morfologicamente semelhante. 

Ate recentemente, a avalia^ao morfologica dos especimes respiratorios era fundamental ao diagnostico e ainda e realizada 
comumente na maioria dos laboratories. As op?6es de Colorado inespecificas sao os corantes Diff-Quik®, branco calcofluor, azul de 
toluidina e GMS. Com exce?ao do primeiro, todos os outros baseiam-se na deteepao da forma cistica do microrganismo e alguns 
revelam os corpusculos intracisticos tipicos com formato de parenteses. As colorapoes de imunofluorescencia tambem podem ser 
usadas. Embora esses corantes sejam liteis, estudos realizados na Cleveland Clinic demonstraram que eles sao significativamente menos 
sensiveis que a PCR, que pode despontar como padrao diagnostico novo. 

Microsporideos 

Os microrganismos do filo Microsporidia nao se coram bem com a maioria dos corantes. O corante de Weber 284a e o corante de Ryan 2 ’ 8 " 1 
tem sido utilizados com sucesso nos laboratories clinicos. Os CDC (Centers for Disease Control and Prevention) desenvolveram o 
corante cromotropo R para corar esse grupo de microrganismos. Com esse corante, a concentrapao do componente cromotropo 2R foi 
aumentada 10 vezes para facilitar sua penetrapao nas formas fungicas diminutas. E importante preparar um esfrega^o fmo utilizando 
acerca de 10 ml da suspensao de fezes nao concentradas e fixadas com formalina a 10% em uma lamina de vidro (a formalina 
concentrada pode ser usada, mas a quantidade de microrganismos - que nao se concentram bem - por campo nao aumenta 
expressivamente). A tecnica rapida do cromotropo com Gram quente e uma op?ao rapida, confiavel e simples de fazer. 1 ’ 4 Com o uso 
dessa tecnica, primeiramente e realizada uma colorapao rotineira com Gram em um esfrega^o fmo, mas em vez de safranina, a lamina e 
colocada em um corante azo 1 " (cromotropo) aquecido (50° a 55°C) por um minuto no minimo. Os esporos dos microsporidios aparecem 
como estruturas ovoides violeta intensamente coradas contra um fundo verde-claro. Em cada procedimento de coloragao, deve-se 
incluir uma lamina de controle contendo esporos de microsporidios retirados de um especime preservado em formalina a 10%. Esse 
controle fomece uma base de referenda para diferenciar os esporos verdadeiros de outras estruturas aparentemente semelhantes. Essas 
colorapoes estao descritas com mais detalhes adiante. 

Os microsporidios sao parasitas intracelulares obrigatorios suficientemente singulares para que sejam classificados em um filo 
independente (Microsporidia). 169 A caracteristica singular dos microsporidios e a forma^ao de esporos, que contem um mecanismo de 
extrusao tubular complexo ( i. e., o tubulo ou filamento polar), por meio do qual o material infectante (“esporoplasma”) e injetado dentro 
das celulas do hospedeiro. Isso ocorre quando uma celula hospedeira apropriada estimula o esporo do microsporidio (p. ex., altera^oes 
do pH e da concentra^ao ionica do conteudo intestinal, no caso dos microsporidios intestinais). Com o estimulo apropriado, o tubulo 
retorcido e evertido e penetra na celula do hospedeiro. Dentro da celula, ocorre replicagao assexuada dentro de um vacuolo parasitoforo 
ou no citoplasma, dependendo da especie. Por fim, os microsporidios sao liberados da celula em estado plenamente funcional e prontos 
para infectar a proxima celula do hospedeiro. 

Mais de 140 generos e 1.200 especies sao classificados nesse grupo coletivo denominado Microsporidia. Esses parasitas 
unicelulares microscopicos causam doen^as em varios hospedeiros nao humanos, inclusive insetos, peixes, roedores de laboratorio, 
coelhos, animais de pelo e primatas. 24 Os microsporidios sao eucariotos verdadeiros (talvez originados de um ramo muito primitivo 
desse filo) e tem um nucleo, um envelope nuclear e uma serie de membranas intracitoplasmaticas. Dentro desse filo, 15 generos causam 
doen<;a nos seres humanos. Entre eles, as especies mais importantes sao Encephalitozoon, Nosema, Pleistophora e Enterocytozoon. Um 
genero mais antigo com importancia medica - Septata - foi reclassificado como Encephalitozoon. A diferencia^ao das especies e 
praticamente impossivel com base na microscopia optica. Classicamente, essa diferencia^ao e realizada por meio da morfologia 



ultraestrutural baseada na microscopia eletronica de transmissao. Estudos moleculares tambem sao importantes para a caracterizagao 
defmitiva. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico da microsporidiose pode ser estabelecido quando os esporos dos microsporideos sao 
identificados nas fezes, conforme foi descrito antes, ou nos tecidos embebidos em parafma e fixados com formalina. Embora os cortes 
histologicos corados com H&E possam demonstrar grupos de microsporideos intracelulares, eles sao detectados mais facilmente nas 
preparagoes histologicas coradas pelo Gram. Esses microrganismos tambem podem ser detectados nos cortes histologicos corados por 
PAS, prata (GMS), corantes alcool-acidos ou Giemsa. Os esporos aparecem dentro dos enterocitos intestinais e, nos casos tipicos, estao 
localizados entre o nucleo da celula e o lumen intestinal. Nas preparagoes coradas com PAS, pode-se observar um granulo PAS-positivo 
na extremidade anterior de cada esporo. Esses granulos aparecem como pontos intensamente corados quando se utiliza o corante de 
Giemsa. Garcia publicou varias fotomicrografias demonstrando esses esporos. 102 

A microscopia eletronica ainda e o padrao de referencia morfologico. A identificagao dos esporos com um tubulo polar e tipica em 
todos os generos. Os membros do genero Encephalitozoon fleam fechados dentro de uma vesicula limitante semelhante a um 
fagossomo produzido pelo hospedeiro ( i. e., vacuolo parasitoforo). As especies de Enterocytozoon e Nosema desenvolvem-se em 
contato direto com o citoplasma da celula hospedeira, sem qualquer vesicula limitante; as especies de Nosema sao diferenciadas pela 
existencia de dois nucleos encostados um no outro. 24 

Na maioria dos casos, o diagnostico laboratorial e estabelecido no setor de parasitologia clinica pela demonstragao dos esporos em 
preparagoes de especimes fecais corados. 

Os microsporidios tem as seguintes caracteristicas: 

• Os esporos sao minusculos, ou seja, variam de 1,5 a 2,5 x 2,5 a 4,0 pm 

• Os esporos sao ovais a cilindricos e tem paredes espessas, que os tomam resistentes ao ambiente e dificeis de corar 

• O aspecto diferenciador fundamental e uma faixa transversal que se cora em rosa no centra das celulas (Prancha 22.4 H). 

• Os esporos nao se coram bem com H&E, mas podem ser demonstrados mais claramente com Gram, corante alcool-acido, PAS, 
Giemsa e um corante tricromico modificado 

• Os esporos sao gram-positivos e alcool-acidorresistentes; nas coloragoes por PAS, observa-se um granulo anterior PAS-positivo 

• O corante desenvolvido por Weber et a/. 2S4,1 pode ser enfaticamente recomendado para detectar esporos dos microsporideos nos 
materials aspirados do duodeno e nas fezes (Boxe 21.8). 

DeGirolami et al , 65a demonstraram que o corante tricromico modificado de Weber e os corantes fluorocromos Uvitex® 2B foram 
igual e altamente sensiveis, em comparagao com as biopsias de duodeno para detectar esporos dos microsporideos nos esfregagos 
preparados com material de biopsia por aspiragao duodenal de 43 pacientes. Ryan et a/. 238a descreveram um corante modificado, no qual 
o acido fosfotunguistico tem sua concentragao reduzida para 0,25 g/dl e a anilina azul e usada no lugar do verde rapido como 
contracorante. Cada procedimento de Colorado demora 90 minutos e a escolha entre os corantes de Weber e Ryan e questao de 
preferencia pessoal. Kokoskin et al. I52a demonstraram que a realizagao da coloragao a uma temperatura de 50°C e a redugao do tempo 
de coloragao para 10 minutos resultou em preparagoes mais intensas e faceis de interpretar. Como os esporos dos microsporideos sao 
muito pequenos e podem ser semelhantes as bacterias ou as leveduras diminutas, sempre e necessario preparar uma coloragao com 
material de controle positivo quando se utilizam esses corantes. 


Boxe 21.8 


Corante de Weber para detectar esporos dos microsporideos nos especimes de fezes 2843 

1. Prepare laminas para exame de microscopia optica das fezes utilizando uma aliquota de 10 mf de fezes liquidas nao concentradas com formalina a 10% (razao de 12:3) e 
espalhe uma camada fina sobre uma area de 45 x 25 mm 2 . 

2. Fixe as laminas em metanol por cinco minutos. 

3. Core por 90 minutos com o corante a base de cromotropo de Weber. Para preparar o corante, misture: 

• Cromotropo 2R (Harleco, Gibbstown, NJ), 6,0 g 

• Verde rapido (Allied Chemical & Dye, New York), 0,15 g 

• Acido fosfotunguistico, 0,70 g 

• Deixe os ingredientes a decantar por 30 minutos em 3 mf de acido acetico glacial. Em seguida, misture com 100 mf de agua destilada. 

4. Depois da Colorado, enxague as laminas em solugao alcool-acido (4,5 mf de acido acetico e 995,5 de alcool etilico a 90%) por 10 segundos e, porfim, enxague 
rapidamente com alcool a 85%. 

5. Desidrate sucessivamente os esfregagos em: 

• Alcool a 95% por 5 minutos 

• Alcool a 100% por 10 minutos 

• Hemo-De (substitute doxileno, Fisher Scientific) por 10 minutos. 

6. Examine 100 campos de imersao em oleo de cada lamina (tempo aproximadode leitura: 10 minutos). Busque por esporos cilindricos pequenos (1 a 4 pm), que se coram 
em vermelho-rosado vivo. 


Embora todas as especies de microsporideos possam causar infecgoes disseminadas e os microrganismos possam ser encontrados 
em varios orgaos, inclusive figado, rins e cerebro, Enterocytozoon bieneusi e a especie que tende a infectar preferencialmente os 
enterocitos da mucosa do intestino delgado, especialmente dos pacientes com AIDS/’ 1 Contudo, conforme foi revisado por Pol et al., 225i 



varios relatos de casos indicam que E. bieneitsi possa colonizar o epitelio do ducto biliar e causar colangite. Nos pacientes com AIDS, a 
prevalencia estimada da infec?ao intestinal por microsporideos pode chegar a 12 %, 163 ou ainda mais se forem utilizadas tecnicas 
especiais, inclusive citocentrifugaqao, detecpao por anticorpos fluorescentes e sorologia. Encephalitozoon cuniculi esta associado mais 
comumente as infec?5es disseminadas, com predile?ao por infectar o cerebro e os rins. Nosema corneum foi detectado em varios casos 
de ceratoconjuntivite; 32 contudo, Encephalitozoon cuniculi e Encephalitozoon hellem tambem foram isolados das corneas e das 
conjuntivas dos pacientes aideticos com ceratoconjuntivite. 73 Conjuntivite, esclerite, sensaqao de corpo estranho e borramento visual 
sao sintomas iniciais comuns. Curiosamente, as infec?oes da cornea comumente nao tern inflama<;ao significativa, mesmo que as 
contagens de microrganismos sejam altas, ate mesmo nos pacientes imunocompetentes. 

Os profissionais experientes podem conseguir identificar os esporos intracitoplasmaticos minusculos (2 pm de diametro) tipicos nos 
cortes histologicos corados de biopsia intestinal. Os esporos sao demonstrados mais facilmente quando se utilizam os corantes 
histologicos de Gram e Brown-Brenn ou Brown-Hopps, ou as preparagoes de toque coradas por Giemsa. Esses microrganismos tambem 
podem ser detectados nos cortes plasticos semifmos corados com azure de metileno II com fucsina basica ou azul de toluidina como 
contracorante. 24 Sempre devem ser preparadas simultaneamente laminas de controle positivas quando se utilizam esses corantes. Os 
esporos tambem sao demonstrados no LCR e na urina por meio da microscopia optica de imunofluorescencia. A raridade das infecgoes 
confirmadas causadas por esses microrganismos, especialmente nos paises mais ricos que dispdem de tratamento eficaz contra a 
infecQao pelo HIV, torna o diagnostico dificil. 

Aldras et al."' demonstraram a superioridade da detec^ao dos esporos dos microsporideos nas fezes dos pacientes aideticos por meio 
dos corantes de anticorpo imunofluorescentes diretos, utilizando antissoros policlonais para E. cuniculi e E. hellem e anticorpos 
monoclonais dirigidos contra E. hellem. Do mesmo modo, Zierdt et al. 309 usaram varios antissoros policlonais de coelho e camundongo 
dirigidos contra os esporos de E. cuniculi e Encephalitozoon hellem em um ensaio de anticorpo fluorescente indireto para identificar 
eficazmente os esporos dos microsporideos em 11 das 12 amostras fecais examinadas, alem de detectar o antigeno nos liquidos do 
duodeno e intestino grosso e nas prepara<;5es de toque das biopsias duodenais. Franzen et a/. 91s utilizaram com sucesso a amplifica^ao 
do DNA microsporideo por PCR em seis especimes de biopsia duodenal reconhecidamente positivos para detectar um fragmento de 
DNA com 353 pb especifico de Enterocytozoon bieneusi. Esses autores sugeriram que a PCR possa ser uma tecnica util para 
diagnosticar microsporidiose nos pacientes HIV-positivos. Na verdade, o diagnostico molecular com iniciadores de PCR especie- 
especificos provavelmente e o padrao de referenda para detectar e identificar as especies de Microsporidia: 9 Uma dificuldade com a 
abordagem diagnostica molecular dos microsporideos e que os ensaios baseados em PCR sao especie-especificos (/. e., pesquisadores 
ainda nao desenvolveram um teste universal para todas as especies de microsporideos). Uma abordagem e testar as especies mais 
comuns, lembrando que resultados negativos nao excluem microsporidiose causada por uma especie que nao foi incluida no ensaio. 

O tratamento eficaz da microsporidiose e dificil. O tratamento das infec?5es intestinais causadas pelo Enterocytozoon bieneusi com 
pirimetamina, metronidazol ou sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) pode ser eficaz. De Groote et al. 65b relataram o tratamento bem- 
sucedido dos pacientes aideticos usando albendazol, nos casos em que a PCR foi usada para estabelecer o diagnostico precoce. Para 
uma revisao mais abrangente sobre microsporidiose humana, inclusive mais de 250 referencias, veja Weber et a/., 284b que introduziu 
varias opqdes diagnosticas que, no futuro, facilitarao os estudos sobre incidencia, fatores de risco, origens da infec?ao, mecanismos de 
transmissao, manifesta^oes clinicas, patogenese e tratamento desse patogeno emergente. 

Diagnostico sorologico das doengas fungicas 

Em geral, a sorologia para fungos e realizada nos laboratories de referenda. Os procedimentos consagrados como os testes de 
precipitina em tubo, imunodifusao, aglutina^ao de latex e FC foram substituidos pelas tecnologias mais novas e sensiveis. Entre essas 
tecnicas, a FC e a imunodifusao ainda sao utilizadas comumente. As tecnicas de IEE que utilizam anticorpos monoclonais especie- 
especificos tern sido usadas mais amplamente nos laboratories de micologia clinica. 118 

Como regra geral, as reaqdes sorologicas especie-especificas com titulos de 1:32 ou mais indicam doen^a; contudo, a demonstraqao 
de aumentos dos titulos em quatro vezes ou mais entre as amostras colhidas com intervalo de 3 semanas pode ser mais significativa. 61 
Titulos inferiores a 1:32 ou que nao aumentam em quatro vezes entre as amostras pareadas geralmente indicam infec?ao em estagio 
inicial ou reatividade cruzada inespecifica com outros antigenos. No entanto, os resultados de todos os testes sorologicos devem ser 
considerados presuntivos e precisam ser correlacionados com as manifestaqoes clinicas e microbiologicas. 

Os anticorpos da classe IgM sao detectados comumente cerca de 2 semanas depois da aquisi?ao da doen^a e indicam infeegao 
recente. Em geral, os anticorpos IgM nao sao mais detectaveis depois de 6 meses. Os anticorpos da classe IgG aparecem pouco depois 
do pico de IgM, nao alcan<;am niveis de pico senao 6 a 12 semanas depois e podem permanecer elevados por alguns meses depois da 
infecQao. Desse modo, um unico titulo alto de IgG nao pode ser usado para diferenciar entre infeeqao recente ou remota. O uso dos 
ensaios para IgM e IgG tern sido ampliado e pode ajudar a diferenciar as infecQoes recentes e remotas. 

As tecnicas sorologicas que nao se baseiam em cultura e os metodos moleculares aplicaveis aos varios tipos de infecQoes fungicas 
foram revisadas nas se?oes respectivas. Hoje em dia, as aten^Ses tern sido voltadas aos ensaios sensiveis desenvolvidos para detectar 
diretamente antigenos dos fungos nos especimes clinicos e nos liquidos biologicos, comumente permitindo a liberagao dos resultados no 
mesmo dia. Os avan^os continuos realizados no campo do diagnostico molecular tomam obrigatorio que os diretores e supervisores dos 
laboratories de micologia clinica examinem atentamente a literatura medica atual para determinar quais dessas tecnicas podem ser 
aplicaveis a cada contexto clinico especifico. 131 A seguir, estao descritas as alteraqoes dos nomes taxondmicos propostos ou 
confirmados para os fungos com importancia medica. A nomenclature tradicional foi conservada em grande parte ao longo de todo este 
capitulo, mas os leitores devem estar cientes dessas mudanpas (Tabela 21.8). 


Tabela 21.8 Alteragoes dos nomes taxonomicos dos fungos com importancia medica. 


Nomeantigo Nome novo 


Bipolaris australiensis 
Bipolaris hawaiiensis 
Bipolaris spicifera 
Blastoschizomyces capitatus 
Cunninghamella bertholletiae 
Geotrichum candidum 
Madurella grisea 
Ochroconis constricta 
Ochroconis gallopava 
Paecilomyces lilacinus 
Paecilomyces miotii 
Penicillium marneffei 
Rhizopus oryzae 
Scedosporium prolificans 


Curvularia tsudae 
Curvularia hawaiiensis 
Curvularia spicifera 
Saprochaete capitata 
Cunninghamella elegans 
Dipodascus geotrichum 
Trematosphaeria grisea 
Scolecobasidium constrictum 
Verruconis gallopava 
Purpureocllllum lilaclnum 
Paecilomyces divaricatus 
Talaromyces marneffei 
Rhizopus arrhizus 
Lomentospora prolificans 


Indfcios preliminares sugestivos dos zigomicetos 

• Col6nias crescem rapidamente com bordas maldefinldas. preenchendo a placa de Petri dentro de 48 a 72 horas 

• A superficie das colOnias tern consistency lanuginosa e pode tomar-se pontilhada a medida que sao produzidos esporangios 

• As hrfas tern diametros irregulares. sao largas. semelhantes a fitas e asseptadas a paucisseptadas 

• Os esporangidsporos originam-se dentro dos esporangios saculares esfericos ou cilindricos e sao sustentados nas pontas 
dos esporangioforos 

Formacao de rlzoides radiculares 

Sim Nao 


Os esporangioforos 
originam-se de nodulos 

Os esporangioforos 
originam-se entre os 
nOdulos. ApOfises 
proeminentes em 
forma de chama 

Confdios esfOricos 
originados da 
superficie de urn 
esporangio globoso 

Esporangios originados 
de esporangios 
cilindricos. que se 
irradiam em padrao de 
pOtalas de margarida 
da superficie de uma 
columela esferica 

Esporangioforos 
amplamente curvados 
posteriormente sobre 
si prOprios 

Esporangioforos 
geralmente ramificados 
sem dilatagao. onde o 
esporangiOforo e o 
esporangio 
misturam-se 

Espdcles de 
Rhizopus 

EspOcies de 
Uchthelmla 

Especies de 
Cunninghamella 

EspOcies de 

Syn cep ha la strum 

EspOcies de 
Circinella 

EspOcies 
de Mucor 


■ PAINEL 21.1 Algoritmo demonstrando a identificagao do genero Zygomicetes. 










Indfcios preliminares sugestivos de um fungo hialino 

• Coldnias crescem rapidamente. cotonosas a granulosas. brancas ou com tonalidades variadas de cor pastel 

• As hifas sao estreitas. septadas e hialinas com paredes paralelas 

Confdlos em cadelas Confdlos em grupos Confdlos formados separadamente 


ColOnias verdes 

Coldnias verdes a 

Coldnias cor de 

Coldnias branco- 

Coldnias 

Coldnias que se 

Coldnias que se 

Coldnias cinzen- 

Coldnias branco- 

Coldnias branco- 

Coldnias branco- 

e granulosas; 

castanho- 

caramelo. 

acinzentadas a 

felpudas. 

espalham e 

espalham e 

tas (cor de rato- 

acinzentadas e 

acinzentadas e 

acinzentadas e 

fiaiides 

amareladas 

granulosas. com 

cor de salmao; 

pigmento rosa 

formam uma 

formam uma 

domestico) e 

cotonosas; conf- 

cotonosas; 

cotonosas: 

ramificadas e 

ou roxo-claras; 

rugas radiais; 

lisas; confdios 

intenso ou roxo 

cobertura verde 

cobertura verde 

cotonosas; coni- 

dios elipticos 

macroconfdios 

confdios elipticos 

rombas: 

fiaiides afiladas: 

aneloconidios 

elipticos 

na superficie e 

sem limites 

ou amarela. sem 

dios elfpticos, 

nao pigmentados 

esfdricos 

pequenos em 

confdios com 

confdios com 2 a 

com 4 a 6 p.m. 

dispostos em 

no inverso; 

definidos; bolas 

limites definidos; 

que escurecem a 

originam-se das 

grandes com 

grupos frouxos. 

2 a 3 p.m. 

3 pin. elipticos. 

circulares. com 

grupos na ponta 

macroconfdios 

de confdios 

as bolas de 

medida que ama- 

pontas dos coni- 

paredes 

cada um ligado 

esf6ricos 

com variagoes de 
tamanho e 
coloragao 

paredes asperas 
e bases 
truncadas 

da fiaiide 

grandes. 
pluricelulares e 
falciformes 

esf6ricos 
sustentados por 
fiaiides 
digitiformes 
afiladas 

confdios esfericos 
originam-se 
lateralmente das 
pontas das 
fiaiides afiladas 

durecem. origina- 
dos das pontas 
dos conididforos 
delicados 

didforos 
delicados. que 
se assemelham 
aos do 
Blastomyces 
dermatitidis 

dsperas. seme- 
Ihantes aos de 
Histoplasma 
capsulatum 

por um dentlculo 
delicado a um 
conididforo 
geniculado 

Espacies de 

Espacies de 

Scop ulariop sis 

Espacies de 

Espacies de 

Espacies de 

Espacies de 

Complexo 

Espacies de 

Espacies de 

Espacies de 

Penicillium 

PaecUomyces ou 
Pteuros tom op hora 

brevicaulis 

Acremonium 

Fusarium 

Gliocladium 

Trichoderma 

Pseudallescheria 
bo yd u 

Chrysosporium 

Sepedonium 

Beauveria 


Gdnero Aspergillus 

Esporulaqao na metade superior da vesicula Fiaiides dispostas circunferencialmente 


Cleistotecios presentes 


Fiaiides unisseriadas 

Fiaiides bisseriadas: 

Fiaiides bisseriadas; 

Conidios lisos e claros 

Confdios asperos e 

Coldnias brancas e 

Coldnias matizadas 


formam aleuroconfdios 

formam estruturas 

ou cor de caramelo; 

pretos. Conididforos 

lisas. Conididforos 

em verde. amarelo 

Coldnias verde- 
azuladas. granulosas. 
comumente rugosas 

compactos 

Coldnias cor de canela. 
granulosas. com rugas 
radiais 

frouxas semelhantes 
a penicflios 

Coldnias verde-acin- 
zentadas a castanhas 
com placas amarelas 

enrugados: os conidid- 
foros podem ser bisse- 
riados ou unisseriados. 

Coldnias amarelas/ 
verdes. cotonosas ou 
granulosas 

muito longos 

Superffcie da coldnia 
tern cor de pimenta- 
do-reino 

curtos e pigmentados 
em marrom 

e branco 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

fumigatus 

ter reus 

versicolor 

flavus 

niger 

nidulans 

glaucus 


■ PAINEL 21.2 Algoritmo demonstrando a identificagao laboratorial dos fungos hialinos de crescimento rapido. 

Indfcios preliminares sugestivos dos dermatofitos 

• As colonias crescem em 3 a 5 dias e tern bordas bem-definidas 

• A superffcie das colonias tern consistencia cotonosa a granular. A pigmentagao da superficie varia de branco-acinzentado a castanho-amarelado 

• As hifas sao estreitas, septadas e hialinas 

• Os fungos produzem combinagoes de microconidios e/ou macroconfdios, cujo tamanho, forma e configuragao orientam a identificagao dos generos/especies 

Macroaleuriosporos EXAME MICROSCOPICO 

grandes, claviformes, Macroaleuriosporos 

com paredes lisas finas; pluricelulares com paredes Microconidios abundantes; poucos ou Aleuridsporos geralmente 

pluncelulares com espessas e asperas. nenhum macroa | euri6sporo , paredes ausentes; apenas 

paredes finas e lisas Poucos ou nenhum microcon.dio finas e lisas hifas presentes 


Nao produzem 

Macroaleuriosporos 

Macroaleuriosporos 

Microconidios 

Microconidios em 

Microconidios 

Hifas e clamidosporos 

microconidios 

fusiformes, 
pontiagudos, com 
as pontas cun/as 

sao claviformes e 
largos com ponta 
arredondada 

esfericos, diametro 
uniforme, em 
grupos frouxos 

forma de gota, 
originados 
lateralmente das 
hifas 

com diametro 
irregular, formas 
abalonadas 
presentes 

em forma de galhos 

Colonias cor caqui 

Inverso da coldnia 
tern cor 
amarelo-limao 

Coldnias cor 
de canela 


Pigmentacao 
vinho-tinto no agar 

Nenhum 
crescimento no 
agar para 
Trichophyton # 1 

Crescimento lento. 
Coldnias lisas na 
superficie, 
amontoadas e 
parcialmente 
submersas 

Epidermophyton 

Microsporum 

Microsporum 

Trichophyton 

Trichophyton 

Trichophyhton 

Trichophyton 

flocossum 

canis 

gypseum 

mentagrophytes 

rubrum 

tonsurans 

verrucosum 


■ PAINEL 21.3 Algoritmo demonstrando a identificagao dos generos dos dermatofitos encontrados comumente. 




























Indicios preliminares sugestivos de um fungo dimorfico 

• As coldnias crescem lentamente; em geral, sao necessarios 7 a 14 dias para o isolamento primario 

• A superffcie das coldnias e branco-acinzentada e tem consistencia de teias de aranha 

• As hifas sao delicadas, septadas e hialinas. Pode ser observada configuracao em feixes paralelos 

• A identificacao das especies e baseada no tamanho, na forma, na morfologia e na configuracao dos conidios 

EXAME MICROSCOPICO 


Conidios esfericos 
com paredes lisas, 
originados das pontas 
dos conidioforos 
retilmeos e curtos 
(pirulitos) 

Hifas segmentadas em 
artroconidios com 
formato de barril 
separados por celulas 
que nao se coram 
(coloracao altemada) 

Microconidios minus- 
culos produzidos 
precocemente. Mais 
tarde, macroconidios 
esfericos grandes e 
espiculados sao 
importantes a 
identificagao 

Conidios claviformes 
pequenos produzidos 
radialmente na ponta 
de um conidioforo retili- 
neo com configuracao 
de margarida e/ou 
manga de camisa 

Conidios pequenos 
com paredes finas, 
originados das pontas 
dos conidioforos 
retilineos e longos, 
quando sao formados 

Blastomyces 

dermatitidis 

Especies de 
Coccidioides 

Histoplasma 

capsulatum 

Complexo 

Sporothrix schenckii 

Para coccidioides 
brasiliensis 


CONFIRMAR A IDENTIDADE DA ESPECIE POR CONVERSAO A FORMA DE LEVEDURA 
(OU POR SONDA DE ACIDO NUCLEICO) 


Leveduras esfericas 
com 10 a 15 p.m de 
diametro e um unico 
botao germinativo na 
base larga 

Esferulas grandes com 
75 a 200 p.m de diame¬ 
tro, contendo endos- 
poros de 3 a 5 pm 
detectaveis nos cortes 
histologicos corados 

Conidios hialinos esfe¬ 
ricos minusculos com 
paredes lisas, dispostos 
em grupos. Encontrados 
dentro das celulas nos 
cortes histologicos 
corados 

Leveduras alongadas, 
com 2 a 8 pm de 
comprimento e um 
unico botao germinativo, 
geralmente referidas 
como corpos em 
charuto 

Celula-mae grande, 
esferica, lisa, com 
paredes espessas e 
varios botoes germina- 
tivos (timao de navio) 


■ PAINEL 21.4 Algoritmo demonstrando a identificagao dos generos dos fungos dimorficos. 

Indicios preliminares sugestivos de um fungo demacio 

• As coldnias crescem em 3 a 5 dias, sao cotonosas ou lanuginosas, castanho-acinzentadas ou marrom-escuras; inverso cor de azeviche 

• Hifas estreitas, septadas. pigmentadas em marrom, com paredes paralelas 

Macroconfdlos murlformes Macroconidios transversals Plcnfdlos ou conidios Isolados 


Macroconidios 

Macroconidios 

Macroconidios 

Macroconidios 

Macroconidios 

Conidioforos 

Conidioforos e 

Conidioforos 

Conidios 

Conidios hialinos 

Peritecios 

muriformes pluri- 

muriformes 

muriformes 

muriformes 

com 3 a 4 celulas, 

escuros, simples 

conidios com 

escuros. eretos 

oblongos e 

pequenos, 

grandes. marrom- 

celulares em 

pluricelulares 

pluricelulares, 

pluricelulares 

divididos apenas 

ou ramificados, 

aspectos seme- 

e geniculados. 

grandes, cor de 

esfericos a 

escuros a pretos, 

formato de bico 

originados 

cada qual 

maduros e 

por septos 

geniculados, 

lhantes aos das 

Conidios 

azeviche, 

cilindricos, 

globosos ou com 

ou baqueta de 

separadamente 

originado das 

imaturos, 

transversals. As 

portando 

especies de 

multi sseptados, 

originados 

originados 

formato de 

tambor. origina- 

das pontas dos 

pontas dos 

originados 

celulas 

conidios 

Bipolaris. Ha um 

com formato de 

separadamente 

dentro de 

garrafa, 

dos isdadamente 

conidioforos 

conidioforos 

separadamente 

subterminais 

cilindricos com 
um padrao 

unico tubo ger- 

lapis, originados 

das pontas dos 

picnidios 

formados no 

ou em cadeias 

geniculados em 

curtos. simulando 

e agregados em 

crescem mais 

minativo 

separadamente 

conidioforos 

saculares 

substrato entre 

ramificadas com 

derivatpao 

uma bola de 

grupos frouxos 

rapidamente, 

Conidios com 
varias celulas 
envoi vidas por 
paredes septais 
espessadas. 
Tubos germina- 
tivos originados 
de cada extremi- 
dade dos 
conidios em 
processo de 
germina^ao 

originado em 

com um padrao 

curtos e largos, 

globosos a 

as hifas septadas 

a ponta romba 
encostada na 
ponta afilada 
do outro 

simpodial 

algodao em um 

bastao 

(cotonete) 


tomam-se 
grandes e 
resultam em um 
aspecto 
seme Ih ante ao 
de um 

bumerangue 

angulos retos 
dos conidios em 
processo de ger- 
mina$ao. 
Oualquer celula 
pode germinar, 
nao apenas as 
terminals 

simpodial. Cada 
conidio tem um 
nodo escuro e 
acentuadamente 
saliente 
originado da 
celula hilar 

cada um com 
uma concavidade 
cupuliforme 
dentro do qual 
estao os 
conidios 

subglobosos. 
dispersos entre 
as hifas septadas 
coradas em 

marrom com 

paredes 

paralelas 

de coloragao 
marrom. Hifas 
filiformes alon¬ 
gadas e tipicas 
emergem de 
dentro, 
simulando 
as patas de 
uma aranha 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

Especies de 

A Item aria 

Ulocladlum 

Stemphyllum 

Eplcoccum 

Curvularla 

Blpolarls 

Drechslera 

Exserohllum 

Nigrospora 

Phoma 

Chaetomlum 


■ PAINEL 21.5 Algoritmo demonstrando a identificagao laboratorial dos fungos demacios de crescimento rapido. 



























Indfcios preliminares sugestivos dos fungos que causam feo-hifomicose/cromoblastomicose/micetoma 

• As colonias crescem em 3 a 5 dias e tern bordas bem-definidas 

• A superficie das colonias tern consistencia cotonosa a granulosa. A pigmentacao da superficie e branco-acinzentada a preto-acastanhada; 
o inverso tem cor de azeviche 

• Hifas relativamente largas com paredes paralelas e septos bem-definidos; coloracao amarelo-escura ou castanha 

• Conidios originados em cadeias, grupos ou separadamente das pontas ou das laterals das fialides; diferentes para cada genero 

EXAME MICROSCOPICO 


Conidios originados em cadeias 


Conidios originados em grupos Conidios originados isoladamente 


Cadeias curtas 
ramificadas de 
conidios 

Cadeias longas 
(+ 35 celulas) 
de conidios 

Colonias com 
crescimento 
rapido; nenhum 

Fialides curtas, urceoladas 
(em forma de uma) 

elipticos com 

cicatrizes 

disjuntoras 

elipticos sem 

cicatrizes 

disjuntoras 

crescimento a 
42”C. Esporu¬ 
lagao tipica de 
Oadosporium 

Fialides com 
ponta em 
forma de 
garrafa 

Fialides com 
ponta em 
forma de pires 

Cladophlalo- 
phora carrlonll 

Cladophlalo- 
phora bantiana 

Espbcles de 
Cladosporlum 

Phialophora 

verrucosa 

Pleurostomo- 

phora 

richardsiae 


Fialide 



Conidios 

longa e 

Fialides simpodiais portando 

originados 

afilada 

conidios elipticos (esporulagao 

lateralmente 


tipica dos acrotecas) 

das hifas 
(esporulagao 
tipica de 
Rhinocladiella) 


Conidios 

dispostos 

frouxamente 

Conidios 
dispostos com- 
pactamente 

Especies de 

Fonsecaea * 

Fonsecaea 

Especies de 

Exophlala 

pedrosoi 

compacta 

Rhinocladiella 


'Diversas especies de Fonsecaea podem apresentar 
varias combinacoes de esporulagao: tipo 
Qadosporium-haloiora, tipo acroteca e tipo 
Oadosporium. 


a PAINEL 21.6 Algoritmo demonstrando a identificagao dos generos dos fungos que causam cromoblastomicose, feo-hifomicose e micetoma. 

Indfcios preliminares sugestivos de leveduras 

• As coldnias crescem em 24 a 72 horas 

• A superficie das colonias varia de lisa a mucoide; pode formar extensoes ou micelios aereos pianos. A pigmentacao da superficie varia de branco a amarelo, ou 
vermelho-rosado a preto 

• Hifas verdadeiras podem estar presentes ou nao 

• Pseudo-hifas podem estar presentes ou nao 

• Ha formagao de blastoconidios, cujos tamanho, forma e configuragao permitem as identificagoes dos generos/especies 

EXAME MICROSCOPICO 


Formagao de pseudo-hifas 
e blastoconidios 

Formagao de hifas verdadeiras 
e artrocomdios 

Hifas ausentes 

Leveduras negras 

Teste do tubo germinativo 

Teste de urease 

Teste de urease 

Anelocomdios 

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Negativo 

Positivo 

Positivo 

Negativo 

Nao 

Sim 

Clamidosporos no 
agar fuba 

Nenhum 
clamidosporo no 
agar fuba 



Teste do acido cafeico 

Coldnias 
alaranjadas 
a vermelhas 


Hifas com coloragao 
escura formando 
blastoconidios 
hialinos 

Leveduras 
bicelulares divididas 
por septos 
transversais 





Positivo 

Negativo 



Candida albicans 

Especies de 
Candida 

Especies de 
Trfchosporon 

Especies de 
Geotrichum 

neoformans 

Especies de 
Cryptoc occus 

Esp6cies de 
Rhodotorula 

Esp4cles de 
Saccharomyces. 
Wlckerhamomyces. 
Malassezla e 

Aureobasldlum 

pullulans 

Especies de 
Exophlala 











Fazer ID presuntiva 
com base nos 
padroes de 
crescimento no 
agar fuba 

Buscar 

blastoconidios 
nos angulos dos 
artrocomdios - 
orelhas de coelho 
no agar fuba 

Buscar tubos 
germinativos em 
angulos retos com 
os angulos dos 
artrocomdios 
(bastoes de hoquei) 
no agar fuba 

Buscar leveduras com 
diametros irregulares 
circundadas por 
material capsular 

Inositol- 

negativo 

Bias toschizomyces 


Podem formar hifas 
e fialides quando 
estao maduras 


■ PAINEL 21.7 Algoritmo tradicional demonstrando a identificagao dos generos de leveduras encontradas comumente. 
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Introdugao 

O conhecimento dos parasitas comuns remonta a Antiguidade. Nos antigos escritos de muitos paises, sao 
mencionados vermes que se enquadram na descrigao do Enterobius vermicularis, de Ascaris lumbricoides e das 
tenias; alem disso, foram tambem descritos certos sintomas que sabemos ser causados por esses vermes. 124 Os 
ectoparasitas, como os piolhos, as pulgas e os carrapatos, tampouco passaram despercebidos. Ruffer 217 relatou a 
observagao de ovos calcificados de Schistosoma haematobium nos restos de duas mumias da vigesima dinastia no 
Egito (1200 a 1090 a.C.), provando a existencia dessa infecgao no antigo Egito. Os colonizadores Chineses nos 
tempos antigos, que residiam em areas infectadas, estavam familiarizados com o quadro clinico de ancilostomiase 
grave, a qual deram o nome de “doenga amarela preguigosa”. 

Desde tempos antigos, os parasitas imaginarios desempenharam um importante papel na medicina. A dor de 
dente era atribuida a agao de um “verme de dente” perfurante especial. De modo semelhante, o pus que exsudava da 
orelha e do olho resultava da agao de vermes das orelhas e dos olhos, respectivamente. Os vermes do coragao eram 
responsaveis pela ocorrencia de morte subita; os vermes de eco, possivelmente relacionados com bolas de Ascaris 
no intestino, eram descritos, com a advertencia de que aqueles que tomassem medicamentos permanecessem em 
silencio durante o tratamento com o receio de que o verme pudesse ouvir e nao fosse removido. 124 

Durante seculos, acreditou-se que a geragao espontanea fosse responsavel pela origem dos parasitas, entre outras 
criaturas pequenas. Existia a crenga comum de que, por meio de certa combinagao dos elementos, podiam ser 
criados parasitas e outros organismos vivos. Sabia-se que as tenias estavam associadas ao consumo de came crua; 
por conseguinte, acreditava-se que elas se originavam no estomago a partir do alimento macerado, antes de sua 
eliminagao nas fezes. Desde os tempos de Roma, acreditava-se que as tenias fossem tiras transformadas de mucosa 
intestinal; de acordo com muitos autores, os vermes Ascaris originavam-se na fleuma. De acordo com teorias 
antigas, algo imperceptivel ou invisivel era dotado de todas as potencialidades - a seguir, por meio da agao de um 
principio metafisico ou de uma forga primordial, eram criados seres vivos visiveis. 24 

Os conhecimentos relativos aos protozoarios parasitas foram adquiridos juntamente com os avangos no 
microscopio composto. Atribui-se a Van Leeuwenhoek a primeira observagao de protozoarios, um “animalculo 
movel” no intestino de uma mutuca que, pouco depois, demonstrou estar presente nas suas proprias fezes. A opiniao 
atual e a de que esse pesquisador estava observando Giardia duodenalis, porem isso permanece no campo da 
especulagao. Entretanto, depois dessas observagoes, passou-se mais um seculo antes que houvesse algum progresso 
no estudo dos protozoarios. Com o uso disseminado do microscopio composto, no inicio do seculo vinte, tanto a 
morfologia quanto os ciclos de vida de praticamente todos os parasitas humanos que acometem o homem foram 
defmidos. A cronologia desses avangos e apresentada no relato historico de Foster para aqueles que desejam uma 
leitura adicional sobre esse assunto. 7 '' 

Apesar da implementagao de medidas preventivas para reduzir ao maximo a prevalencia das doengas 
parasitarias na maioria dos paises com recursos limitados, os parasitas humanos continuam sendo responsaveis por 
uma inestimavel perda de vidas, por uma extensa morbidade e por um atraso no desenvolvimento economico. Para 
citar um relato da distribuigao dos parasitas humanos na China, “as taxas de prevalencia (de doengas parasitarias) 
sao de magnitude tao impressionante que a mente tern dificuldade em conceber as estatisticas descritas.” 275 Mais 
adiante, esse mesmo relatorio cita que “o numero total de infecgoes por protozoarios e helmintos que ocorrem 
atualmente no mundo supera de longe o da populagao mundial total, visto que as infecgoes multiplas sao mais a 



regra do que a excegao”. O Boxe 22.1 fomece uma lista da prevalencia mundial estimada das doengas parasitarias 
humanas, com base em estatfsticas publicadas pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) e outras fontes. 

Nos EUA, determinadas especies de parasitas sao encontradas com mais frequencia do que outras, e a 
experiencia na sua identificagao deve continuar sendo uma prioridade. Com base no programa de vigilancia de 
parasitas intestinais dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC), foram encontradas formas parasitarias 
em 64.901 (15,6%) de mais de 400.000 amostras de fezes examinadas. 26 Giardia intestinalis (anteriormente G. 
duodenalis ) foi encontrada em 3,8% das amostras de fezes, enquanto foram detectados ovos de Trichuris trichiura 
em 2,7%, ovos de Ascaris lumbricoides em 2,3%, ovos de Enterobius vermicularis em 1,6% (o que nao constitui um 
verdadeiro reflexo da incidencia dessa doenga, visto que o exame de amostras de fezes nao representa o metodo 
mais sensivel para o estabelecimento do diagnostico) e Entamoeba histolytica em 0,6% de todas as amostras de 
fezes. A difilobotriase, a esparganose e a anisaquiase tambem sao observadas com frequencia aumentada, a medida 
que a ingestao de peixe cru esta cada vez mais comum em outros centros que nao os tradicionais. Os medicos e as 
autoridades sanitarias precisam estar alertas para um possivel aumento nas infecgoes causadas por Taenia, incluindo 
cisticercose e outras doengas parasitarias, devido as viagens mais frequentes e de um intercambio mais livre de 
produtos alimentares entre a America do Norte e outros paises. 223 

Bruckner et a/. 21 forneceram um resumo dos parasitas encontrados em um levantamento de 6 meses de duragao 
de exames de amostras de fezes de pacientes ambulatoriais atendidos no Olive View Medical Center e no Harbor 
General Hospital, em Los Angeles (Boxe 22.2). Nesse estudo, foram identificados outros protozoarios em cerca de 
3% de todas as amostras de fezes; outros nematoides foram identificados em 3% das amostras, e cestoides, em 
0,5%. De modo semelbante, em um estudo conduzido pelo Parasitology Center em Tempe, Arizona, Amin' 1 relatou 
que um tergo de 5.792 amostras de fezes examinadas de 2.896 pacientes em 48 estados e no Distrito de Columbia, 
durante o ano 2000, foi positivo para parasitas intestinais. Multiplas infecgoes por duas ou quatro especies de 
parasitas constituiram 10% de 916 casos de infecgao. Blastocvstis hominis foi encontrado em 662 pacientes (72% de 
916 casos). Foram identificadas 18 outras especies de parasitas intestinais - Cryptosporidium parvum e Entamoeba 
histolytica/E. dispar ocupando o segundo e o terceiro lugares em prevalencia, respectivamente. A prevalencia da 
infecgao foi menor (22 a 27%) no invemo, aumentou gradualmente durante a primavera e alcangou um pico de 36 a 
43% entre julho e outubro; em seguida, houve uma redugao gradual da prevalencia para 32% em dezembro. Esses 
estudos fomecem exemplos dos tipos de parasitas mais provavelmente encontrados. Os tipos de parasitas presentes 
em determinada comunidade dependem de diversas variaveis, como imigragao e viagem entre locais populosos. 


Boxe 22.1 


Prevalencia mundial estimada de doengas parasitarias 11 

Doenga parasitaria 

Amebiase 

Giardiase 

Ascaridiase 

Tricuri'ase 

Ancilostomiase 

Estrongiloidi'ase 

Enterobiase (oxiuro) 

Teniase (incluindo cisticercose) 

Difilobotriase 


Prevalencia global (milhoes de pessoas) 

500 

200 

800 

800 

900 

50 a 100 

42 (em paises ricos em recursos) 

1% da populagao em paises endemicos 
5 a 10 


Esquistossomose 


200 



Fasdoliase 

1 a 2 

Clonorqui'ase 

20 (Asia) 

Paragonimiase 

4a 5 

Malaria 

100 a 270 

Leishmaniose 

12 

Tripanossomiase (africana) 

20.000 novos casos/ano 

Tripanossomiase 

15 (doenga de Chagas) 

Oncocerciase 

20 

Filariase 

90 

Equinococose 

1/100.000 a 150/100.000 

a As incidences registradas aqui sao estimativas aproximadas, apenas com a intengao de ilustrar a enorme magnitude das 
infeegoes. Existem variagoes nos valores publicados em diferentes fontes, o que provavelmente reflete o acesso 
incompleto a informagao ou diferengas na extrapolagao dos dados conhecidos para a populagao em geral. 


Boxe 22.2 


Incidencia de parasitas em amostras de fezes 21 

Microrganismo 

Giardia intestinalis 
Endolimaxnana 
Entamoeba coli 
Entamoeba histolytica 
Ascaris lumbricoides 
Hymenoiepis nana 
Dientamoeba fragiiis 


Olive View (1.350 amostras) 

Harbor General (493 amostras) 

% 

% 

14,5 

8,7 

13,0 

8,5 

10,5 

7,7 

4,5 

5,3 

3,9 

2,0 

3,3 

1,4 

2,1 

2,8 


Nos EUA, a malaria e incomum e habitualmente observada em indivlduos que viajaram para areas endemicas. 
Em 2012, os CDC receberam notificagoes de 1.687 casos de malaria com inlcio de sintomas entre indivlduos nos 
EUA ou em um de seus territories. 26<s Embora esse numero represente uma redugao de 12% em comparagao com os 
1.925 casos relatados em 2011, houve um aumento global e continuo na tendencia do numero total de casos. Em 
media, houve um aumento de 28,6 casos por ano, visto que essa vigilancia comegou em 1973. P. falciparum, P. 
vivax, P. malariae e P. ovale foram identificados em 54,4%, 16,6%, 3,2% e 3,5% dos casos, respectivamente. O 
restante consistiu em infeegoes mistas, ou casos em que a especie nao foi determinada. As infeegoes foram 
adquiridas na Africa (n = 1.200), na Asia (n = 200), na America Central e no Caribe (n = 68), na America do Sul (n 
= 48) ou em outras partes, ou a localizagao da aquisigao nao foi identificada. 

Devido a expansao das viagens intemacionais e da maior presenga militar no exterior, os estudantes e tecnicos 
que trabalham em laboratories de diagnostico devem ter uma alta competencia no reconhecimento dos agentes 
etiologicos de todas as doengas parasitarias. Os acordos comerciais entre paises, alguns dos quais reconhecidos 




como endemicos para doengas parasitarias, tambem abrem as fronteiras para a entrada de alimentos, em particular 
alimentos potencialmente contaminados com parasitas animais. As pessoas que viajam dos EUA para outros paises 
tambem precisam lembrar que existe uma variedade de doengas parasitarias endemicas na maioria dos paises com 
recursos limitados, de modo que e preciso tomar as devidas precaugoes para evitar adquirir infecgoes. Infelizmente, 
o numero preciso de doengas parasitarias e a prevalencia de parasitas especificos nao sao facilmente disponiveis em 
muitos paises, devido a falta de um sistema obrigatorio para a notificagao de determinadas doengas. Com 
frequencia, as doengas parasitarias passam despercebidas ou sao diagnosticadas de modo incorreto, visto que os 
sintomas sao frequentemente inespecificos e apresentam semelhangas com outras doengas. 

A ocorrencia frequente de certas infecgoes parasitarias em pacientes imunocomprometidos suscitou um 
renovado interesse pela parasitologia laboratorial entre profissionais de laboratorio em areas nao endemicas. 
Embora esse interesse tenha comegado com a introdugao do E1IV, o numero crescente de receptores de transplante e 
de individuos que recebem terapia imunomoduladora para uma variedade de doengas contribui de modo 
significativo para a coorte de pacientes imunocomprometidos em comunidades dos EUA. 2 '' 3 Por exemplo, as 
especies de Cryptosporidium eram raramente isoladas de seres humanos antes de 1983; todavia, em 1984, essas 
especies responderam por 13,8% de todos os protozoarios patogenicos. Em um levantamento realizado no New 
York Columbia-Presbyterian Medical Center de 41.958 amostras de fezes enviadas para exame durante o periodo de 
1971 a 1984, Strongyloides stercoralis aproximou-se da incidencia de Trichuris trichiura como o nematoide 
identificado com mais frequencia. Harms e Feldmeier 111 postularam que o HIV e as infecgoes parasitarias podem 
interagir, afetando-se mutuamente. Por exemplo, sabe-se que individuos com outras doengas sexualmente 
transmitidas, como a tricomoniase, correm risco aumentado de contrair o HIV, provavelmente devido a alteragoes 
nas mucosas. 170 

Risco e prevengao das infecgoes parasitarias 

Warren e Mahmoud 2 procederam a uma revisao dos fatores de risco para a aquisigao de infecgoes parasitarias 
durante viagens a areas infestadas do mundo e das medidas profilaticas implementadas. As pessoas com menor risco 
incluem os homens de negocios que se hospedam em hoteis de primeira classe em grandes cidades por um curto 
periodo de tempo. No extremo oposto do espectro, encontram-se os voluntaries e missionaries que vivem em tendas 
ou habitagoes nativas em areas rurais. 

As doengas parasitarias sao adquiridas, em sua maioria, pela ingestao de agua ou alimentos contaminados ou 
pela picada de um artropode vetor. 264 A ingestao de agua nao tratada ou a escovagao dos dentes com agua 
contaminada podem ser particularmente perigosas. Como a maioria dos parasitas intestinais resiste ao 
congelamento, a agua gelada contaminada e igualmente perigosa. Este e um fator frequentemente esquecido pelas 
pessoas que viajam. Acreditam que estao seguras quando bebem refrigerantes, porem esquecem que o gelo e feito 
com agua local possivelmente contaminada. A agua de tomeira quente e relativamente segura, visto que as formas 
infectantes da maioria dos parasitas intestinais sao sensiveis ao calor; entretanto, a agua de tomeira pode nao 
ultrapassar consistentemente a temperatura critica de 43°C; por conseguinte, essa seguranga nao pode ser garantida. 
Alem disso, e preciso evitar a ingestao de leite fresco nao pasteurizado em areas endemicas por uma variedade de 
motivos. O leite pasteurizado engarrafado e as bebidas gaseificadas sao habitualmente seguros. 

O consumo de came inadequadamente cozida ou de peixe cru/defiimado pode resultar em infeegao por 
trematodeos, cestoides, nematoides como Trichinella spiralis e protozoarios como Toxoplasma gondii. Os vegetais 
ems sao relativamente seguros se forem descascados antes de sua ingestao; entretanto, e particularmente dificil 
eliminar os ovos e cistos de parasitas infectantes encontrados na alface e em outras verduras. 

Nas regioes tropicais, e preciso tomar precaugoes para evitar picadas de insetos. Recomenda-se particularmente 
o uso de mosquiteiros, bombas para percevejos, repelentes de insetos e roupas protetoras com mangas compridas. 
Os CDC e outros especialistas recomendam que os repelentes para insetos devem conter > 20% de DEET (i.e., N, N- 
dietil-wz-toluamida ou /V, /V-dieti 1 -3-meti 1 -benzam ida), que esta presente em muitos produtos disponiveis no 
comercio. As pessoas que viajam para fora dos EUA, particularmente para paises com recursos limitados de clima 
tropical ou subtropical, devem consultar o CDC Yellow Book, que esta disponivel online (p.ex., 
http://wwwnc.cdc.gov/travel/page/yellowbook-home-2014), para programas de imunizagao apropriada e outros 
avisos para pessoas que viajam. 


As pessoas que viajam para regioes tropicais tambem devem ser alertadas para evitar nadar em estuarios de agua 
doce naturais. As cercarias infectantes de especies Schistosoma sao encontradas em quantidades abundantes em 
muitos rios, lagos e canais de agua doce e podem facilmente penetrar atraves da pele intacta de uma pessoa 
inadvertida. A concentragao de cloro utilizada em piscinas pode nao ser suficiente para tomar a agua segura. As 
cercarias de esquistossomas que infestam o ser humano nao sao encontradas na agua do mar; entretanto, pode 
ocorrer prurido do nadador apos andar em agua salobra, apos penetragao da pele por cercarias de especies de 
infectam animais. 

Os medicos devem empenhar-se na obtengao de uma historia de viagem recente para regioes onde ha doengas 
parasitarias endemicas e interrogar cuidadosamente os pacientes sobre as condigoes nas quais viveram. As suspeitas 
medicas de doenga parasitaria devem ser notificadas ao laboratorio, de modo que possam ser coletadas amostras 
adequadas, e que sejam efetuados procedimentos corretos para a recuperagao otima do parasita. Devem-se efetuar 
exames sorologicos para rastreamento de infecgoes subclinicas por S. stercoralis antes de iniciar o tratamento com 
agentes imunossupressores; pode-se considerar tambem um exame de fezes, embora seja menos sensivel. 

Manifestacoes chnicas das doengas parasitarias 

O sintoma mais comum de infecgao parasitaria intestinal consiste em diarreia, que pode ser aquosa, sanguinolenta 
e/ou purulenta. A dor abdominal em colica pode constituir uma caracteristica proeminente em doengas nas quais a 
mucosa ou a parede do intestino sao invadidas pelo parasita, como nas infecgoes por ancilostomos, esquistossomas 
ou trematodeos intestinais. As infecgoes macigas por Ascaris lumbricoides podem resultar em obstrugao do intestino 
delgado. Os pacientes com cestoides podem ser assintomaticos, exceto pela perda de peso, apesar do aumento do 
apetite e da ingestao de alimentos. Em pacientes com giardiase, pode-se observar a ocorrencia de distensao 
abdominal, eructagao e esteatorreia. ’ 

A eosinofllia no sangue periferico (15 a 50% ou mais) constitui um dos marcadores mais importantes de 
infestagao parasitaria. A eosinofllia tambem pode ser observada em varias secregoes corporais, como escarro, fezes 
diarreicas, exsudatos supurativos ou liquidos de pseudocistos ou de varias cavidades corporais. Todavia, a ausencia 
de eosinofilos no sangue ou em liquidos corporais nao descarta a possibilidade de doenga parasitaria, visto que a 
eosinofllia nao e uma manifestagao comum em algumas doengas, e a carga de parasitas pode ser minima. As 
infecgoes por helmintos provocam comumente uma resposta inflamatoria eosinofilica, o que nao ocorre com a 
maioria das infecgoes por protozoarios. Entretanto, Cystoisospora pode constituir uma excegao a essa regra. A 
presenga de infecgao parasitaria tambem pode ser sugerida pela ocorrencia de exantema cutaneo urticariforme 
generalizado, que se acredita seja uma reagao de hipersensibilidade secundaria a produtos metabolicos ou liticos dos 
microrganismos mortos que sao absorvidos na circulagao. Apesar de nao ser especifica, a elevagao dos niveis 
sericos de imunoglobulinas, particularmente da IgE, pode ajudar a confirmar a presenga de doenga parasitaria, 
particularmente quando associada a eosinofllia. 

A hepatoesplenomegalia constitui uma manifestagao comum da leishmaniose (calazar) e da infecgao por 
trematodeos hcpaticos. 1 A hipertensao porta, em particular, pode ser causada por Schistosoma mansoni e S. 
japonicum, sendo a ictericia um sinal de apresentagao comum. Podem-se observar lesoes cisticas expansivas no 
figado, no cerebro e em outros orgaos na amebiase, na equinococose e na cisticercose {i.e., infecgao pelo estagio 
larvar de Taenia solium). 

A ocorrencia de dor suprapubica, micgao frequente e hematuria e altamente sugestiva de infecgao por 
Schistosoma haematobium. A presenga de Salmonella sorogrupo Typhi na urina e uma evidencia de infecgao por S. 
haematobium, visto que se acredita que essa bacteria coloniza os ovos do parasita que estao incluidos na parede da 
bexiga e atuam como nicho. O paciente pode apresentar pneumonite transitoria {i.e., pneumonia de Loeffler) durante 
as fases de migragao das larvas nas infecgoes por Ascaris, ancilostomo ou Strongyloides. Pode-se suspeitar dessa 
condigao quando se verifica a presenga de grandes numeros de eosinofilos no escarro. Quando ocorrem tosse mais 
intensa, dor toracica e hemoptise com a formagao de cistos parabronquicos, deve-se suspeitar de infecgao pelo 
trematodeo pulmonar {i.e., paragonimiase). A ocorrencia de febre baixa, perda de peso, edema facial e dor 
musculoesqueletica indica uma posslvel infecgao por Trichinella spiralis. Pode ocorrer prurido focal da pele nos 
locais de penetragao de larvas de ancilostomos ou de cercarias de especies de Schistosoma. 

Os sintomas constitucionais generalizados sao mais comuns apos infecgoes por parasitas do sangue. As 
manifestagoes comuns da malaria, da leishmaniose e da tripanossomiase consistem em febre, calaffios, sudorese 


notuma, cansago, mialgias e perda de peso. Nessas doengas, sao tambem observados graus variaveis de 
hepatoesplenomegalia e linfadenopatia. Em uma variedade de doengas parasitarias, podem-se observar sinais e 
sintomas neurologicos secundarios a encefalite, meningite ou neuropatias localizadas. O comprometimento do 
sistema nervoso central (SNC) e comumente difuso na tripanossomlase africana (i.e., doenga do sono) e na malaria 
por falciparum, enquanto abscessos expansivos ou cistos sao mais comumente observados nas infecgoes por 
Entamoeba histolytica, T. solium (cisticercose) e Echinococcus granulosus. As infecgoes primarias por Toxoplasma 
gondii manifestam-se com linfadenopatia e sintomas constitucionais que se assemelham aos da mononucleose 
aguda, enquanto a reativagao da doenga no SNC do paciente imunocomprometido manifesta-se, ao exame 
radiologico, na forma de “lesao com realce em anel” e, com frequencia, clinicamente como 
encefalite/meningoencefalite. 144 A miopatia cardiaca representa uma das complicagoes mais graves da 
tripanossomiase sul-americana ( Trypanosoma cruzi), da toxoplasmose e de varias infecgoes por larvas 
migratorias. 16 ° O edema macigo das pemas, dos bragos e do escroto (elefantiase) constitui um sintoma comum da 
filariase, visto que os vermes adultos bloqueiam os vasos linfaticos, resultando em inflamagao cronica extensa e 
fibrose. Podem-se observar nodulos subcutaneos localizados ou areas inflamatorias serpiginosas na pele em doengas 
como a oncocerciase, a dracunculiase ou a larva migrans cutanea, representando as formas migratorias larvares de 
ancilostomideos de caes e outros animais. 

Tan publicou uma revisao sucinta dos aspectos clinicos e laboratoriais de varias doengas parasitarias comuns e 
raras. 243 

Coleta, transporte e processamento das amostras 

E preciso coletar amostras apropriadas do paciente, que devem ser transportadas ao laboratorio em condigoes 
suficientes de conservagao para possibilitar a detecgao e a identificagao de quaisquer parasitas ou seus ovos. O 
diagnostico das infecgoes parasitarias baseia-se, em grande parte, no exame macroscopico ou microscopico de fezes, 
urina, sangue, escarro e tecidos. A implementagao de tecnicas confiaveis de processamento laboratorial constitui 
uma etapa essencial. Neste texto, so e possivel rever alguns dos procedimentos laboratoriais utilizados com mais 
frequencia, capazes de ajudar no isolamento e na identificagao de formas parasitarias em amostras clinicas. Para 
uma visao geral sucinta, atual e pratica desses procedimentos, o leitor pode consultar a segao Procedimentos 
Diagnosticos encontrada na atual edigao do texto classico de Garcia.' 4 

Amostras de fezes 

As amostras de fezes devem ser coletadas em um recipiente limpo, de boca larga com tampa hermetica. As amostras 
que sao misturadas com agua (i.e., contaminagao a partir do vaso sanitario ou do urinol) ou com urina nao sao 
apropriadas, visto que os trofozoitos podem perder a sua motilidade ou podem sofrer lise. Os medicamentos que 
contem oleo mineral, bismuto, antibioticos, antimalaricos ou outras substancias quimicas podem comprometer a 
detecgao dos protozoarios intestinais. Por conseguinte, o exame de amostras deve ser adiado por uma ou mais 
semanas apos a realizagao de procedimentos para diagnostico (enema baritado) ou interrupgao do tratamento. Os 
pacientes que receberam enema baritado podem nao excretar organismos nas fezes durante um periodo de pelo 
menos 1 semana apos o enema. O recipiente deve ser imediatamente fechado de modo hermetico apos a coleta da 
amostra, de modo a manter uma unidade adequada. Cada recipiente contendo uma amostra deve ser corretamente 
rotulado, conforme descrito no Capitulo 1. 

Na obtengao de amostras de fezes para o exame de parasitas, deve-se evitar catarticos com base de oleo, visto 
que os oleos retardam a motilidade dos trofozoitos e alteram a morfologia de outras formas. As amostras tambem 
devem ser coletadas antes da administragao de certos farmacos e compostos passiveis de comprometer o exame, ou 
a coleta deve ser adiada ate que os efeitos desses agentes tenham desaparecido. Essas substancias incluem 
antiacidos, caulim, oleo mineral e outros materiais oleosos, preparagoes antidiarreicas nao absorviveis, bario ou 
bismuto (sao necessarios 7 a 10 dias para a eliminagao dos efeitos), agentes antimicrobianos (sao necessarias 2 a 3 
semanas para a sua eliminagao) e corantes empregados para a visualizagao da vesicula biliar (sao necessarias 3 
semanas para a sua eliminagao). 

Em geral, a coleta de tres amostras de fezes e suficiente para estabelecer o diagnostico de doengas parasitarias 
intestinais - duas obtidas em dias sucessivos durante a evacuagao normal, e uma terceira apos a ingestao de 
purgativo de fosfossoda de Fleet® (fosfato monossodico di-hidratado/fosfato dissodico dodeca-hidratado) ou sulfato 


de magnesio. Nao se deve aceitar mais de uma amostra de fezes por dia. Alguns defendem que so e necessaria uma 
unica amostra para estabelecer o diagnostico da maioria das infecqoes parasitarias intestinais, a nao ser que haja 
suspeita clinica muito alta de infecqao parasitaria. Essa abordagem depende da experiencia do microscopista e da 
carga de parasitas na amostra, ou pode ser implementada quando o paciente se toma assintomatico entre as coletas 
de amostras.' 37 Hiatt et al. m constataram que, com exames adicionais, o rendimento para a detecqao de Entamoeba 
histolytica aumentou em 22,7%, para Giardia duodenalis, em 11,3%, e para Dientamoeba fragilis, em 31,1%. Por 
outro lado, Morris et al. avaliaram os resultados de 2.015 exames de fezes para determinar o rendimento das 
amostras obtidas de pacientes intemados por > 3 dias. l7X Concluiram que as infecqoes parasitarias sao pouco 
provaveis nessa populaqao de pacientes. Outros corroboram esse achado, porem existem exceqoes nos individuos 
idosos e em pacientes com condiqao de imunocomprometimento. As amostras obtidas apos tratamento devem ser 
examinadas dentro de 3 a 4 semanas apos o termino da terapia em pacientes com infecqoes por protozoarios e dentro 
de 5 a 6 semanas apos a terapia para infecqoes causadas por Taenia. 

Se for solicitado um ensaio baseado na reaqao da cadeia da polimerase (PCR; do ingles, polymerase chain 
reaction) em uma amostra de fezes, deve-se seguir a implementaqao do protocolo de transporte da amostra 
recomendado pelo fabricante. As seguintes sugestoes valem para testes desenvolvidos em laboratorio: 

• Coletar a amostra na ausencia de conservantes tipicos usados para exame microscopico das fezes (p.ex., formol 

e alcool polivinilico [PVA]) 

• Conservar e enviar a amostra refrigerada (4°C) ou congelada (transportada com gelo seco) 

• Como altemativa, misturar as amostras de fezes em dicromato de potassio (diluiqao 1:1 com 5% p/v) ou em 

etanol absoluto (diluiqao 1:1) e enviar a amostra refrigerada. 

Foram publicados detalhes do procedimento de extraqao e das etapas a seguir na amplificaqao do DNA. 113 
Conserva^ao das amostras clfnicas de fezes. Em muitos casos, as amostras de fezes para pesquisa de ovos 
e parasitas sao coletadas na residencia do paciente, no consultorio medico ou em uma clinica, a certa distancia do 
laboratorio onde o exame sera realizado. Como os trofozoitos sofrem rapida desintegraqao apos evacuaqao e nao 
formam cistos, as amostras de fezes liquidas devem ser examinadas dentro de 30 minutos apos a sua coleta (e nao 
30 minutos apos a chegada da amostra ao laboratorio), enquanto as fezes semiformadas devem ser examinadas 
dentro de 60 minutos, de modo a detectar os trofozoitos moveis, particularmente nos casos de suspeita de infecqao 
por E. histolytica. As fezes formadas, nas quais nao se espera a presenqa de trofozoitos, podem ser examinadas 
dentro de ate 24 horas apos a evacuaqao a procura de ovos de helmintos. As amostras de fezes nunca devem ser 
congeladas e descongeladas ou colocadas em estufa, visto que as formas parasitarias podem sofrer rapida 
deterioraqao. 

Existem varios conservantes para fixaqao permanente de amostras de fezes que sao guardadas para proposito de 
ensinamentos futuros ou que precisam ser enviadas a laboratories de referenda para analise. O Boxe 22.3 fornece a 
formulaqao e preparaqao de varios conservantes utilizados atualmente. As vantagens e desvantagens estao 
resumidas adiante. 

Formol e alcool polivinilico. As amostras de fezes colocadas em dois frascos, um contendo formol e o outro 
PVA, tern sido o metodo padrao empregado para a conservaqao das amostras de fezes com a fmalidade de exame 
morfologico dos ovos, das larvas e dos parasitas protozoarios. Ambos continuam sendo excelentes conservantes; 
entretanto, conforme assinalado adiante, existem altemativas aceitaveis. Conforme comentado em ediqoes anteriores 
deste livro, os ovos de Trichuris trichiura e os cistos de Giardia nao se concentram tao bem em PVA como em 
material fixado com formol; de modo semelhante, a morfologia das formas larvarias de Strongvloides stercoralis e 
precaria em amostras de fezes fixadas com PVA, e os oocistos de Cystoisospora (Isospora ) belli podem nao ser 
detectados. 

Fixadores alternativos. A preocupaqao quanto a toxicidade do formol e a dificuldade de descartar conservantes 
contendo cloreto mercurico levou varios fomecedores comerciais a oferecer altemativas para o padrao-ouro, o 
reagente de PVA de baixa viscosidade (LV-PVA). Em um estudo de 68 amostras de fezes ffescas, contendo, em seu 
conjunto, 31 formas parasitarias, Jensen et al. 1 '" concluiram que o Proto-Fix® (Alpha-Tec Systems, Vancouver, 
WA) e o EcoFix® (Meridian Diagnostics, Cincinnati, OH) constituiram substitutos ambientalmente seguros do 
PVA, resultando em menor deformaqao dos parasitas. Em um estudo de 20 amostras de fezes positivas contendo um 
ou mais parasitas com estagios de ovos, larvas e cistos, Pietrzak-Johnston et al , 203 tambem concluiram que o 


EcoFix® e comparavel ao LV-PVA tradicional para a visual izagao de protozoarios em esfregagos de coloragao 
permanente; esses achados confirmaram os dados anteriores fomecidos por Garcia e Shimizu. Em cada um desses 
estudos, as formas parasitarias apresentaram detalhes nucleares bem-definidos, com maior facilidade de identificar 
certos parasitas nas amostras conservadas em EcoFix® do que nas amostras tradicionais fixadas com PVA. 

Quando adequadamente corados por tecnicas padroes, os microrganismos apresentam citoplasma azul- 
esverdeado a purpura e cromatina vermelha a purpura-vermelha contra um fiindo de coloragao verde. Os ovos e as 
larvas de helmintos possuem aspecto vermelho ou purpura. 

Mais recentemente, foram comercializados varios conservantes de um frasco. Esses conservantes apresentam 
varias vantagens e relativamente poucas limitagoes. Tanto o esfregago permanente quanto o concentrado podem ser 
efetuados a partir de um unico frasco. Esses conservantes nao contem cloreto mercurico, de modo que o descarte e 
mais simples e menos dispendioso. Felizmente, os imunoensaios para fezes sao, em sua maioria, compativeis com 
esses conservantes. Em alguns casos, podem ser ligeiramente mais dispendiosos do que os conservantes 
tradicionais. Existem algumas diferengas de cor, em comparagao com a coloragao das amostras de fezes com 
corantes tradicionais, porem e possivel aprender essas diferengas. De modo global, constituem uma opgao aceitavel 
e ecologica para os conservantes tradicionais de formoI/PVA. Dispoe-se no comercio de varios dispositivos de 
concentragao fecal, incluindo o tubo FPC JUMBO® e os sistemas conectores FPC HYBRID® (Evergreen 
Scientific, Los Angeles, CA), o sistema de concentragao PARA-SED® (Medical Chemical, Torrance, CA) e o 
sistema de concentragao MACROCON® (Meridian Diagnostics, Cincinnati, OH), alem de uma base de trabalho de 
contagem automatica para analise microscopica de concentrados fecais (DiaSys, Waterbury, CT), conforme 
apresentado por Garcia. 84 Pode-se recomendar cada um desses produtos de uso corrente nos laboratories clinicos. 

Exame visual. As amostras de fezes recentemente evacuadas e enviadas para detecgao de parasitas devem ser 
examinadas visualmente a procura de bario, oleos ou outros materiais que podem tomar inaceitavel o processamento 
posterior. As manchas de sangue ou de mucina devem ser especificamente selecionadas para exame microscopico, 
visto que podem provir diretamente de ulceras ou abscessos purulentos, onde a concentragao de amebas ou outros 
parasitas (p.ex., Balantidium ) pode ser mais elevada. O exame visual tambem pode ser utilizado para determinar os 
procedimentos adequados a serem realizados. E improvavel que as fezes formadas contenham trofozoitos; por 
conseguinte, as preparagoes a fresco sao habitualmente desnecessarias, e somente concentrados precisam ser 
preparados. Os ovos e as larvas de helmintos e os cistos de protozoarios podem ser observados no sedimento de 
concentrados. As preparagoes diretas devem limitar-se a amostras de fezes liquidas e semiformadas, e devem-se 
preparar esfregagos corados para melhor demonstragao da estrutura interna de qualquer forma parasitaria observada. 
Essas abordagens sao descritas de modo mais detalhado nas segoes adiante. 

Processamento de amostras de fezes frescas para pesquisa de ovos e parasitas. Se houver 
necessidade de examinar amostras de fezes frescas, o que e raro, devem-se examinar amostras de fezes liquidas 
dentro de 30 minutos apos a sua evacuagao (e nao dentro de 30 minutos apos a sua chegada ao laboratorio), de 
modo a maximizar a probabilidade de identificar trofozoitos moveis. As amostras de fezes de consistencia pastosa, 
que podem conter trofozoitos e/ou cistos, devem ser examinadas dentro de 1 hora apos a evacuagao. Nos casos em 
que houver demora no exame (p.ex., em consequencia do transporte prolongado das amostras), a amostra deve ser 
conservada conforme discutido anteriormente, de modo a evitar a possivel desintegragao dos trofozoitos. As 
amostras de fezes formadas devem ser conservadas de modo semelhante ou podem ser mantidas por ate 1 dia com 
refrigeragao; elas nao irao conter protozoarios, mas podem conter ovos de helmintos. Devem-se efetuar tres tipos de 
preparagoes para amostras de fezes liquidas e pastosas enviadas para exame parasitologico: (1) preparagao direta a 
fresco, (2) concentrados e (3) esfregagos corados permanentes. Apenas os concentrados e os esfregagos corados 
permanentes precisam ser preparados com amostras de fezes recebidas em conservante. 


Boxe 22.3 


Fixadores comuns para amostras de fezes | Formulates e preparagao 

Solucao salina-formol a 10% 

Em um recipiente apropriado com tampa hermeticamente fechada, adicionar 100 ml de formaldeldo em 900 ml de cloreto de sodio a 0,85%. 

Vantagens 



• E prontamente dispom'vel, facil de preparar e serve como fixador para todos os propositos 

• 0 reagente preparado tem urn longo prazo de validade 

• A morfologia dos ovos de helmintos, larvas, cistos de protozoarios e cocddeos e preservada 

• As amostras conservadas em formol sao apropriadas para procedimentos de concentra^ao, microscopia de epifluorescencia e uso de corantes 
alcool-acidorresistentes, safranina e cromotropicos e sao compativeis com kits de imunoensaio. 

Desvantagens 

• As amostras conservadas em formol nao sao apropriadas para a preparado de esfregagos corados pelo tricromo 

• A preservaqio e inadeguada para manter a morfologia dos trofozoi'tos de protozoarios 

• Os rn'veis de formol precisam ser monitorados de acordo com os regulamentos vigentes, embora sejam habitualmente muito baixos e dentro dos 
ni'veis seguros estabelecidos. 

Alguns parasitologistas preferem uma formula contendo formol a 5%, gue e considerada menos lesiva para os protozoarios e gue emite menos 
vapores de formol no ambiente laboratorial. 

LV-PVA 

Formulaqio 

PVA, 10,0 g 

Alcool eti'lico a 95%, 62,5 mi 

Cloreto mercurico, aguoso saturado 125,0 mi 

Glicerina, 3,0 mi 

Preparagao 

Os ingredientes liguidos sao misturados em urn bequer de 500 mi, e adiciona-se o po de PVA sem misturar. Cobrir o bequer com papel ou papel- 
aluminio e deixar o PVA embeber durante a noite. Aguecer lentamente a mistura a 75°C e girar suavemente durante cerca de 30 s ate obter uma 
suspensao ligeiramente leitosa. 

Vantagens 

• A morfologia dos trofozoi'tos e cistos de protozoarios e bem-preservada 

• 0s esfregagrs permanentes corados pelo tricromio sao facilmente preparados 

• As formas dos parasitas sao bem-conservadas e aderem a lamina 

• As amostras conservadas permanecem estaveis durante varios anos. 

Desvantagens 

• A morfologia dos ovos e das larvas de helmintos, dos coccfdeos e dos microspori'dios e inadeguadamente conservada 

• 0 cloreto mercurico e o principal ingrediente, o gue torna difi'cil e dispendiosa a eliminagao do fixador 

• E difi'cil preparar o reagente no laboratory 

• Nao pode ser utilizado para procedimentos de concentraqio ou kits de imunoensaio 

• Inadeguado para corantes alcool-acidorresistentes, de safranina e cromotroficos. 

MIF 

Formulaqio 

As duas solutes precisam ser preparadas e conservadas separadamente e so misturadas imediatamente antes de seu uso. 

Soiu0o I 

Tintura de mertiolato, 1:1.000,40 mi 
Formaldei'do, 10% aguoso (USP), 5 mi 
Glicerol, 1 mi 
Agua destilada, 50 m£ 

Soiu0o II 

Cristais de iodeto de potassio (Kl), 10 g 

Cristais de iodo (adicionar apos dissolugao do Kl), 5 g de agua destilada, 100 mi 




Preparagao 

0 prazo de validade de cada solugao e de muitos meses quando conservada em temperature ambiente, em fresco escuro. Em urn pequeno fresco, 

misturar 9,4 ml da solugao I com 0,6 ml da solugao II, imediatamente antes do uso. Adicionar o equivalente de aproximadamente 1/4 de colher de 

cha de fezes frescas e misturar por completo com bastao aplicador. Deixar a suspensao sedimentar durante 24 h; em seguida, com uma pipeta, retirar 
uma pequena porgao da camada media de cor laranja-palido e a camada inferior de Colorado mais intensa para a preparagao de esfregagos. 

Vantagens 

• Os componentes do reagente fixam e coram as formas parasitarias 

• A preparagao e facil, e o prazo de validade e longo 

• Apropriado para procedimentos de concentragao. 

Desvantagens 

• A semelhanga do conservante de formol, nao e apropriado para a preparagao de esfregagos permanentes corados pelo tricromio 

• A morfologia dos trofozoitos dos protozoarios e inadequadamente conservada 

• 0 iodo pode interferir em outros corantes e fluorescencia e pode causar deformagao dos protozoarios. 

Sodio (SAF) 

Formulagao 

Formaldeido (solugao a 37% a 40%), 0,6 ml 
Acido acetico glacial, 0,3 ml 
Acetato de sodio, 225,Omg 
Agua destilada, 13,88 ml 

Preparagao 

Dissolver o acetato de sodio na agua destilada, adicionar lentamente as solugoes de acido acetico glacial e formol, misturar e armazenar. 0 prazo de 
validade edevarios meses. 

Vantagens 

• Facil de preparer, e o reagente possui prazo de validade longo 

• Apropriado para corantes alcool-acidorresistentes, de safranina e cromotroficos 

• Nao interferem nos ensaios de kits de imunoensaio 

• Desprovido do cloreto mercurico quimico toxico. 

Desvantagens 

• Deve-se utilizar albumina-glicerina ou aditivo semelhante para a aderencia da amostra as laminas 

• Os corantes permanentes sao inferiores aos obtidos com o fixador PVA ou de Schaudinn. 

Fixadorde Schaudinn 
Formulagao 

Cloreto mercurico, solugao aquosa saturada (HgCI 2 ), 110 g 
Agua destilada, 1.000 ml 

Preparagao 

Em urn bequer em banho-maria colocado em uma capela, ferver o cloreto mercurico ate dissolver e deixar em repouso durante varias horas ate a 
formagao de cristais. 

Fixador de Schaudinn (estoque) 

Cloreto mercurico, solugao aquosa saturada, 600 ml 
Alcool eti'lico a 95%, 300 mf' 

Adicionar 5 ml de acido acetico glacial por 100 ml da solugao estoque imediatamente antes do uso. 

Vantagens 

• 0s trofozoitos e cistos de protozoarios sao bem conservados 



• Os esfrega^os corados permanentes sao facilmente preparados. 

Desvantagens 

• 0 doreto mercurico e o principal ingrediente, tornando difi'cil e dispendiosa a eliminaqio do fixador 

• A morfologia dos ovos e das larvas dos helmintos, dos cocci'deos e dos microsporidios e inadeguadamente conservada 

• Deve-se utilizar albumina-glicerina ou um aditivo semelhante para a aderencia da amostra as laminas 

• Menos apropriado do gue outros conservantes para procedimentos de concentraqio. 

PVA modificado (cobre ou zinco) 

Vantagens 

• Apropriado para a preparagao de esfrega^os permanentes corados pelo tricromio 

• Nao utiliza doreto mercurico. 

Desvantagens 

• Colorado inconsistente 

• A morfologia dos microrganismos e precaria, particularmente com a modificado de cobre. 

Fixadores em frasco unico (inclui EcoFix, Unifix, Protofix, STF e Parasafe) 

Vantagens 

• Tanto o esfrega^o concentrado guanto o permanente podem ser preparados a partir de um unico frasco 

• Nao utiliza doreto mercurico 

• Muitos imunoensaios podem ser realizados com esse fixador. 

Desvantagens 

• Existem algumas limitagoes guanto aos corantes gue podem ser usados com determinados fixadores 

• Podem ser maisdispendiosos 

• Algumas diferengas de Colorado e possiveis inconsistencias de Colorado. 


As preparagoes diretas com solugao salina sao valiosas para a detecgao de trofozoitos moveis. Os ovos e as 
larvas de helmintos e cistos de protozoarios tambem podem ser observados em preparagoes diretas com solugao 
salina; a adigao de uma gota de iodo pode ajudar na visualizagao dessas formas. Para as amostras fecais aquosas ou 
llquidas, a centrifugagao da amostra pode ser suficiente, visto que os trofozoitos nao se concentram adequadamente 
em amostras de fezes llquidas, e os cistos que podem estar presentes serao observados no sedimento. O exame 
direto pode ser omitido no processamento de fezes de consistencia pastosa, visto que qualquer forma parasitaria 
presente ainda sera detectada na preparagao concentrada. 

A identificagao final dos parasitas nao deve ser efetuada apenas a partir do exame de preparagoes diretas; com 
efeito, esfregagos corados permanentes devem ser preparados e examinados para confirmar os aspectos 
morfologicos caracteristicos. Devem-se efetuar coloragoes permanentes de qualquer especime quando houver 
previsao de uma demora no transporte (ver adiante). 

Preparagao de exames diretos a fresco. O procedimento para preparagao a fresco e util para a identificagao de 
trofozoitos, cistos e oocistos de protozoarios e ovos e larvas de helmintos. A preparagao com solugao salina e 
efetuada por meio de emulsificagao de uma pequena quantidade de amostra de fezes com uma gota de solugao 
fisiologica sobre uma lamina de microscopio, cobrindo-se entao a mistura com uma laminula. O ideal e efetuar duas 
preparagoes na mesma lamina, utilizando iodo na segunda. As preparagoes devem ser espessas o suficiente para que 
se possa ainda ler um jornal atraves da lamina. Se a preparagao for demasiado espessa, particularmente quando se 
utiliza iodo, as formas parasitarias frequentemente coram-se de modo precario, podendo ser dificil diferencia-las dos 
detritos de fiindo. Por outro lado, se o esfregago for excessivamente fino, as formas parasitarias presentes em baixo 
numero podem ser demasiado diluidas e omitidas durante um exame microscopico de rotina. As preparagoes com 
solugao salina tambem podem ser efetuadas para observar a motilidade dos trofozoitos. Os cistos de protozoarios 
tambem parecem mais refringentes nas preparagoes com solugao salina do que naquelas que utilizam iodo. Com 
frequencia, as estruturas intemas dos trofozoitos ou dos cistos de protozoarios sao pouco delineadas em preparagoes 



com solugao salina, dificultando a identificagao defmitiva. E preciso preparar sempre esfregagos com coloragao 
permanente, particularmente se houver suspeita de Giardia. 

Os oocistos de especies de Cvclospora podem ser observados ao exame microscopico de preparagoes a fresco 
utilizando a microscopia de fluorescencia UV, quando aparecem com coloragao intensamente azul (filtro de 
excitagao UV regulado em 330 a 365 nm). O uso da microscopia de campo luminoso e de fluorescencia proporciona 
uma abordagem eficiente e confiavel para esse diagnostico. Alem disso, devem-se preparar esfregagos adicionais 
em caso de a identificagao do parasita nao ser efetuada a partir das preparagoes originais. 

Utiliza-se iodo como corante para destacar as estruturas intemas dos parasitas intestinais. Devem-se utilizar 
solugoes de iodo a 1% (p.ex., iodo de D’Antoni, preparado pela adigao de 1,0 g de iodeto de potassio e 1,5 g de 
cristais de iodo em po a 100 ml de agua destilada). A solugao de iodo de Lugol, que e utilizada para coloragao pelo 
metodo de Gram, em concentragao total e demasiado forte para a coloragao dos protozoarios, mas pode ser usada se 
uma solugao recentemente preparada for diluida a 1:5 com agua destilada. Entretanto, o exame de preparagoes com 
iodo apenas pode nao ser satisfatorio, visto que os trofozoitos perderam a sua motilidade. Podem-se efetuar 
preparagoes com solugao salina e com iodo em uma unica lamina de microscopio, facilitando a comparagao de 
quaisquer formas suspeitas. 

Quando desejado, pode-se vedar a laminula. Pode-se aplicar uma preparagao de vaselina e parafina derretidas, 
em uma proporgao de 1:1 nas bordas da laminula, utilizando a ponta de um swab com algodao. A parafina e a 
vaselina devem ser aquecidas a cerca de 70°C de modo que ambas sejam misturadas imediatamente antes do uso. A 
vedagao e feita colocando-se, em primeiro lugar, uma gota da mistura quente nos quatro cantos para segurar a 
laminula. Em seguida, uma fina camada da mistura e espalhada ao longo das bordas. A laminula selada mantem os 
organismos imoveis quando se utilizam objetivas de imersao em oleo e impede-se que a preparagao seque. Podem- 
se utilizar outras preparagoes apropriadas para vedagao, quando desejado (p. ex., esmalte transparente para unhas). 

Toda a area da laminula deve ser sistematicamente examinada com um movimento para tras e para frente 
superposto, utilizando uma objetiva de 10x. Se for observada uma forma suspeita, pode ser necessario utilizar um 
aumento maior para analisar os detalhes intemos. 

Metodos de concentragao das fezes. Com frequencia, os ovos, os cistos e os trofozoitos estao presentes nas 
fezes em quantidade tao escassa que e dificil detecta-los em preparagoes ou esfregagos diretos; por conseguinte, 
devem-se efetuar sempre procedimentos de concentragao. Os dois metodos mais comumente utilizados sao (1) a 
flutuagao e (2) a sedimentagao. Ambos tern por objetivo separar os protozoarios intestinais e ovos de helmintos dos 
detritos fecais em excesso. Os detalhes desses procedimentos sao encontrados no Quadro 22.1 online. 

► Tecnicas de flutuagao. As tecnicas de flutuagao sao usadas com menos frequencia nos laboratories clinicos do 
que o procedimento de sedimento. O metodo de flutuagao utiliza solugoes que apresentam maior densidade do que 
os microrganismos, de modo que certas formas parasitarias sobem a superficie, enquanto os detritos fecais 
sedimentam-se no fiindo. Com mais frequencia, utiliza-se o sulfato de zinco com densidade de 1,18. Por outro lado, 
a densidade dos protozoarios e de muitos ovos de helmintos e mais baixa. Por exemplo, a densidade de um ovo de 
ancilostomideo e de 1,055, a de um ovo de Ascaris e de 1,110, a de um ovo de Trichiura, de 1,150 e a dos cistos de 
Giardia, de 1,060. 

A principal vantagem da tecnica de flutuagao e que ela produz um material mais limpo, em que as formas 
parasitarias sao faceis de identificar. A principal desvantagem e a de que as paredes dos ovos e dos cistos 
frequentemente sofrem colapso, dificultando, assim, a sua identificagao; alem disso, alguns ovos de parasitas nao 
flutuam. Os ovos operculados de trematodeos e de cestoides tambem podem nao ser detectados, visto que a alta 
concentragao da suspensao de sulfato de zinco provoca a abertura do operculo e o enchimento do ovo com liquido, 
que sedimenta no fiindo do tubo. Por esse motivo, tanto o filtrado a superficie quanto o sedimento do fiindo devem 
ser examinados ao microscopio. 

Bartlett et al . 13 descreveram uma tecnica de flutuagao modificada com sulfato de zinco, que pode ser adaptada 
para uso com amostras que foram fixadas com formol. A fixagao com formol nao apenas impede a abertura dos 
ovos operculados, de modo que podem ser detectados no procedimento de flutuagao, como tambem impede a 
deformagao da morfologia causada por solugoes de sal de alta densidade. 

► Tecnicas de sedimentagao. Sao utilizadas solugoes com densidade mais baixa que a dos parasitas, concentrando, 
assim, os ovos, os cistos e outras formas no sedimento. As tecnicas de sedimentagao sao recomendadas para 
laboratories de diagnostico gerais, visto que sao de execugao mais facil e estao menos sujeitas a erros tecnicos. 


A concentrate) de parasitas intestinais por tecnicas de sedimentagao ou centrifiigagao leva ao isolamento 
eficiente dos protozoarios, ovos e larvas, embora a sua deteegao possa ser diflcil em preparagoes microscopicas e 
em esfregagos corados, devido a quantidade comparativamente grande de detritos de fiindo. O dietil eter foi 
substituldo pelo acetato de etila no procedimento de concentragao de formol utilizado na maioria dos laboratories. 
Young et air" 4 demonstraram que o acetato de etila e menos inflamavel e menos perigoso do que o dietil eter, alem 
de nao comprometer a capacidade de concentragao dos cistos e dos ovos. E preciso ter cuidado durante as etapas de 
lavagem no procedimento para a decantagao cuidadosa do sobrenadante; caso contrario, pode-se perder um numero 
significativo de formas parasitarias. Neimeister et a/. 1 demonstraram que o Hemo-De®, disponivel em 
fomecedores comerciais, constitui um substitute efetivo do acetato de etila. Hemo-De® e um solvente com 
densidade e solubilidade semelhantes aquelas do acetato de etila; nao e inflamavel nem toxico e e biodegradavel 
(classificado como GRAS [generalmente considerado seguro; do ingles, generally regarded as safe]) pela US Food 
and Drug Administration). 

Esfregagos com coloragao permanente. Embora as preparagoes a fresco temporarias de material fecal para 
exame microscopico direto possam facilitar a rapida deteegao de parasitas intestinais em amostras de fezes, os 
protozoarios menores podem passar despercebidos. Por conseguinte, Garcia 87 e outros pesquisadores recomendam a 
preparagao de coloragoes permanentes como parte do exame de toda amostra de fezes enviada para exame 
parasitologico. A deteegao e a identificagao de Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis, tambem conhecida como 
G. lamblia e G. intestinalis , e de outras infeegoes por protozoarios podem ser acentuadamente melhoradas por meio 
de exame de esfregagos permanentes. 231 A morfologia dos cistos e dos trofozoitos e mais bem visualizada nos 
esfregagos corados. Alem disso, podem-se efetuar preparagoes permanentes a partir de esfregados corados para uso 
fiituro em aulas, bem como para consulta fiitura por especialistas, quando sao observadas formas incomuns. 

Em geral, sao utilizados dois tipos de corantes permanentes para a visualizagao de protozoarios intestinais em 
esfregagos de fezes: (1) a coloragao com hematoxilina ferrica e (2) a coloragao tricromica de Gomori modificada (de 
Wheatley). A coloragao pela hematoxilina ferrica e a tecnica tradicional usada para a defmigao mais exata da 
morfologia dos parasitas intestinais. O procedimento de coloragao e um tanto diflcil de controlar e deve ser efetuado 
por uma pessoa experiente, de modo a obter resultados otimos. Por conseguinte, a coloragao tricromica e 
amplamente utilizada nos laboratories de diagnostico. E de execugao facil, e sao obtidos bons resultados com 
amostras de fezes frescas e conservadas com PVA. O procedimento de coloragao tricromica e revisto de modo 
detalhado no Quadro 22.2 online. 

Existem doengas parasitarias causadas por protozoarios que nao sao detectaveis nem facilmente detectados na 
coloragao com hematoxilina ferrica ou coloragao tricromica modificada. Incluem a criptosporidiose, que acomete 
mais comumente pacientes imunocomprometidos, e a ciclosporidiose, que e habitualmente transmitida por 
alimentos. 267 As infeegoes por microsporidios, que inicialmente se acreditava fossem parasitas, mas que agora sao 
classificados como fiingos, sao discutidas no capitulo dedicado a micologia. 

Novos casos de diarreia foram descobertos precocemente na epidemia do HIV, e hoje se sabe que esses parasitas 
infectam uma variedade mais ampla de indivlduos. Destacam-se as especies de Cryptosporidium. Cystoisospora 
belli, anteriormente conhecida como Isospora belli, tambem infecta de modo semelhante populagoes 
imunocomprometidas. Por fim, Cvclospora, um parasita habitualmente associado a ocorrencia de doenga 
transmitida por alimentos, foi descrito e tambem pode infectar hospedeiros imunocompetentes e 
imunocomprometidos. Todos esses organismos coram-se bem com a coloragao alcool-acidorresistente modificada, 
em que se utilize acido sulfurico a 1% como descorante. Alem disso, dispoe-se tambem de um metodo com 
anticorpos fluorescentes para a deteegao visual de especies de Cryptosporidium. Em muitos produtos, esta 
disponivel em associagao a um anticorpo monoclonal dirigido contra cistos de Giardia duodenalis (discutida de 
modo detalhado mais adiante neste capitulo). Deve-se utilizar material fresco ou fixado com formol para a 
realizagao das tecnicas de coloragao alcool-acidorresistente e/ou de anticorpos monoclonais; as amostras 
conservadas com PVA nao podem ser utilizadas. 84 

Exame de amostras intestinais nao fecais 

Determinados parasitas, como Giardia duodenalis e Strongvloides stercoralis habitam comumente o duodeno e o 
jejuno. Podem ser necessarias amostras do conteudo duodenal para demonstrar a presenga desses organismos. Pode- 
se efetuar uma preparagao a fresco com solugao salina a partir do material aspirado para exame microscopico. Se 


forem observados organismos moveis, o exame de uma segunda preparagao com iodo pode ser util para destacar as 
estruturas intemas, possibilitando, assim, uma identificagao defmitiva. Nesse caso tambem, efetua-se raramente o 
exame de aspirados de duodeno ou jejuno frescos. Com mais frequencia, uma biopsia de intestino delgado e 
realizada e avaliada pelo cirurgiao patologista. 

O conteudo duodenal era mais comumente examinado no passado pelo teste do barbante. 137 O implemento 
utilizado e uma capsula de gelatina pesada contendo um barbante de nailon enrolado (disponivel no comercio como 
Enterotest®). Uma das extremidades do barbante faz protrusao da capsula, que e fixada no rosto do paciente. A 
capsula e deglutida e, por meio do peristaltismo, o barbante com peso alcanga o duodeno. Depois de 4 a 6 horas, o 
barbante e retirado, e o muco corado de bile aderido a extremidade distal e utilizado para efetuar preparagoes diretas 
e esfregagos corados para exame microscopico. O exame do conteudo duodenal so deve ser efetuado em pacientes 
com sinais e sintomas sugestivos de giardiase. McHenry el al , 172 obtiveram aspirados duodenais de 144 pacientes 
submetidos a endoscopia por outros motivos. Giardia duodenalis foi isolada em apenas um desses pacientes (0,7%). 

Enterobius vermicularis infecta o intestino grosso, porem a femea migra e deposita seus ovos na regiao perianal. 
Essa infecgao e mais bem-detectada pelo uso de uma fita de celulose ou produtos semelhantes atualmente 
disponiveis no comercio. Em resumo, a superficie aderente de uma tira de celulose transparente de 7,5 a 10 cm e 
aplicada as pregas perianais de um paciente com suspeita de infecgao por oxiuros (Quadro 22.5 online). As amostras 
coletadas pela manha, pouco depois do despertar do paciente e antes do banho, sao ideais para a detecgao de ovos. 
Pode-se utilizar um abaixador de lingua para proporcionar um apoio fume para a fita adesiva. Em seguida, a fita e 
colocada com o lado aderente para baixo sobre uma lamina de vidro e examinada a procura de ovos caracteristicos 
de E. vermicularis. Para obter amostra, pode-se utilizar uma “pa” disponivel no comercio com uma superficie plana 
aderente (BD Falcon SWUBE Pinworm Paddle). O aspecto microscopico de uma preparagao positiva esta ilustrado 
na Figura 22.1. 

Exame de amostras extraintestinais 

Escarro e outras amostras das vias respiratorias. Em raras ocasioes, os estagios larvares dos 
ancilostomideos, de Ascaris lumbricoides ou de Strongyloides stercoralis ou os ovos de P. westermani podem ser 
detectados em amostras de escarro ou outras amostras das vias respiratorias. Em geral, e suficiente efetuar uma 
preparagao direta a fresco com solugao salina. Se o escarro for muito espesso ou mucoide, pode-se adicionar uma 
quantidade igual de /V-acetil-L-cisteina a 3% para liquefazer a amostra, que, em seguida, e misturada durante 2 ou 3 
minutos e centrifugada. Apos a centrifugagao, efetua-se uma preparagao a fresco do sedimento para exame 
microscopico. Se, por algum motivo, houver atraso no exame da amostra de escarro, deve-se adicionar formol a 
10% para a conservagao dos ovos ou das larvas de helmintos. Os organismos presentes no trato respiratorio tambem 
podem ser identificados pelo citopatologista. 



■ FIGURA 22.1 Fotomicrografia de preparagao positiva de fita de celulose de um paciente com suspeita de infecgao por 
oxiuros, ilustrando varios ovos elipticos de paredes finas de Enterobius vermicularis. 



Urina e liquidos corporais. As amostras de grande volume devem permanecer em repouso durante 1 a 2 horas 
para sedimentar. A seguir, sao obtidos cerca de 50 ml do sedimento do fundo para centrifugagao. O sedimento 
altamente concentrado pode ser entao examinado apos realizagao de uma preparagao a fresco direta. Se forem 
observados elementos sugestivos de parasitas, o exame de uma preparagao com iodo ou de uma preparagao corada 
para destacar as estruturas intemas diagnosticas pode ser util. 

Biopsias teciduais e aspirados. As ulceras cutaneas (como aquelas observadas na leishmaniose), os nodulos 
cutaneos (que sao observados na oncocerclase e nas infecgoes por Mansonella streptocerca ) e os linfonodos podem 
ser aspirados com agulha fma ou submetidos a biopsia. Se houver suspeita de leishmaniose cutanea, o material deve 
ser aspirado com agulha e seringa abaixo do leito da ulcera. Pode-se obter um “fragmento de pele” para o 
diagnostico de leishmaniose subcutanea ao segurar uma pequena porgao da pele com uma pinga ou ao eleva-la com 
a ponta de uma agulha. Em seguida, a ponta do pequeno “cone” de pele e cortada com bisturi. O fragmento deve ser 
profundo o suficiente para incluir as papilas dermicas; entretanto, nao deve ser tao profiindo a ponto de produzir 
sangramento extenso. 

Todas as amostras de tecido obtidas por biopsia devem ser enviadas ao laboratorio sem a adigao de formol. Se 
nao for posslvel evitar um atraso no processamento, as amostras devem ser colocadas em fixador de PVA. Se a 
amostra for de consistencia mole, uma pequena porgao deve ser raspada e colocada em uma gota de solugao salina 
para exame direto a fresco. Alem disso, devem-se preparar esfregagos por impressao, exercendo compressao de uma 
superflcie recem-cortada de tecido contra a superflcie de uma lamina de vidro, que e imediatamente colocada em 
fixador, como solugao de Schaudinn. Podem-se utilizar a coloragao tricromica ou outros corantes. 

A parte restante do material de biopsia deve ser enviada em formol tamponado a 10% para exame histologico. 
Conforme assinalado anteriormente, o exame histologico de biopsias intestinais pode revelar uma ampla variedade 
de infecgoes. Os ovos de Schistosoma, Cryptosporidium, Giardia, Entamoeba histolytica e, em alguns casos, cortes 
transversais de E. vermicularis podem ser observados em amostras de biopsia, entre outros achados. Outros 
exemplos incluem a avaliagao de amostras pulmonares excisadas ou obtidas por biopsia, que pode reveler larvas de 
Strongyloides, ovos e/ou vermes de Paragonimus ou o nematoide degenerado Dirofilaria immitis. O patologista de 
doengas infecciosas e um parceiro do microbiologista na determinagao da causa das doengas infecciosas. Uma 
comunicagao colaborativa reflete-se em melhor assistencia posslvel do paciente. 

Raspados ou biopsia de cornea. Os raspados de cornea mostram-se uteis para estabelecer o diagnostico em 
casos suspeitos de ceratite por Acanthamoeba. Os raspados de cornea, que sao obtidos por um medico, sao 
colocados em lamina e fixados com alcool metilico por 3 a 5 minutos. Garcia 8 sugere que a coloragao seja efetuada 
com branco de calcofluor, um alvejante de uso textil disponivel no comercio. Para isso, uma solugao de branco de 
calcofluor a 0,1% e uma solugao de azul de Evans a 0,1% sao dissolvidas em agua destilada. Sao colocadas algumas 
gotas dessa solugao sobre o esfregago fixado com metanol durante 5 minutos. Em seguida, a lamina e inclinada, e o 
liquido e drenado em uma folha de papel absorvente; cobre-se com uma laminula, e examina-se a preparagao a 
procura de cistos de amebas (os trofozoitos nao se coram), que irao exibir uma fluorescencia verde-maga ou azul- 
esbranquigada, dependendo da combinagao de luz/filtro de excitagao usada. 

Biopsia muscular. As formas larvares espiraladas caracteristicas de Trichinella spiralis sao mais bem 
demonstradas em uma preparagao efetuada a partir de uma amostra de biopsia de musculo esqueletico (Prancha 
22.11 G). Garcia 87 sugere que o material de biopsia seja tratado com um liquido de digestao antes do exame. O 
liquido de digestao e preparado pela adigao de 5 g de pepsina a uma mistura de 1.000 ml de agua destilada e 7 ml de 
HC1 concentrado. O tecido e colocado em um fiasco de Erlenmeyer de boca larga, e o liquido de digestao e 
adicionado, em uma proporgao de 1 parte de tecido para 20 partes de liquido. A mistura da digestao e mantida a 
37°C durante 12 a 24 horas. Apos a digestao, algumas gotas do eluato sao examinadas ao microscopio, a procura de 
larvas. Se estas nao forem encontradas, deve-se centrifugar uma aliquota de 15 ml da mistura, e deve-se examinar o 
sedimento. 

Sangue. Embora o exame de sangue fresco raramente seja usado, pode ser realizado para a avaliagao de parasitas 
moveis. Pode-se colocar uma gota de sangue anticoagulado em uma lamina de microscopio, cobre-se com uma 
laminula, e a amostra e entao examinada ao microscopio a procura de grandes formas extraeritrocitarias 
frequentemente moveis, como tripanossomas e microfilarias. A presenga de microfilarias no sangue circulante exibe 
uma acentuada periodicidade, dependendo da especie envolvida; por conseguinte, o momenta de coleta da amostra e 
de importancia critica. Se houver suspeita de infecgao por filaria, os horarios ideais para a coleta de amostras para 


demonstrate) de microfilarias sao: Loa loa - meio-dia (das 10 as 14 horas); Brugia ou Wuchereria - a noite, depois 
de 20 horas; Mansonella - a qualquer momento; Onchocerca - a qualquer momenta. O exame direto do sangue nao 
tern nenhuma vantagem em relagao ao exame padrao de esfregagos espessos e fmos. Alem disso, esse tipo de 
avaliagao expoe desnecessariamente o examinador a patagenos transportados pelo sangue, de modo que nao e 
recomendado. 

Quando se examina um esfregago de sangue corado pela primeira vez, deve-se utilizar um baixo aumento (250x 
ou menos) a procura dessas formas parasitarias maiores, que podem passar despercebidas quando se utiliza apenas a 
objetiva de imersao em oleo. A morfologia dos parasitas intraeritrocitarios (i.e., Plasmodium e Babesia) e mais 
bem-observada em esfregagos de sangue periferico corados pelo metodo de Wright ou de Giemsa. 

Os esfregagos de sangue preparados para a deteegao de parasitas do sangue devem ser coletados especificamente 
para esse proposito. Os esfregagos devem ser preparados com amostras de sangue anticoagulado, o mais breve 
possivel apos a coleta, visto que a exposigao prolongada ao anticoagulante pode deformar a morfologia dos 
esquizontes maduros e gametocitos. Alem disso, pode ocorrer exflagelagao, e pode haver desenvolvimento dos 
estagios sexuados durante o armazenamento da amostra de sangue no ambiente laboratorial, que e mais frio do que a 
temperatura corporal. Os gametocitos exflagelados podem ser confundidos com especies de Borrelia ao exame 
microscopico. Os merozoitos, particularmente os de Plasmodium vivax, podem ser liberados de esquizontes 
maduros e invadir de novo os eritrocitos, nos quais podem assumir um aspecto semelhante a pequenas formas em 
anel tipo “ accolade ” de Plasmodium falciparum. Estas sao as razdes pelas quais se prefere a coleta de amostras de 
sangue capilar, com preparagao imediata de esfregagos de sangue espessos e fmos. Isso e comumente realizado em 
estudos de campo, porem raramente no ambiente hospitalar. 

Devem-se efetuar esfregagos de sangue tanto fmos quanto espessos. O esfregago espesso constitui a parte de 
sensibilidade desse ensaio e, em geral, e simplesmente utilizado para detectar a presenga de um parasita do sangue. 
Por outro lado, o esfregago fmo e a parte de especificidade do ensaio e e utilizado para identificar o agente 
etiologico, frequentemente ate o nivel de especie. 

Os esfregagos espessos consistem em uma camada espessa de eritrocitos lisados. Um esfregago espesso de 
densidade adequada e aquele que quase nao possibilita a leitura das palavras de um jomal atraves do esfregago. Os 
esfregagos sanguineos espessos contem 30 x a eoncentragao de elementos parasitarios em comparagao com uma area 
igual de um esfregago fmo. Por conseguinte, a preparagao do esfregago espesso e particularmente util na deteegao 
de parasitas causadores de malaria em infeegdes leves. Todavia, a morfologia dos trofozoitos e frequentemente 
comprometida, dificultando a identificagao em nivel de especie. Se forem observados elementos suspeitos de 
parasitas da malaria, deve-se preparar um esfregago fmo para a identificagao da especie. 

Para preparar um esfregago espesso, sao colocadas duas ou tres gotas de sangue sobre a superfreie de uma 
lamina de vidro, de modo a cobrir uma area equivalente a uma moeda de 10 centavos. Se a amostra de sangue 
capilar for obtida de pungao digital, deve-se deixar o sangue fluir livremente, devendo-se evitar a “ordenha” do 
dedo. Se for utilizado sangue nao coagulado, agita-se a gota durante cerca de 30 segundos, de modo a evitar a 
formagao de coagulos de fibrina. Se for usada uma amostra de sangue anticoagulado, o que, na atualidade, constitui 
a pratica quase universal, nao ha necessidade de agitar, visto que nao havera formagao de filamentos de fibrina. O 
anticoagulante de escolha e o acido etilenodiaminotetracetico (EDTA) de potassio. 

Colocam-se as laminas sobre a bancada, e deixam-se os esfregagos secar por completo, visto que qualquer 
umidade residual pode levar ao desprendimento do esfregago. O tempo de secagem e de pelo menos 30 minutos, 
porem pode ser muito mais prolongado em clima umido. O tempo de secagem pode ser reduzido ventilando-se o 
esfregago com um ventilador ou com um secador de cabelo ajustado no “frio”. A probabilidade de desprendimento 
aumenta com esfregagos preparados com sangue anticoagulado. Apos a secagem, o sangue deve ser lavado, 
colocando-se a lamina em agua ou em uma solugao tamponada imediatamente antes da coloragao. 

O esfregago fmo e utilizado principalmente para a identificagao defmitiva do parasita do sangue em nivel de 
genero e especie. E preparado exatamente como um esfregago de sangue periferico realizado para contagem 
diferencial. Devem-se preparar pelo menos dois esfregagos por paciente. O esfregago fmo consiste em espalhar o 
sangue em uma camada cuja espessura diminui progressivamente em diregao a borda agugada, onde os eritrocitos 
nao se superpoem. A borda agugada fma deve ter 1,5 a 2,0 cm de comprimento. E preciso ter cuidado na preparagao 
do esfregago fmo para assegurar que a borda agugada esteja uniformemente espalhada e livre de buracos, estrias ou 



outros artefatos. A preparagao dos esfregagos de sangue finos e espessos e descrita no Quadro 22.3 online. Pelo 
menos tres amostras devem ser obtidas em dias sucessivos se as amostras iniciais forem negativas para parasitas. 

Garcia (comunicagao pessoal) descreveu uma tecnica pela qual e possivel efetuar um esfregago espesso e fmo na 
mesma lamina. Duas ou tres gotas de sangue anticoagulado sao colocadas em uma das extremidades de uma lamina 
de vidro; em seguida, com um bastao aplicador, a gota sobre a superficie do restante da lamina e espalhada 
utilizando um movimento continuo de rotagao. Ambas as areas espessa e fina irao se formar onde os circulos 
concentricos fazem intersecgao. Ambos os esfregagos fmo e espesso devem ser corados o mais rapido possivel apos 
a preparagao, sempre dentro de 48 horas, com coloragao de Giemsa ou Wright. O pH do corante e do tampao precisa 
ser cuidadosamente controlado e deve situar-se entre 7,0 e 7,2. Os corantes utilizados no laboratorio de hematologia 
de rotina tern um pH mais proximo de 6,8, eliminando qualquer possibilidade de observagao de granulos de 
Schuffner ou pontilhado de Jame. Deve-se evitar o uso de instrumentos de coloragao automaticos. Os esfregagos 
espessos podem exigir exposigao ligeiramente mais longa ao corante do que o tempo usado para as preparagoes de 
esfregagos fmos. 

Recomenda-se o exame microscopico de pelo menos 300 campos com objetiva de imersao em oleo, com 
aumento de l.OOOx no esfregago fmo e aproximadamente 100 campos no esfregago espesso. O numero de 
organismos pode ser muito pequeno em pacientes que sofrem recidiva, naqueles que apresentam infecgao precoce 
ou em pacientes que receberam tratamento inadequado ou profilaxia parcial. Nesses casos, o numero de campos 
examinados deve ser duplicado. A interpretagao correta do esfregago espesso requer consideravel experiencia, e 
deve-se dispor de controles positivos. 

Identificagao e diferenciacao dos parasitas 

Embora determinados sinais e sintomas clinicos possam sugerir a possibilidade de doenga parasitaria, o diagnostico 
final e estabelecido pela demonstragao do agente etiologico em amostras adequadamente coletadas. Como muitos 
artefatos se assemelham a formas parasitarias, a identificagao final sempre deve se basear em criterios morfologicos 
bem-estabelecidos. As interpretagoes microscopicas, em particular, nao podem ser baseadas em conjeturas, e nao se 
deve estabelecer um diagnostico laboratorial de doenga parasitaria ate que seja possivel demonstrar claramente e de 
modo objetivo a presenga de caracteristicas adequadas de identificagao. A Prancha 22.1 fomece ilustragoes de 
varios artefatos que possuem caracteristicas sugestivas de verdadeiros parasitas. 

Tradicionalmente, os parasitas sao divididos em varios grupos morfologicos e/ou taxonomicos (p.ex., 
protozoarios, nematoides, cestoides, trematodeos etc.). E preciso reconhecer que ate mesmo parasitas estreitamente 
relacionados ou agrupados com base na taxonomia podem apresentar modos de infecgao e mecanismos de 
transmissao muito diferentes. Por exemplo, embora os ancilostomideos e os oxiuros estejam incluidos 
taxonomicamente entre os nematoides, existem diferengas consideraveis nos seus ciclos biologicos, formas de 
infecgao e gravidade das doengas que provocam. Com efeito, cada especie de parasita deve ser considerada unica 
em si mesma, de modo que as tentativas de agrupa- 

las por quaisquer criterios irao se deparar com certo grau de fracasso. 

O microscopio e o instrumento mais comumente utilizado para a identificagao dos parasitas. Por conseguinte, 
deve ter uma ocular com um micrometro ocular acuradamente calibrado. O procedimento para calibrar o 
micrometro ocular e apresentado no Quadro 22.4 online. A capacidade de medir exatamente o tamanho das formas 
parasitarias encontradas em amostras clinicas e, com frequencia, de importancia critica para a identificagao correta 
dos parasitas. Na discussao que se segue, sao enfatizadas as variagoes de tamanho de diversas formas parasitarias de 
importancia diagnostica. 

Ciclos biologicos dos parasitas humanos 

Muitos dos ciclos biologicos dos parasitas humanos estao incluidos nas segoes de identificagao laboratorial 
apresentadas adiante. A intengao nao e que os estudantes memorizam cada fase de cada ciclo biologico; na verdade, 
essas descrigoes sao uteis para identificar com precisao as formas infectantes, invasivas e diagnosticas de cada 
parasita, cujo conhecimento e necessario para o estabelecimento do diagnostico. DPDx e uma excelente fonte para 
estudantes e medicos. Esse site (http://www.cdc.gov/dpdx/) e mantido pela Division of Parasitic Diseases and 
Malaria dos CDC. Contem informagoes atualizadas, imagens coloridas e ciclos biologicos ilustrados dos parasitas 
mais comuns e de alguns menos comuns. 


A Figura 22.2 tem o proposito de fomecer uma orientagao global sobre os ciclos biologicos dos parasitas 
importantes para o homem. Com base em seus ciclos biologicos, os parasitas podem ser divididos em tres grandes 
grupos: (1) parasitas que nao tem hospedeiro intermediario, (2) parasitas que utilizam um hospedeiro intermediario 
e (3) parasitas que necessitam de dois hospedeiros intermediaries. 

Os parasitas que nao necessitam de hospedeiro intermediario sao transmitidos diretamente entre seres humanos 
ou entre animais por meio de agua ou alimentos contaminados com fezes. Isso e valido para a maioria dos 
protozoarios intestinais, bem como para alguns nematoides, como Enterobius vermicularis e Trichuris trichiura. A 
transmissao entre seres humanos ocorre por meio da transference de cistos ou de ovos que tem a capacidade de 
sobreviver em condi goes ambientais extemas e que contaminam os alimentos e abastecimentos de agua. Os ovos de 
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e dos ancilostomideos necessitam de um periodo de maturagao apos a sua 
eliminagao com as fezes no meio ambiente para que possam se tomar infectantes. 
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u FIGURA 22.2 Visao geral dos ciclos biologicos de alguns parasitas de importancia para o ser humano. Os parasitas sao 
divididos com base na sua necessidade de um ou dois hospedeiros intermediaries ou nenhum. Estao incluidos sumarios dos 
hospedeiros intermediaries comuns. 

Ciclos biologicos diretos versus indiretos dos nematoides. Enterobius vermicularis e Trichuris trichiura 
sao os dois parasitas humanos comuns com ciclo biologico direto. Isso significa que, apos a ingestao do ovo e a 
liberaqao das larvas intestinais, a forma adulta desenvolve-se no trato intestinal. Por outro lado, nos ciclos 
biologicos indiretos, as larvas imaturas migram para os pulmoes e, em seguida, sao deglutidas e desenvolvem-se na 
forma adulta no trato intestinal. Esse ciclo pode ser observado com parasitas transmitidos por via fecal-oral, como 
os ovos de Ascaris lumbricoides ou com parasitas larvares que sao capazes de penetrar atraves da pele humana 
intacta, como os ancilostomideos e Strongyloides stercoralis. 
































Os parasitas que necessitam de um hospedeiro intermediario envolvem comumente um mamifero de grande 
porte, um roedor, um crustaceo ou um inseto vetor no interior do qual completam o seu ciclo biologico. Esse 
processo pode ser simples ou complexo. Por exemplo, os seres humanos atuam como hospedeiro defmitivo de 
Taenia spp., que residem no trato intestinal. O hospedeiro defmitivo e o hospedeiro no qual ocorre a reprodugao 
sexuada. Os suinos e os bovinos, para T. solium e T. saginata, respectivamente, sao os hospedeiros intermediaries 
desses parasitas, que estao presentes na forma de larvas encistadas e residem no musculo esqueletico do animal. O 
ciclo parasitario e completado quando os seres humanos ingerem a forma parasitaria encistada na came crua ou 
inadequadamente cozida. As larvas liberadas fmalmente encontram o seu trajeto ate o intestino, onde amadurecem 
em vermes adultos. Uma ressalva no caso das infecgoes por T. solium e o fato de que os seres humanos tambem 
podem atuar como hospedeiro intermediario do parasita se ingerirem um ovo viavel. Quando a forma larvaria dessa 
tenia esta presente nos seres humanos, a doenga e denominada cisticercose. 259 A equinococose e outro exemplo de 
doenga larvaria cistica nos seres humanos. Na equinococose, os caninos, que sao os hospedeiros defmitivos ou 
primarios, abrigam a forma adulta do equinococo no intestino. No ciclo biologico normal da equinococose, o 
cameiro normalmente serve como hospedeiro secundario ou intermediario, no qual, apos a ingestao de ovos 
infectantes, ocorrem lesoes cisticas principalmente no figado. O ciclo biologico do parasita se completa quando caes 
e outros camivoros ingerem as visceras infectadas por larvas de ovinos mortos. Os seres humanos adquirem 
acidentalmente a infecgao quando ingerem os ovos encontrados nas fezes do cao. 

Os parasitas que envolvem insetos habitualmente passam por uma serie complexa de estagios de 
desenvolvimento antes da liberagao da forma infectante. Por exemplo, na malaria, os plasmodios sofrem 
recombinagao sexual, com produgao de oocineto dentro do mosquito, antes da formagao de esporozoitas infectantes 
nas glandulas salivares do mosquito. A seguir, esses esporozoitas sao injetados em um hospedeiro humano durante 
uma refeigao de sangue. Existem semelhangas nos ciclos biologicos em certas doengas, como a tripanossomiase, a 
leishmaniose e a filariase. 

Os parasitas que necessitam de dois hospedeiros intermediaries (Diphyllobothrium latum e a maioria dos 
trematodeos) seguem ciclos biologicos semelhantes. Os ovos eliminados pelo parasita adulto dentro do hospedeiro 
definitivo eclodem em um ambiente aquoso apropriado e liberam formas ciliadas que nadam livremente, 
denominadas miracidios. Os miracidios sao altamente moveis e deslocam-se com muita rapidez (2 mm/s). Por meio 
da agao de fotorreceptores, receptores de toque e quimiorreceptores, os miracidios sao atraidos para o caramujo 
hospedeiro complementar. A fixagao precisa ocorrer dentro de poucas horas, visto que o seu tempo de sobrevida e 
muito curto. Possuem glandulas de localizagao anterior, que secretam enzimas proteoliticas para penetrar no 
tegumento do caramujo. A penetragao no caramujo leva cerca de 30 minutos, e, durante esse periodo, o miracidio 
perde os cilios. Uma vez no interior do caramujo, cada miracidio transforma-se no estagio de esporocisto, no qual 
ocorre multiplicagao assexuada, produzindo a forma seguinte, denominada redia. Em seguida, formam-se 
numerosas cercarias infectantes que nadam livremente. 

As cercarias ocorrem em uma variedade de formas, dependendo da especie. Apos a sua liberagao do caramujo, 
as cercarias procuram e invadem a came de crustaceos ou de peixes (i.e., o segundo hospedeiro intermediario), por 
meio da agao de enzimas produzidas por varias glandulas de penetragao paraorais. O hospedeiro defmitivo toma-se 
infectado quando ingere as metacercarias contidas na carne crua ou inadequadamente cozida de crustaceos ou 
peixes. Existem algumas excegoes a esse ciclo biologico geral entre os trematodeos. Por exemplo, no ciclo biologico 
das especies de Fasciola e Fasciolopsis, as cercarias fixam-se a plantas aquaticas na forma de metacercarias 
encapsuladas inativas, em lugar de infectar um segundo hospedeiro intermediario. Os seres humanos sao infectados 
por esses parasitas quando ingerem plantas aquaticas cruas ou inadequadamente cozidas sobre as quais estao fixadas 
essas metacercarias. 

Protozoarios intestinais 

Na atualidade, sao reconhecidos quatro grandes grupos de protozoarios intestinais: (1) as amebas, (2) os flagelados, 
(3) os ciliados e (4) os coccideos. A tarefa de aprender as caracteristicas diferenciais desses protozoarios e 
ligeiramente facilitada quando se constata que existem apenas algumas especies de importancia medica dentro de 
cada um desses grupos principais. De acordo com a classificagao proposta por Levine el a/., 152 os seguintes 
protozoarios intestinais serao apresentados aqui: 

Ameba 


Entamoeba histolvtica/Entamoeba dispar/Entamoeba hartmanni 
Entamoeba dispar 
Entamoeba coli 
Entamoeba polecki 
Iodamoeba biitschlii 
Endolimax nana 
Flagelados 

Giardia intestinalis (antigamente G. duodenalis) 

Chilomastix mesnili 
Dientamoeba fragilis 
Pentatrichomonas hominis 
Ciliados 

Balantidium coli 
Cocddeos 

Especies de Cryptosporidium 
Cystoisospora (Isospora) belli 
Especies de Sarcocystis 
Especies de Cyclospora 

Amebas intestinais 

Tres generos de amebas podem habitar o trato intestinal do ser humano: Entamoeba, Iodamoeba e Endolimax. 
Algumas especies desses generos, como Entamoeba coli, nao sao consideradas patogenicas. E importante que essas 
especies sejam identificadas de modo objetivo em amostras de fezes e que nao sejam confundidas com outros 
protozoarios capazes de causar doenga. Alem disso, e habitualmente evidente que o paciente foi exposto a agua ou 
alimentos nao limpos. Entre as amebas, Entamoeba histolytica e o principal patogeno do ser humano. Desde o inicio 
do treinamento, os estudantes precisam desenvolver uma abordagem pela qual possam identificar consistentemente 
esse parasita quando observado em amostras de fezes. Foi constatado que E. hartmanni, que se assemelha a 
Entamoeba histolytica, e a especie recentemente designada Entamoeba dispar, que serao descritas de modo mais 
detalhado adiante, nao sao patogenicas e tern pouca importancia clinica quando identificadas em amostras de 
fezes. 59 

Amebi'ase e Entamoeba histolytica. A disenteria amebiana e causada por cepas patogenicas de E. 
histolytica . 2I " O microrganismo e transmitido por via fecal-oral direta por meio de suprimentos de alimentos e 
abastecimento de agua contaminados, seja diretamente a partir dos excrementos de individuos infectados, ou de 
modo indireto por baratas ou moscas que podem atuar como vetores mecanicos. As melhorias nas condigoes 
sanitarias e socioeconomicas e as mudangas em praticas especificas, como lavagem das maos, controle das moscas, 
melhor qualidade da agua e instalagoes sanitarias, sao necessarias para o controle da transmissao do parasita. 
Estima-se que 5 a 50% dos individuos em areas endemicas sejam portadores intestinais de Entamoeba histolytica. 
Desses individuos, 10% irao desenvolver doenga intestinal disenterica invasiva, enquanto 0,5% irao apresentar 
doenga extraintestinal, mais comumente abscessos hepaticos. Entre aqueles que apresentam abscessos hepaticos, 2 a 
10% morrem. A taxa de mortalidade pode alcangar ate 70% em pacientes com colite fulminante. As sindromes 
clinicas associadas as infecgoes por E. histolytica sao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.1. A Figura 
22.3 mostra o ciclo biologico de E. histolytica, como prototipo de todas as amebas intestinais. 

Identificagao laboratorial. Os cistos e os trofozoitos das amebas intestinais precisam ser diferenciados de uma 
variedade de artefatos de fundo que podem estar presentes em preparagoes microscopicas e esfregagos de material 
fecal, gerando confusao. % Welsh 265 ressalta que a identificagao correta das amebas depende da observagao acurada 
por tecnicos de laboratorio experientes e lamenta a alta frequencia de identificagoes tanto em excesso quanto 
insuficientes das amebas em amostras de fezes. Isso pode ser evidenciado frequentemente pelo baixo desempenho 
dos levantamentos nacionais de testes de proficiencia. Foram citados varios estudos, indicando que, em ate um tergo 
dos laboratories nos EUA e em outros paises, E. histolytica foi corretamente identificada; alem disso, varios surtos 
de suposta amebiase investigados pelos CDC foram alarmes falsos, devido a erros de identificagao laboratorial. 


Entre os artefatos que podem gerar confusao, destacam-se graos de polen, elementos vegetais parcialmente 
digeridos e celulas somaticas derivadas do hospedeiro. Varios artefatos comumente encontrados estao ilustrados na 
Prancha 22.1. 

Os cistos amebianos, em particular, devem ser diferenciados dos leucocitos polimorfonucleares ativos, que 
podem apresentar dois ou mais lobulos em seus nucleos. Entretanto, o citoplasma dos leucocitos e grosseiro, o 
nucleo carece de evidencia de cariossoma distinto, e a membrana nuclear e espessa, sem evidencia de cromatina 
fixada (Prancha 22.2 A). Os microscopistas podem reduzir ao maximo a probabilidade de erros ao assegurar a 
identificaqao objetiva das estruturas parasitarias antes de efetuar qualquer identificaqao positiva. Se houver qualquer 
duvida, devem-se pesquisar formas mais convincentes na mesma preparagao, examinar preparagoes adicionais da 
mesma amostra, consultar um profissional mais experiente ou solicitar a obtengao de outras amostras de fezes. 



Amebi'ase. 


As sindromes que resultam da infecgao por E. histolytica foram delineadas por Guerrant. 105 Os seres humanos infectados por E. histolytica (80 a 99%) 
sao, em sua maioria, assintomaticos, conforme determinado pela observaqio de cistos excretados em exames de rastreamento de amostras de fezes 
ou pelos dados de levantamentos sorologicos. A maioria dos individuos com sintomas apresenta doem;a limitada ao trato gastrintestinal, depois de 
um periodo medio de incubaqio de 1 a 4 semanas. As lesoes tipicas no intestino grosso sao denominadas ulceras em "casa de botao", visto que os 
trofozoitos que penetram atraves da mucosa sao incapazes de digerir a musculatura da parede intestinal e, portanto, estendem-se lateralmente ao 
longo da submucosa. (A Prancha 22.2 D ilustra varios trofozoitos na submucosa.) Os sintomas iniciais habitualmente consistem em dor na parte 
inferior do abdome, febre baixa e diarreia sanguinolenta, com ou sem tenesmo. A gravidez, a desnutrigao, a presenga de doemjas metabolicas de base 
e a terapia com corticosteroides predispoem a uma doen^a mais grave. As complicates sao relativamente incomuns, ocorrem em 1 a 4% dos casos e 
consistem em perfuragao intestinal e peritonite. Foram relatados casos de amebomas paracecais, que algumas vezes formam massa inflamatoria 
anular, simulando um carcinoma colonico. A amebiase extraintestinal ocorre com frequencia variavel em diferentes areas geograficas. No Mexico, 
verifica-se o desenvolvimento de doem;a invasiva em cerca de um em cada cinco individuos infectados, em comparaqio com apenas um em 100 a 
1.000 nos EUA. 0s sintomas podem aparecer dentro de poucos dias apos o episodio agudo de disenteria, ou podem ser tardios, com inicio dentro de 
varios meses ou ate mesmo anos. 0 figado e o orgao de comprometimento extraintestinal mais comum. Adams e McLeod 3 relataram que, em ate 50% 
dos casos de abscessos amebianos hepaticos, nao se obtem uma historia de amebiase intestinal, e nao sao detectados trofozoitos nem cistos em 
amostras de fezes. 0s sintomas consistem em perda de peso, febre baixa, fraqueza e desconforto vago no quadrante superior direito, com ocorrencia 
de dor entre as costelas a palpagao. Outros achados confirmatorios induem anemia, leucocitose e m'vel elevado de fosfatase alcalina. 0 diagnostico e 
habitualmente estabelecido pela observaqio do grande defeito unico e caracteristico no lobo direito em uma cintilografia de figado. Um evento 
incomum consiste na extensao direta para dentro da pleura ou pericardio ou ocorrencia defocos metastaticos no cerebro, nos pulmoes e nos rins. 




CICLO BIOLOGICO DE Entamoeba histolytica 

Abscessos extraintestinais 



■ FIGURA 22.3 O ciclo biologico de Entamoeba histolytica e simples, sem necessidade de hospedeiros intermediaries. Sao 
encontradas formas cisticas resistentes no meio externo, as quais, quando ingeridas por urn ser humano em agua ou 
alimentos contaminados, sofrem desencistamento no intestino e desenvolvem-se em trofozoitos moveis e de vida livre. Esses 
trofozoitos podem invadir a mucosa intestinal e podem alcangar potencialmente a circulagao, causando abscessos 
extraintestinais em varios orgaos, particularmente no figado. 

Uma vez estabelecido que determinada forma observada em uma amostra de fezes e, de fato, uma ameba, seja 
um trofozoito ou um cisto, deve-se proceder a um exame detalhado do nucleo para determinar se houve deposigao 
de cromatina na membrana nuclear, conferindo o aspecto de um anel densamente corado (Prancha 22.2 B). Esse 
anel de cromatina e caracteristico do nucleo tipo “ Entamoeba ”. Os nucleos das amebas que pertencem aos outros 
generos, Iodamoeba e Endolimax, carecem dessa disposigao periferica da cromatina e aparecem mais como uma 
“bola em soquete”, com um grande cariossoma em um nucleo desprovido da cromatina periferica espessa (Prancha 
22.2 I, J e K). 

Entamoeba histolytica versus Entamoeba coli 

Criterios microscopicos definitivos e diferenciaqdo 

• Os trofozoitos de E. histolytica possuem motilidade unidirecional, isto e, emitem pseudopodes apenas ao longo 
de um piano quando examinados em uma preparagao microscopica. Por outro lado, os trofozoitos de Entamoeba 
coli emitem pseudopodes em multiplos pianos. Essas caracteristicas so podem ser observadas em preparagoes a 
fresco de fezes, que nao estao comumente disponiveis 

• Os trofozoitos E. histolytica tambem tern a capacidade singular de ingerir eritrocitos; e extremamente raro 
observar eritrocitos ingeridos em trofozoitos de Entamoeba coli. Gonzalez-Ruiz et aid' constataram que as 
cepas eritrofagociticas de E. histolytica sempre demonstram um padrao de zimodema patogenico. Concluiram 







que a fagocitose de eritrocitos tem uma especificidade de praticamente 100% para Entamoeba histolytica e, 
quando observada em preparagoes de amostras fecais, e preditiva de infecgao por uma cepa invasiva 

• A presenga de um cisto tipo Entamoeba com mais de quatro nucleos descarta a possibilidade de E. histolytica 
(Prancha 22.2 F). 

Criterios microscopicos secundarios para a diferenciagao de E. histolytica de E. coli. Todas as outras 
caracteristicas de identificagao entre essas duas amebas sao secundarias, podem ser inconsistentes e podem levar 
apenas a uma identificagao presuntiva, quando observadas. 

• Os trofozoitos e os cistos de Entamoeba coli (15 a 50 pm [faixa habitual: 20 a 30 pm] e 10 a 35 pm [faixa 
habitual: 15 a 20 pm], respectivamente) sao, em media, maiores que os de Entamoeba histolytica (12 a 40 pm 
[habitual: 10 a 20 pm] e 10 a 20 pm [habitual: 12 a 14 pm], respectivamente); todavia, existe uma superposigao 
de tamanho suficiente para diminuir a importancia dessa observagao 

• Os cariossomas intranucleares de E. histolytica, que sao observados em trofozoitos ou em cistos, tendem a ser 
minusculos e de localizagao mais central (Prancha 22.2 B), diferentemente dos cariossomas relativamente 
maiores e de localizagao mais excentrica de Entamoeba coli (Prancha 22.2 E) 

• O anel de cromatina nuclear de E. histolytica exibe uma distribuigao uniforme, semelhante a contas (Prancha 
22.2 B), enquanto possui uma distribuigao mais borrada {i.e., volumosa) era Entamoeba coli (Prancha 22.2 E) 

• O citoplasma dos trofozoitos de E. histolytica tende a ser liso ou fmamente granular (Prancha 22.2 B), enquanto 
o citoplasma dos trofozoitos de Entamoeba coli esta mais repleto de detritos e bacterias ou leveduras fagocitadas 
(Prancha 22.2 E). 

• Embora sejam observadas barras cromatoides em apenas cerca de 10 a 15% dos cistos, quando presentes, os de 
E. histolytica (e de E. hartmanni) possuem extremidades lisas e arredondas (Prancha 22.2 H), enquanto aquelas 
observadas nos cistos de Entamoeba coli exibem aspecto fragmentado e desgastado, possivelmente com 
extremidades pontiagudas (Prancha 22.2 F). 

Com a combinagao de duas ou mais dessas caracteristicas, quando se observam diversas formas amebianas em 
determinada preparagao microscopica, pode-se efetuar, em geral, uma identificagao altamente presuntiva, se nao 
defmitiva. 

A observagao critica de um nucleo tipo Entamoeba de uma forma amebiana em uma preparagao microscopica 
tambem pode ser util em duas outras situagoes. Os pre-cistos de E. histolytica e de Entamoeba coli podem formar 
vacuolos intracitoplasmasticos proeminentes, simulando estreitamente a massa de glicogenio caracteristica de 
Iodamoeba biitschlii (Prancha 22.2 I). Entamoeba hartmanni produz tanto trofozoitos quanto cistos que, em media, 
sao menores, na faixa de 5 a 15 pm, isto e, uma faixa que e a mesma faixa de tamanho de Endolimax nana. Neste 
caso tambem, a diferenciagao dos nucleos tipo Entamoeba, que sao caracteristicos do nucleo em “bola em soquete” 
encontrado tanto em Endolimax quanto em Iodamoeba, ira diminuir ao maximo qualquer confusao entre essas duas 
especies (na Prancha 22.2, compare B e K). 

Entamoeba polecki e outro membro do genero Entamoeba, que raramente pode ser encontrada em amostras de 
fezes humanas, particularmente em individuos que podem ser expostos a suinos. E necessaria uma consideravel 
experiencia para identificar objetivamente as formas microscopicas desse organismo em amostras de fezes. O 
trofozoito assemelha-se ao de Entamoeba coli quanto ao tamanho e compartilha o padrao de motilidade lenta, a 
localizagao excentrica do cariossoma nuclear e a aparencia “suja” do citoplasma. Normalmente, os cistos 
apresentam apenas um nucleo (nunca mais de dois), com um pequeno cariossoma excentrico e cromatina fma, de 
distribuigao uniforme, ao longo da membrana nuclear. No citoplasma, podem-se observar multiplas massas 
pequenas de glicogenio positivas para iodo. Foi relatada uma infecgao humana causada por esse parasita em um 
refugiado japones. 

Diagnostico sorologico da amebi'ase. Lotter et a/., 160 demonstraram o diagnostico sorologico sensivel e 
especifico da amebiase invasiva, utilizando tecnicas de immunoblotting e de ensaio imunoabsorvente ligado a 
enzima (ELISA) para detectar uma proteina de superficie recombinante especifica de E. histolytica patogenica. 
Cummins et a/. 48 realizaram um trabalho pioneiro, utilizando um teste rapido de aglutinagao com latex para a 
deteegao de pacientes com amebiase extraluminal. Mais recentemente, Van Doom et al. avaliaram tres ensaios, um 
teste rapido de tira reagente, um teste de aglutinagao com latex e um ELISA em pacientes bem caracterizados com 
amebiase extraintestinal, amebiase intestinal e eliminagao de cistos. Todos os ensaios apresentaram uma 


sensibilidade de 93,3%, com especificidades que variaram de 98,1%, 99,5% e 97,1%, respectivamente. 244 Dispde-se 
no comercio de varios imunoensaios enzimaticos (IEE) para a detecgao sorologica de pacientes com E. histolytica. 
Esses imunoensaios substituiram os ensaios sorologicos mais complicados usados anteriormente. Esses ensaios sao 
mais uteis para pacientes com doenga extraintestinal, que nao apresentam parasitas detectaveis nas amostras de 
fezes. Com base em relatos dos CDC, esses IEE detectam aproximadamente 95% dos pacientes com doenga 
extraintestinal. A sensibilidade diminui para 70% em pacientes com doenga intestinal ativa e para 10% em 
portadores assintomaticos; entretanto, observa-se um bom desempenho (95%) na populagao de pacientes em que o 
diagnostico pode ser mais problematico, em virtude da ausencia de parasitas nas fezes. 

Existem pelo menos dois ensaios que detectam os antigenos de E. histolytica. Infelizmente, esses ensaios nao 
podem ser realizados com amostras de fezes preservadas e exigem amostras frescas ou congeladas. Embora Haque 
et al. m tenham relatado a utilidade desses ensaios para o diagnostico de abscesso amebiano hepatico, esse caso nao 
e corroborado por Zeehaida et al., que obtiveram um resultado positivo em apenas 8,6% dos pacientes com abscesso 
hepatico. Este ultimo achado nao e surpreendente, visto que muitos desses pacientes podem nao ter mais parasitas 
detectaveis nas fezes. Foi demonstrada uma sensibilidade bem superior quando a detecgao de antigeno foi 
comparada com o exame microscopico das fezes. Orientagoes mais detalhadas sobre a sorologia e o teste de 
antigeno para parasitas podem ser obtidas nos CDC 

(http://www.cdc.gov/dpdx/diagnosticProcedures/serum/tests.html) e publicagoes adicionais. 104 

Entamoeba histolytica nao patogenica | Entamoeba dispar. Em 1925, Brumpt foi o primeiro a reconhecer 
que a disenteria grave ou o abscesso hepatico amebiano so ocorrem em cerca de 10% dos individuos infectados por 
E. histolytica, enquanto 90% dos portadores intestinais permanecem assintomaticos. Isso levou a hipotese de que as 
infecgoes amebianas sao causadas por duas especies com a mesma morfologia, porem com patogenicidades 
diferentes. 22 Por conseguinte, a presenga de cistos de E. histolytica em amostras de fezes nao indica necessariamente 
uma infecgao ativa; na verdade, indica que apenas determinadas cepas sao capazes de invadir os tecidos. 234 

Em 1978, Sargeaunt e Williams 219 utilizaram a eletroforese em gel de amido para demonstrar que extratos 
obtidos de amebas desenvolvidas em culturas axenicas apresentavam diferentes padroes isoenzimaticos. 
Especificamente, a reatividade de quatro enzimas - a glucose fosfato isomerase, a fosfoglicomutase, a malato 
desidrogenase e a hexoquinase - resultou em 18 padroes de zimodemos. Posteriormente, esse grupo de 
pesquisadores verificou que apenas as cepas de E. histolytica que demonstram certos padroes de zimodemos estao 
associadas a infecgoes humanas. Alem disso, foram encontrados apenas padroes de zimodemos nao patogenicos em 
20% de homens homossexuais atendidos em clinicas para doengas sexualmente transmitidas, que abrigavam E. 
histolytica intestinal.'' A demonstragao adicional, por Weinke et al., 262 de que apenas os isolados de E. histolytica 
com zimodemos patogenicos foram obtidos de cinco pessoas que estavam regressando dos tropicos, em contraste 
com um grupo de 320 homens homossexuais que nao apresentavam zimodemos nem sintomas de amebiase, levou 
ao reconhecimento de que e necessario desenvolver metodos capazes de diferenciar essas cepas patogenicas das nao 
patogenicas. 220 

No final da decada de 1980 e no inicio da decada de 1990, muitas perguntas relativas a patogenicidade de 
determinadas cepas de E. histolytica continuavam sem resposta. Acreditava-se que a microbiota bacteriana nativa e 
a capacidade de E. histolytica de modular a sua virulencia, dependendo das condigoes de cultura, participassem do 
processo. 1 Guerrant 105 e Ravdin 209 analisaram outros mecanismos de virulencia caracteristicos de E. histolytica que 
produzem doenga. Incluem (1) fatores de aderencia quimicamente definidos (adesina especifica de galactose), que 
determinam se o organismo pode aderir a mucosa intestinal, (2) secregao de citotoxinas, incluindo hialuronidase, 
tripsina, pepsina, gelatinase e enzimas hidroliticas para a caseina, fibrina e hemoglobina e (3) a produgao de 
enzimas proteoliticas. 

O hospedeiro utiliza varios mecanismos de defesa para se proteger contra a invasao de parasitas. 2 "" As proteases 
pancreaticas, os sais biliares e as glicosidases bacterianas tem a capacidade de destruir a adesina especifica de 
galactose na superficie das amebas e de bloquear a aderencia. As mucinas colonicas, que sao produzidas em 
resposta ao contato das celulas epiteliais com amebas, tambem podem bloquear efetivamente a aderencia por meio 
da ligagao do dominio de reconhecimento de carboidrato da adesina de galactose. Os seres humanos que apresentam 
doenga debilitante, que estao desnutridos ou que possuem respostas imunes deficientes sao particularmente sujeitos 
a doenga intestinal e extraintestinal. 


A questao relativa ao mecanismo subjacente envolvido na patogenicidade de E. histolytica foi fmalmente 
solucionada por Clark e Diamond, y> que utilizaram metodos moleculares baseados na analise de polimorfismos de 
DNA estaveis para identificar os padroes de DNA peculiares de diferentes cepas de E. histolytica. A partir desses 
estudos baseados na biologia molecular, associados aos de Orozco et al., 1 91 que clonaram, determinaram a sequencia 
e caracterizaram varios clones e cepas de E. histolytica, foi constatado que as diferengas nas cepas patogenicas e nao 
patogenicas de E. histolytica, bem como a expressao das varias diferengas nos padroes de zimodemos, sao baseadas 
em diferengas geneticas codificadas. Clark e Diamond 39 confirmaram oficialmente o nome da cepa patogenica 
classica de Entamoeba histolytica, e deram a cepa nao patogenica o nome de Entamoeba dispar . 22 

Foram desenvolvidas tecnicas eficientes para diferenciar essas duas especies. Os metodos de detecgao de 
antigenos e de PCR, baseados na amplificagao dos genes de rRNA, sao mais comumente utilizados. Os testes de 
detecgao de antigenos sao de execugao relativamente simples, fomecem resultados rapidos e sao mais bem 
apropriados para uso na maioria dos laboratories de diagnostico de parasitologia, bem como para uso no campo. 
Dispde-se no comercio de kits de IEE para a detecgao de antigenos fecais para o diagnostico da amebiase intestinal. 
Esses ensaios utilizam anticorpos monoclonais que detectam a proteina de aderencia inibitoria de galactose na E. 
histolytica patogenica. O principal inconveniente desses ensaios e a necessidade de amostras de fezes frescas sem 
conservantes. Nos EUA, dispde-se de varios kits de IEE para a detecgao de antigenos do grupo de E. histolvtica/E. 
dispar; quando avaliados para uso, e importante determinar se o ensaio e especffico para E. histolytica ou se detecta 
tanto E. histolytica quanto E. dispar. 

Yau et a/. 281 desenvolveram anticorpos monoclonais contra uma subunidade recombinante de 170 kDa da lectina 
Gal ou GalNAc, que reconhece especificamente E. histolytica, mas nao Entamoeba dispar, em amostras de fezes 
conservadas. Foi constatado que esses anticorpos nao exibem reagao cruzada com outros protozoarios intestinais, 
incluindo Entamoeba coli, Giardia duodenalis e Dientamoeba fragilis. Haque et al. lm demonstraram que o 
desempenho do kit de detecgao de antigenos, o teste TechLab® (Blacksburg, VA), desenvolvido especificamente 
para identificar E. histolytica e diferencia-la de E. dispar, em amostras de fezes, foi comparavel na sua sensibilidade 
a um procedimento de nested PCR realizado concomitantemente. 

Outros pesquisadores verificaram que os testes baseados na PCR sao mais sensiveis do que os procedimentos de 
detecgao de antigenos para a detecgao de E. histolvtica/E. dispar. Katzwinkel-Wladarsch et al., m utilizando um 
metodo de extragao simples de DNA e amplificagao com PCR, foram capazes de detectar o gene que codifica o 
antigeno especifico de E. histolytica, diretamente em amostras de fezes contendo apenas um trofozoito por 
miligrama de fezes. Acuna-Soto et al. 2 demonstraram que as tecnicas de PCR tambem podem ser usadas para a 
detecgao de E. histolytica em amostras de fezes fixadas em formol. Blessmann et a!.,' utilizando uma tecnica de 
PCR em tempo real, conseguiram detectar uma quantidade pequena de apenas 0,1 parasita por grama de fezes. E 
interessante assinalar que a sensibilidade desse procedimento com PCR indicou que tanto o exame microscopico de 
amostras de fezes quanto a cultura subestimam a presenga de infecgoes por E. histolytica. As desvantagens dos 
procedimentos de PCR incluem o tempo consumido na execugao do teste, a sua complexidade relativa, a dificuldade 
de sua realizagao, a necessidade de equipamento especial e o custo relativamente alto. Os ensaios multiplex mais 
recentes e comercialmente disponiveis para patogenos entericos, alguns dos quais sao parasitas patogenicos, sao de 
execugao mais facil, mais competitivos quanto ao custo e tendem a ser amplamente utilizados. 

Como uma elevada porcentagem de individuos cujas amostras de fezes revelam a presenga de formas 
morfologicas que se assemelham a E. histolytica/E. dispar pode nao necessitar de tratamento, procedimentos de 
acompanhamento de detecgao de antigenos especificos de E. histolytica ou baseados na PCR deverao ser efetuados 
no future, de modo a identificar corretamente o subgrupo de E. dispar nao patogenico. Os kits de reagentes 
atualmente disponiveis para o transporte de amostras ao laboratorio de referencia exigem o processamento de uma 
amostra de fezes frescas para detecgao de antigeno. Se nao for prescrito nenhum tratamento para pacientes cujas 
amostras de fezes revelem a presenga de E. histolytica/E. dispar, eles devem ser pelo menos informados de que sao 
portadores de organismos potencialmente virulentos, exigindo, portanto, a implementagao de medidas preventivas. 
O metronidazol (Flagyl®) constitui o tratamento de escolha, quando indicado. 

Outras amebas intestinais. Dois outros protozoarios intestinais comumente encontrados, Iodamoeba biitschlii e 
Endolimax nana, merecem uma consideragao adicional. Os CDC ainda classificam essas especies entre as amebas 
que geralmente nao sao consideradas patogenicas. Dentro de uma perspectiva laboratorial, e importante que esses 
organismos sejam corretamente identificados em amostras de fezes e nao sejam confundidos com outros 


protozoarios passi'veis de provocar doenga. Por conseguinte, sao apresentados, a seguir, os criterios de identificagao 
de cada um desses protozoarios. 

► lodamoeba butschlii 

• O trofozoito, que varia de 6 a 25 pm, possui um nucleo semelhante a uma “bola de encaixe”. E diflcil diferenciar 
as formas menores de Endolimax nana, e deve-se proceder a uma pesquisa dos cistos mais caracteristicos 
(Prancha 22.2 I) 

• O cisto, que varia de 6 a 15 pm, alem de seu nucleo em “bola de encaixe”, possui um grande vacuolo de 
glicogenio de coloragao positiva para iodo (a estrutura da qual deriva o nome do genero) (Prancha 22.2 J) 

• Observagao : os pre-cistos imaturos de Entamoeba coli e, com mais frequencia, de E. histolytica tambem podem 
apresentar uma inclusao citoplasmatica de aspecto semelhante (Prancha 22.2 G). Entretanto, pode-se observar 
mais de um nucleo, apresentando, cada um deles, um anel de cromatina na membrana nuclear, uma caracterlstica 
do denominado nucleo tipo Entamoeba. 

► Endolimax nana 

• Tamanho relativamente pequeno, que varia de 5 a 8 pm 

• Presenga de trofozoitos com um unico nucleo desprovido de cromatina periferica e um grande cariossoma em 
“bola de encaixe” (Prancha 22.2 K) 

• Os cistos tambem sao pequenos (5 a 14 pm) e apresentam ate quatro nucleos, exibindo, cada um deles, um 
cariossoma relativamente grande semelhante a uma mancha (Prancha 22.2 L) 

• Embora tenha as mesmas dimensoes de E. nana, Entamoeba hartmanni pode ser diferenciada principalmente 
pela presenga de um nucleo tipo Entamoeba tanto no trofozoito quanto nos cistos, diferentemente do nucleo em 
“bola de encaixe” de E. nana 

• Normalmente, os cistos de Entamoeba hartmanni contem uma ou mais barras cromatoides, com margens 
terminais lisas e arredondas (Prancha 22.2 H). 

Outros protozoarios | Blastocystis hominis. Blastocvstis hominis, outrora considerado uma levedura, foi 
classificado dentro do filo Bigyra. Existem algumas controversias quanto a melhor posigao desse filo no reino 
Protista ou em Chromista, que contem certas algas. Zierdt 286 descreveu as seguintes caracteristicas desse organismo: 

• Nao possui parede celular 

• Cresce apenas na presenga de meios para bacterias, e nao para fiingos 

• Tem preferencia por um pH alcalino e ambiente levemente hipotonico 

• Multiplica-se por divisao binaria, e nao por brotamento 

• Emite e retrai pseudopodes e ingere bacterias 

• Apresenta atividade otima a 37°C, nao cresce a 25°C e e destruido a 4°C. 

Todavia, Stenzel e Boreham 240 assinalaram que pouco se sabe sobre a biologia basica do organismo, e continua 
havendo controversias no que conceme a sua taxonomia e patogenicidade. Foram descritas tres formas morfologicas 
(vacuolar, granular e ameboide), embora se tenha tambem observado a existencia de outras formas (cisto, avacuolar 
e multi vacuolar). Pouco se sabe sobre a bioquimica do organismo, e as celulas apresentam organelas e estruturas de 
fiingao e composigao desconhecidas. Foram propostos varios ciclos biologicos, porem nenhum foi 
experimentalmente validado, e a forma envolvida na transmissao ainda nao esta defmida. 

Do ponto de vista morfologico, as formas de B. hominis encontradas em amostras humanas apresentam as 
seguintes caracteristicas: 

• Aparecem como celulas esfericas de tamanho irregular, que variam de 5 a 15 pm de diametro, embora, em certas 
ocasioes, possam ser observadas formas menores (Prancha 22.2 M) 

• Possuem um corpo central de coloragao homogenea (i.e., verde nas coloragoes tricromicas), que ocupa 70% da 
celula 3 

• Apresentam material nuclear disperso em fragmentos indefmidos entre o corpo central e a membrana externa 

• Aparecem como uma ou duas massas alongadas, com distribuigao bipolar. 



MacPherson e MacQueen 162 ressaltam a variabilidade morfologica quanto a tamanho, forma, detalhes nucleares 
e caracteristicas do corpusculo central entre as celulas, o que pode explicar, ate certo ponto, as diferengas na 
incidencia de detecgao de B. hominis em varios estudos de casos. 

Os primeiros estudos realizados por Zierdt 286 e estudos adicionais conduzidos em meados da decada de 
1980 81 ’ 150,251 fomeceram evidencias de que B. hominis pode constituir uma causa de doenga gastrintestinal. A 
natureza patogenica potencial de B. hominis e corroborada pelos casos de diarreia recorrente associados a esse 
organismo, conforme relatado por Vannatta 251 e Lebar. 150 Neste ultimo estudo, foram observadas numerosas formas 
de B. hominis (i.e., 5 por campo de grande aumento) em amostras de fezes de pacientes, cujas culturas para 
patogenos bacterianos e testes para partlculas de rotavirus foram negativos. Os sintomas desapareceram quando 
esses pacientes receberam tratamento com antiprotozoarios. Os principals sintomas consistiram em diarreia 
recorrente sem febre, episodios de vomitos e dor abdominal em colica. 

Blastocystis hominis pode ser um patogeno quando nenhum outro agente e encontrado, ou quando a carga do 
parasita esta elevada. 270 Garcia el a/., 82 em uma revisao de mais de 6.000 amostras de fezes, constataram que 289 
(4,8%) foram positivas para B. hominis. Esse organismo foi o unico parasita encontrado em dois tergos dos 
pacientes. Nesse grupo, foram observados sintomas gastrintestinais em 24 pacientes, cuja maioria apresentou 
doenga de base debilitante ou imunossupressao. O quadro clinico em pacientes com B. hominis consiste em dor 
abdominal inespecifica, diarreia aquosa, anorexia, vomitos e perda de peso. Raramente, pode ocorrer uma forma 
mais invasiva da doenga, com sangramento retal. Antonelli et a/. 8 descreveram o caso de uma menina de 10 anos de 
idade que foi intemada devido a ocorrencia de diarreia, dor abdominal e febre. Foi constatada a presenga de muitas 
formas de B. hominis em suas fezes, e a paciente teve uma resposta favoravel ao tratamento com metronidazol. Por 
conseguinte, os autores citam esse caso como mais uma forma de reconhecimento da necessidade de considerar o B. 
hominis como patogeno humano. 

Como contra-argumento, Marked e Udkow, 166 em um estudo de 32 pacientes com B. hominis detectado em 
amostras de fezes, nos quais foram realizados pelo menos seis exames de fezes, constataram que 27 apresentaram 
outros patogenos reconhecidos - E. histolytica, Giardia ou Dientamoeba fragilis. Em todos esses pacientes, os 
sintomas desapareceram com o tratamento. Nos cinco pacientes restantes, em que so foi encontrado B. hominis, o 
tratamento com iodoquinol erradicou os organismos; entretanto, persistiram os sintomas mais compativeis com a 
sindrome do intestino irritavel. Nagler et al., m em um estudo de 12 pacientes com doenga intestinal inflamatoria 
exacerbada, cujas amostras de fezes foram positivas para B. hominis, tambem conclulram que esse organismo nao 
constitui um patogeno significativo para essa entidade. Todos os pacientes melhoraram com tratamento clinico, tres 
com tratamento apenas com corticosteroides e um com repouso intestinal sem medicagao. Cinco pacientes nao 
melhoraram com o uso de metronidazol, porem quatro responderam a ciclos subsequentes de corticosteroides. 
Keystone e Kozarsky, 142 aplicando analise de antigenos, isoenzimas e DNA, indicaram que Blastocystis hominis 
pode ser mais do que um organismo, com identificagao de cepas tanto virulentas quanto avirulentas. Esses achados 
podem explicar as diferengas na virulencia aparente, conforme relatado por varios pesquisadores, semelhante a que 
foi descoberta para E. histolytica e E. dispar. 

Enquanto a questao da patogenicidade nao for esclarecida, os parasitologistas dos laboratories clinicos devem 
indicar, em seu relatorio final, a detecgao de B. hominis em amostras de fezes. Deve-se efetuar algum tipo de 
quantificagao (p.ex., raros, poucos, moderados, muitos); especificamente, a presenga de cinco ou mais formas de B. 
hominis por campo de grande aumento e considerada dentro da categoria de moderados a muitos, sendo relatada 
pela maioria dos laboratories. O medico deve avaliar se essas informagoes possuem alguma importancia clinica e 
decidir sobre a necessidade de tratamento, com base na apresentagao clinica. 

Flagelados intestinais 

Todos os organismos desse grupo sao moveis, devido a presenga de um ou mais flagelos. Outras estruturas tambem 
atuam como parte integrante da organela locomotora, como o cinetoplasto, ao qual se fixam os flagelos, e o axostilo 
e corpos parabasais. Por conseguinte, quando qualquer uma dessas estruturas e identificada em uma forma 
parasitaria, o parasita pode ser experimentalmente classificado como flagelado. Diferentemente das amebas, que 
adotam formas variaveis, os flagelados sao mais rigidos e tendem a manter formas distintas, uma caracteristica que e 
frequentemente util para a sua identificagao. Giardia intestinalis, Chilomastix mesnili, Pentatrichomonas hominis e 


Dientamoeba fragilis sao as especies de flagelados mais comumente observadas em amostras de fezes humanas 
enviadas para exame. 

Giardia intestinalis (antigamente Giardia duodenalis). No final da decada de 1980, Giardia intestinalis 
tornou-se a causa mais frequente de doenga gastrintestinal parasitaria nos EUA 202 e passou a constituir um 
importante problema de saude publica mundial. 70,127,149 ’ 228 Em um estudo de vigilancia realizado no passado, foi 
constatada a presenga de Giardia em 3,8% de 414.820 amostras de fezes enviadas a laboratories de saude publica 
estaduais. 27 Houve numerosos surtos de giardlase, com surtos adicionais notificados a cada ano.' 7,100,176 Em 2010, 
foram notificados 19.927 casos de giardlase, o que e significativamente abaixo dos 27.778 casos relatados em 1996; 
houve uma tendencia continua de decllnio na incidencia da doenga ano apos ano. 80,283 Foram tambem relatados 
diversos surtos de giardlase em criangas em creches. 239,274 A alta prevalencia da giardlase representa um problema 
mundial, com areas endemicas observadas na Inglaterra, na Russia, em varios paises do leste europeu e em muitas 
areas do litoral do Mediterraneo. 228 Giardia intestinalis foi detectada em 10% das criangas que residem nos 
orfanatos de Ain-Shams e El-Mowassa no Cairo; 222 a giardlase foi a doenga parasitaria mais comum (11,63%) 
encontrada entre mugulmanos participando das peregrinagoes anuais de “Hajj e Omra” para Meca. 

O ciclo de vida de Giardia intestinalis, que e representative dos flagelados intestinais, esta ilustrado na Figura 
22.4. As sindromes clinicas associadas a infecgoes por Giardia sao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 
22 . 2 . 

Giardia intestinalis e prontamente identificada em preparagoes microscopicas de amostras fecais. As principais 
caracteristicas de identificagao sao as seguintes: 


CICLO BIOLOG I CO DE Giardia intestinalis 
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■ FIGURA 22.4 O ciclo biologico de Giardia intestinalis tambem se completa simplesmente por uma via de transmissao 
fecal-oral, em que os cistos apresentam sobrevida prolongada no ambiente externo, em condigoes ambientais adversas. Os 









cistos alcangam comumente riachos e pogos a partir de sistemas de esgoto inadequadamente controlados, e os rios de 
montanhas em areas residenciais sao comumente contaminados. Alguns animais tambem abrigam Giardia. Os seres 
humanos tornam-se infectados com a ingestao de agua contaminada por fezes ou alimentos frescos inadequadamente 
lavados. No intestino humano, ocorre multiplicagao dos trofozoitos por divisao binaria. Os trofozoitos e os cistos sao 
eliminados nas fezes, completando o ciclo biologico. 

► Trofozolto 

• Mede entre 9 e 21 urn de comprimento por 5 a 15 pm de largura, possui simetria bilateral e dois nucleos, um de 
cada lado de um axostilo central (conferindo a aparencia de um “rosto”) (Prancha 22.2 O) 

• O citoplasma e fmamente granular. Dois corpos parabasais medianos, simulando um “bigode” estao localizados 
em ambos os lados do axostilo. Os discos de sucgao ocupam metade da superficie ventral 

• Os organismos fixam-se a superficie das celulas epiteliais, uma caracteristica importante para o patologista 
(Prancha 22.2 N) 

• Em preparagoes a fresco, exibe uma motilidade graciosa de “folha caindo”, embora essa caracteristica nao seja 
frequentemente observada. Se for necessaria, ela e util para diferencia-la de C. mesnili, que possui motilidade 
mais lenta e rigida, e de 71 hominis, cujo movimento e rapido, brusco e em flecha. 

► Cisto 

• O cisto mede 8 a 12 pm, possui contomo oval e pode exibir uma leve coloragao de bile 

• Quando maduro, o cisto possui quatro nucleos, com um pequeno cariossoma de localizagao excentrica 

• Nao ha cromatina periferica na membrana nuclear 

• Observa-se um espago claro abaixo da parede cistica delgada, produzindo um efeito de “halo” facil de 
reconhecer (Prancha 22.2 P) 

• Observa-se a presenga de fibrilas longitudinais mal defmidas e quarto corpos medianos. 


Quadro de correlates chnicas 


22.2 


Giardiase . 272 


Sintomas 

Giardia intestinalis, tambem conhecida como Giardia duodenalis, constitui uma causa conhecida de diarreia aguda, dor abdominal e, em alguns casos, 
sintomas constitucionais, como perda de peso e fadiga. Em pacientes com infecgoes cronicas, podem ocorrer ma absorqio e esteatorreia, simulando o 
espru. 0 mecanismo exato pelo qual Giardia provoca doem;a nao e conhecido. Smith and Wolfe procederam a uma revisao de varias hipoteses, 
induindo odusao fisica da mucosa, desconjugagao dos sais biliares, excreqio de enterotoxina, liberagao de prostaglandinas e lesao da borda em 
escova das celulas epiteliais da mucosa. Os farmacos de escolha para o tratamento da giardiase, quando dinicamente indicados, sao o metronidazol 
(Flagyl*) ou otinidazol. 


Epidemiologia 

As infecgoes sao, em sua maioria, esporadicas, contraidas apos exposigao a agua ou alimentos contaminados em uma variedade de circunstancias. 
Smith e Wolfe"’’ 8 citaram surtos transmitidos pela agua em diversas localidades, como Colorado, Russia e Nova York, bem como entre pessoas que 
acampavam no oeste dos EUA. Em um acompanhamento de surtos ocorridos em Aspen/Snowmass, Lapham etal . 149 encontraram apenas dois casos 
de giardiase entre 225 visitantes, ou seja, uma taxa muito inferior aquela relatada durante o surto previamente citado. A giardiase foi relatada entre 
individuos que ingeriram agua de um abastecimento de agua municipal nao filtrada em Dunedin, na Nova Zelandia, 77 de um abastecimento de agua 
dorada da comunidade em Penticton, na Columbia Britanica; 176 entre criangas de idade pre-escolar que beberam agua de abastecimentos da escola 
em Lesotho/ 11 e do uso de um novo toboagua em um hotel que tinha sido limpo com brometo e filtragao em areia. 100 Embora Holtan 7 e outros 
pesquisadores tenham citado as pessoas que acampam como grupo de alto risco para contrair a giardiase, Welch 264 constatou que esse risco e, 
quando muito, minimo, com base em uma revisao de 104 publicagoes sobre a agua de areas de natureza selvagem comofonte potencial de aquisigao 
da infecgao. 0 autor deu maior enfase a observa^ao de tecnicas de lavagem cuidadosa das maos em relagao a purificagao da agua para diminuir o 
risco de infecgao. Existe tambem um potencial zoonotico da giardiase em animais domesticos, como bezerros e cordeiros (e, talvez, tambem roedores 
silvestres), que podem servir como reservatorios da infecgao. As criangas que frequentam creches tambem foram, no passado, incluidas em um grupo 
de alto risco de contrair a giardiase, com base em tres surtos anteriores notificados em Wisconsin, com taxas de ataque de 47%, 17% e 37%, 
respectivamente, e no sul de Ontario, no Canada, 274 onde foram detectados cistos de Giardia em quase 10% das criangas entre 2 e 5 anos de idade. 


Devido a eliminagao irregular dos microrganismos nas fezes, pode ser necessario obter varias amostras em dias 
nao sucessivos, e pode ser necessario estabelecer um diagnostico nos casos suspeitos, particularmente na presenga 
de doenga cronica. Em um estudo relatado por Heymans et a/., 12 " 53% dos pacientes apresentaram sintomas 




atribuiveis a giardiase, que ja existiam ha 6 meses ou mais. O rendimento pode ser melhorado com a preparagao de 
esfregagos corados a partir de amostras de fezes concentradas, visto que, com frequencia, os microrganismos podem 
passar despercebidos quando se efetuam apenas preparagoes com solugao salina. 86,231 Heymans et al. 120 tambem 
verificaram que o exame de tres amostras de fezes em dias nao consecutivos apresentou uma sensibilidade de 95,7% 
para a detecgao dos microrganismos em pacientes com giardiase comprovada. Foram detectados microrganismos em 
apenas tres de 109 biopsias duodenais de pacientes cujos exames de fezes foram negativos (taxa de resultados falso- 
negativos de 2,8%). De modo semelhante, McHenry et al . 172 encontraram apenas um aspirado positivo em 144 
aspirados duodenais em pacientes com sintomas gastrintestinais inespecificos. Por conseguinte, pode-se concluir 
que nao ha necessidade de procedimentos especiais para estabelecer o diagnostico de giardiase quando sao obtidos 
resultados negativos nos exames de fezes. 

Em pacientes com alta suspeita de giardiase, nos quais nao foi estabelecido um diagnostico, o teste do barbante 
constitui uma altemativa para os procedimentos de aspiragao ou de biopsia duodenal. 137 Esse procedimento foi 
descrito anteriormente, porem e raramente utilizado na pratica. 

Detecgao por imunofluorescencia. Garcia et a/. 84 relataram sensibilidade e especificidade de 100% na detecgao 
de cistos de Giardia duodenalis e de oocistos de Cryptosporidium em amostras de fezes, utilizando o sistema de 
detecgao por imunofluorescencia direta ERIFLUOR® (Meridian Diagnostics). Os cistos de Giardia apareceram 
como formas ovais com fluorescencia verde-maga, medindo 11 a 14 pm de diametro, enquanto os oocistos de 
Cryptosporidium mediram 4 a 6 pm de diametro e exibiram a mesma fluorescencia. 2 ' 1 " Uma vantagem dessa 
tecnologia e a capacidade de rastreamento de esfregagos com baixo aumento e a possibilidade de detectar formas em 
baixas concentragoes como principais vantagens do sistema de fluorescencia direta. 80 Nao e raro encontrar 
microrganismos pelo procedimento de fluorescencia que nao sao observados na pesquisa de ovos e parasitas de 
rotina. 

Detecgao de antigenos. A detecgao de antigenos sobre a superficie dos microrganismos ou eliminados dos 
microrganismos em amostras de fezes constitui o teste de escolha atual para o diagnostico de giardiase. 133 Apresenta 
maior sensibilidade em relagao as tecnicas microscopicas mais comuns. Nos EUA, dispde-se de varios produtos 
comerciais para o imunodiagnostico de giardiase. Trata-se de imunoensaios colorimetricos a base de placas ou 
imunoensaios de fluxo lateral. A maioria pode ser utilizada em amostras de fezes frescas ou congeladas, bem como 
naquelas conservadas em fixadores de formol, mertiolate-iodo-formaldeido (MIF) e acetato de sodio-acido 
acetico-formol (SAF), mas nao em PVA. A sensibilidade e a especificidade desses kits aproximam-se de 100% 
quando comparadas com a microscopia. 

Dispoe-se de varios desses ensaios imunocromatograficos (ICT) rapidos em formato combinado para incluir a 
detecgao de Cryptosporidium ou Giardia. Pelo menos um produto tambem oferece a detecgao de Cryptosporidium 
parvum, Giardia duodenalis e Entamoeba histolytica, porem esse ensaio exige amostras de fezes frescas. Oferecem 
a vantagem de rapida realizagao do teste e obtengao de multiplos resultados em um dispositivo de reagao, com 
sensibilidade e especificidade excelentes. 

Desde o inicio da decada de 1990, o diagnostico de giardiase passou a ser estabelecido com o uso de metodos 
imunologicos destinados a detectar diretamente o antigeno de Giardia duodenalis em amostras de fezes. 147 Os IEE 
que utilizam anticorpos preparados contra uma variedade de antigenos de Giardia tornaram-se a tecnologia utilizada 
com mais frequencia. 241 Knisley et al., 141 empregando antissoros de coelho e de cabra apos imunizagao com 
trofozoitos de Giardia, relataram uma sensibilidade de 92 e 87% e uma especificidade de 87 e 91%, 
respectivamente. Carlson et al. 2b relataram uma correlagao de 97% entre o imunoensaio enzimatico e o exame 
microscopico direto em 353 amostras de seres humanos nos EUA. Stibbs, 241 utilizando um imunoensaio enzimatico 
de captura de antigeno baseado em anticorpo monoclonal para a detecgao do antigeno de Giardia duodenalis em 
amostras de fezes humanas, tambem constatou uma correlagao de 97% com os exames microscopicos, incluindo 
amostras fixadas em formol. 

Rostoff et al. 1 '" avaliaram um imunoensaio enzimatico disponivel no comercio (ProSpecT ®/Giardia', Alexon, 
Mountain View, CA) que detecta o antigeno 65 especifico de Giardia (GAS 65). Todas as 93 amostras obtidas de 
pacientes sintomaticos que apresentaram resultados positivos no exame microscopico de fezes para Giardia 
fomeceram resultados visuais e espectrofotometricos fortemente positivos. Entre 232 amostras coletadas de modo 
aleatorio, apenas seis com exame microscopico de fezes negativo apresentaram resultados positivos em IEE. Uma 
revisao das evidencias clinicas sugeriu fortemente que esses seis pacientes tinham, de fato, giardiase. Tendo em 


vista esses resultados, o teste de IEE apresentou sensibilidade de 96% e especificidade de 100%. De modo 
semelhante, Scheffler e Van Etta 224 tambem demonstraram que a deteegao de antigenos e altamente sensivel e 
especifica quando sao testados em amostras fezes conservadas em formol. O kit ProSpecT ®/Giardia apresentou 
sensibilidade de 95%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 99,5% e valor preditivo negativo de 
100% em relagao com a microscopia convencional no estudo de 223 amostras de fezes conservadas em formol. Em 
resumo, os IEE para Giardia sao metodos confiaveis e simples de utilizar para rapida avaliagao de amostras de fezes 
a procura do parasita intestinal mais prevalente na America do Norte. 

Outros flagelados intestinais 

Chilomastix mesnili. Chilomastix mesnili e um flagelado de distribuigao cosmopolita, mais comumente 
encontrado em individuos que reside em locais de clima quente. E considerado nao patogenico, e nao ha 
necessidade de tratamento quando sao detectadas formas desse microrganismo em amostras de fezes. As infecgoes 
sao adquiridas na ingestao de agua e alimentos contaminados com fezes; a melhora da higiene pessoal e das 
condigoes sanitarias e de suma importancia para reduzir a incidencia de colonizagao por esse microrganismo. 

As principais caracterfsticas para a sua identificagao sao as seguintes: 

► Trofozoitos 

• Apresentam contomo piriforme, medindo a 6 a 24 pm de comprimento por 4 a 8 pm de largura (Prancha 22.3 A) 

• Apresentam um unico nucleo grande localizado imediatamente abaixo da membrana externa 

• Possuem um citossoma proeminente adjacente ao nucleo 

• Apresentam tres flagelos anteriores imediatamente adjacentes ao nucleo, cuja visualizagao e, com frequencia, 
dificil; entretanto, e possivel observa-los com a redugao da quantidade de luz do condensador e melhora do foco. 

► Cistos 

• Apresentam forma piriforme ou de limao e variam de 6 a 10 pm de comprimento por 4 a 6 pm de largura 
(Prancha 22.3 B) 

• Apresentam uma protuberancia hialina distinta em um dos lados (Prancha 22.3 C) 

• Possuem um unico nucleo com um pequeno cariossoma central 

• Caracteristicamente, apresentam um citostomo curvo, com aspecto em “cajado de pastor”, que e diagnostico 
quando observado. 

Dientamoeba fragilis. Dientamoeba fragilis e um flagelado, 27 '* embora os flagelos nao sejam observados ao 
microscopio optico. Na pratica, esse microrganismo pode aparecer como trofozoito amebiano, mais do que como 
flagelado em preparagoes microscopicas. E patogenico, produzindo uma sindrome caracterizada por diarreia 
persistente, dor abdominal, perda de apetite, perda de peso, flatulencia e prurido anal. 269 Os microbiologistas nos 
laboratories clinicos devem estar atentos para o fato de que D. fragilis esta sendo isolada com frequencia crescente 
de amostras de fezes. Esse parasita foi detectado em 1,4 a 19% das amostras enviadas para exame de rotina e em ate 
47% de determinadas populagoes, como pacientes em instituigoes para doengas mentais. 27 '* Em algumas situagoes, a 
identificagao de D. fragilis em amostras de fezes e tao frequente quanto a de Giardia duodenalis; de fato, nos 
laboratories onde G. duodenalis esta sendo identificada para a exclusao de D. fragilis, pode ser apropriado efetuar 
uma revisao dos metodos de coleta e de diagnostico. Como os microrganismos sao frageis, e nao ha produgao de 
cistos, pode ser dificil identificar Dientamoeba fragilis em preparagoes a fresco e amostras concentradas. E 
praticamente obrigatorio proceder a um exame minucioso da preparagao com coloragao permanente para a deteegao 
desse parasita. 

Grendon et a/. 101 alertam para o fato de que a nao utilizagao das tecnicas recomendadas de fixagao e coloragao 
permanente das amostras de fezes praticamente impede a identificagao de D. fragilis. Para aumentar a probabilidade 
de identificagao, esses pesquisadores recomendam fortemente que todas as amostras de fezes enviadas para exame 
sejam fixadas em PVA, SAF ou fixador de Schaudinn, e que todas as amostras, independente de sua consistencia, 
sejam submetidas a coloragao permanente antes de seu exame microscopico. Chan et a If' utilizaram com sucesso 
um ensaio de anticorpo de fluorescencia indireta para melhorar o rastreamento de amostras de fezes conservadas a 
procura de D. fragilis e tambem sugeriram que o desenvolvimento de ELISA para a deteegao de antigenos D. 
fragilis em amostras de fezes melhoraria a deteegao desse microrganismo. 


A identificagao de D.fragilis e efetuada em preparagoes de fezes a procura dos trofozoitos. Nao foi identificado 
de modo convincente um estagio cistico. Houve um relato de isolamento de cisto, porem isso nao foi 
independentemente corroborado. Todavia, os cistos nao sao facilmente observados em amostras clinicas, de modo 
que, embora sejam raramente produzidos, eles nao possuem valor diagnostico. As caracteristicas morfologicas 
diagnosticas de D.fragilis sao as seguintes: 

• Forma “ameboide” e assimetrica, medindo 5 a 12 pm 

• Presenga de dois nucleos (Prancha 22.3 D). Cerca de 20% das formas podem apresentar apenas um unico 
nucleo, e pode ser dificil diferenciar esses microrganismos dos trofozoitos de Endolimax nana. O exame do 
esfregago habitualmente ira revelar as formas com dois nucleos mais diagnosticas 

• Podem-se observar cariossomas proeminentes, que sao fragmentados em quatro a oito granulos; quando 
presentes, sao uteis para o diagnostico 

• Pseudopodes claros e relativamente largos, que proporcionam motilidade intencional quando observados em 
preparagoes a fresco; sao de utilidade limitada, tendo em vista a raridade de realizagao de preparagoes a fresco 
diretas com amostras de fezes frescas. 

Como D. fragilis nao apresenta um estado de cisto identificado ou bem caracterizado, e menos provavel que 
ocorra transmissao direta pela agua ou por alimentos de um hospedeiro para outro. A incidencia nove vezes maior 
de D. fragilis em pacientes com infecgao por oxiuros sugere que os ovos de Enterobius vermicularis podem ser 
infectados com os flagelados e/ou servir como vetor para transference em seres humanos. Essa possibilidade 
tambem pode explicar por que quase 50% dos casos relatados de dientamebiase ocorrem em pacientes com menos 
de 20 anos de idade. O tratamento dos pacientes sintomaticos inclui tetraciclina e metronidazol, entre outros 
farmacos. 

Pentatrichomonas hominis. Pentatrichomonas (anteriormente Trichomonas ) tern sido encontrado em todas as 
partes do mundo. Embora seja isolado de amostras de fezes diarreicas, nao se acredita que seja patogenico. Pode ser 
mais dificil identificar definitivamente esse microrganismo em preparagoes de fezes coradas, visto que os 
trofozoitos sao frageis e nao se coram adequadamente. Nao existe nenhum estagio de cisto. 

A identificagao e efetuada pela detecgao de trofozoitos, os quais apresentam as seguintes caracteristicas: 

Medem 7 a 15 pm de comprimento por 4 a 7 pm de largura, apresentam uma forma em lagrima e possuem um 
unico nucleo de localizagao anterior, que esta ligeiramente deslocado da membrana externa, ajudando a diferencia- 
lo de Chilomastix mesnili (Prancha 22.3 E) 

Possuem uma membrana ondulante, que se estende por todo comprimento do microrganismo. Essa caracteristica 
e util para diferenciar esse microrganismo de Trichomonas vaginalis, cuja membrana ondulante estende-se apenas 
ate a metade ou um pouco mais da metade do comprimento do corpo. Na pratica, essa caracteristica nao e 
particularmente util, visto que as membranas ondulantes nao sao observadas em esfregagos comuns com coloragao 
tricromica; na verdade, sao necessarias preparagoes de culturas anoxicas para demonstrar essa caracteristica 

Nas preparagoes a fresco, que nao sao comuns, esses microrganismos apresentam motilidade giratoria um tanto 
rigida, devido a agao de um unico flagelo localizado ao longo de uma membrana ondulante que se estende por todo 
o comprimento do corpo 

As formas tipicas, quando observadas em amostras de fezes, sao mais provavelmente de T. hominis. E 
importante nao confundir T. hominis com T. vaginalis, visto que este ultimo provoca uma doenga sexualmente 
transmitida. 

Ciliados | Balantidium coli 

Balantidium coli e o unico membro dos ciliados que infecta os seres humanos. A transmissao de um ser humano 
para outro ocorre por via fecal-oral simples, e nao ha necessidade de um hospedeiro intermediario para completar o 
ciclo biologico. O ciclo biologico de Balantidium coli esta ilustrado na Figura 22.5. Embora Balantidium coli seja 
encontrado principalmente em suinos e, com menos frequence, em outros animais, esse microrganismo possui uma 
distribuigao mundial. A balantidiase humana e mais prevalente em areas de criagao e abate de suinos. 86 Os relatos de 
infecgao sao incomuns, e a maioria dos casos e observada na America Latina, no Extremo Oriente e na Nova Guine. 
A infestagao em seres humanos e habitualmente nao invasiva, assintomatica e autolimitada. Nos pacientes 
debilitados com carga maciga de trofozoitos, podem ocorrer disenteria sanguinolenta, desidratagao grave ou, em 


casos raros, morte. Esses microrganismos formam “ulceras em formato de frasco”, que se assemelham aquelas 
produzidas por Entamoeba histolytica. A Prancha 22.3 F mostra varios trofozoltos de B. coli invadindo a submucosa 
do intestino. Essa fotomicrografia foi preparada a partir de um caso raro fatal de infecpao por Balantidium. Em 
pacientes isolados, foi relatada a ocorrencia de ulceras intestinais, linfadenite mesenterica e, raramente, extensao 
extraintestinal para o figado, os pulmoes e outros orgaos. 146 A tetraciclina, o metronidazol e o iodoquinol tern sido 
usados de modo efetivo. 

Balantidium coli e facilmente identificado em amostras de fezes, em virtude de seu grande tamanho (100 pm ou 
mais de diametro). Outras caracterlsticas diagnosticas incluem as seguintes: 

► Trofozoito 

• A membrana celular e recoberta por cllios curtos e delicados em toda a sua circunferencia 

• Existe um grande macronucleo em forma de rim. E mais visivel em preparaqoes diretas coradas com iodo 
(Prancha 22.3 G) 

• Verifica-se a presenqa de um pequeno micronucleo esferico adjacente ao macronucleo. Esse micronucleo nem 
sempre pode ser facilmente evidente em todos os microrganismos 

• Motilidade giratoria semelhante a furadeira quando o microrganismo e observado em prcparagoes a fresco. 

► Cisto 

• Os cistos apresentam forma esferica a elipsoide e medem 50 a 65 pm 

• Um unico macronucleo em forma de rim, frequentemente com um pequeno micronucleo esferico (Prancha 22.3 

H) 

• Observa-se a persistence de pequenos vacuolos no citoplasma 

• Os cilios sao retraidos dentro de uma espessa parede cistica resistente. 
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■ FIGURA 22.5 O ciclo biologico de Balantidium coli e simples, nao havendo necessidade de hospedeiro intermediario. Os 
cistos sao eliminados nas fezes no meio externo. Apos a ingestao de agua ou alimentos contaminados com cistos, ocorre 
desencistamento no intestino delgado. Em seguida, ocorre multiplicagao por divisao binaria, e os trofozoitos ocupam o colon. 
Apos desencistamento, os cistos sao novamente eliminados nas fezes para completar o ciclo biologico. 

Coccideos 

Os microrganismos comumente denominados coccideos sao membros do filo Apicomplexa, classe Coccidia e 
ordem Eimeriida. Sao parasitas teciduais obrigatorios, com estagios sexuado e assexuado em seu ciclo biologico. 
Nesse grupo, estao incluidos os parasitas da malaria (/.<?., especies de Plasmodium ), o protozoario tecidual 
Toxoplasma gondii e os coccideos intestinais - Cystoisospora ( Isospora ) belli, especies de Cryptosporidium, 
especies de Cyclospora e especies de Sarcocystis. 

O ciclo biologico da maioria dos coccideos exige um hospedeiro intermediario externo, como gato, bezerro, ser 
humano ou outro animal, no qual ocorrem a esporogenese e a formagao de oocistos. O ciclo biologico de 
Cystoisospora belli difere apenas pelo fato de que os estagios sexuado e assexuado da gametogenese ocorrem no 
mesmo hospedeiro, sem a necessidade de um segundo hospedeiro. O ciclo biologico de Cystoisospora belli, por ser 
representative dos coccideos, esta ilustrado na Figura 22.6. 

Especies de Cryptosporidium. Os criptosporidios sao diminutos protozoarios coccideos que estao associados a 
enterocolite em uma variedade de animais domesticos, incluindo bezerros, suinos e galinaceos. 7 A criptosporidiose 
tomou-se destaque na medicina humana como infeegao oportunista observada em pacientes com AIDS na decada de 
198 0. 248 Naquela epoca, foi adequadamente caracterizada como infeegao emergente. 49,184 Continua causando 
morbidade e mortalidade significativas nessa populagao de pacientes em partes do mundo com poucos recursos, 
onde nao ha acesso a terapia antirretroviral altamente ativa. A deteegao de Cryptosporidium ou de Cystoisospora 











belli, que tambem infecta pacientes com HIV, deve levar a realizagao de um teste para infecgao pelo HIV e, se for 
negativo, para outra condigao de imunocomprometimento. 
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m FIGURA 22.6 Ciclo biologico de Cystoisospora belli. Os oocistos imaturos contendo um esporocisto sao liberados nas 
fezes para o meio externo. Em condigoes ambientais ideais, o oocisto amadurece e forma dois esporozoftas, que constituem 
a forma infectante. Com a ingestao de oocistos infectantes em agua ou alimentos contaminados por um hospedeiro humano, 
ocorre desencistamento no intestino. Os esporocistos liberados invadem as celulas epiteliais da mucosa, onde ocorre 
esquizogonia. Os esporozoftas maduros sao liberados das celulas intestinais. No processo de gametogenese, ocorre 
formagao dos gametocitos masculinos e femininos. Apos fertilizagao, ocorre desenvolvimento de um oocisto com parede 
celular espessa. A liberagao desses oocistos imaturos no meio externo completa o ciclo biologico. 

Os seres humanos tomam-se infectados por contato direto com animais infectados ou pela ingestao de agua ou 
alimentos contaminados com fezes. A redugao da transmissao de Cryptosporidium pela agua e particularmente 
problematica, visto que os oocistos sao resistentes a cloragao e podem persistir em abastecimentos de agua apos 
tratamento. 237 Foram relatados dois grandes surtos de gastrenterite e doenga diarreica em individuos 
imunocompetentes, um em Milwaukee, 161 acometendo mais de 300.000 pessoas, e o outro no Condado de Carroll, 
Georgia, 114 com uma estimativa de 90.000 casos documentados de criptosporidiose aguda. O unico fator de risco 
coletivo estabelecido em cada um desses surtos foi a exposigao ao abastecimento publico de agua, que era fdtrada e 
clorada de acordo com as diretrizes da Environmental Protection Agency. 

Durante todos os estagios de desenvolvimento, o microrganismo permanece exclusivamente nas 
microvilosidades das celulas epiteliais intestinais. Por conseguinte, pode-se estabelecer o diagnostico em cortes de 
amostras do intestino delgado corados pela hematoxilina e eosina (H&E), a procura dos minusculos oocistos, que 
frequentemente estao presentes em grandes quantidades, fixados a superficie das celulas epiteliais que revestem as 








microvilosidades (Prancha 22.4 A). Os oocistos tem tendencia a aderir as celulas epiteliais da borda em escova, 
causando perda ou degeneragao das microvilosidades na area de fixagao. 184 A perda das microvilosidades pode 
resultar em comprometimento da digestao, ma absorgao e diarreia, que constituem a sindrome clinica. No 
hospedeiro imunocomprometido, a diarreia de volume substancial que ocorre com a infecgao grave provoca 
anormalidades eletroliticas e pode ser potencialmente fatal. As manifestagoes clinicas da criptosporidiose sao 
apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.3. 

O diagnostico e comumente estabelecido pela identificagao de oocistos em amostras de fezes. 136 E 
extremamente dificil identifica-los nas preparagoes a fresco padroes com iodo e nos esfregagos permanentes com 
coloragao tricromica modificada. A detecgao efetiva depende do uso de IEE/ensaios de imunofluorescencia ou do 
uso de coloragao alcool-acidorresistente modificada. Os Cryptosporidia apresentam as seguintes caracteristicas: 

• Cryptosporidia medem de 5 a 6 pm de diametro, sao ovoides a esfericos e aparecem altamente refringentes 
quando observados em preparagoes por flutuagao (Figura 22.7) 156 

• Podem-se observar pequenos granulos intemos ou, com o uso do microscopio de contraste de fase, pode-se 
verificar a presenga de ate quarto esporozoitas delgados em forma de arco em cada oocisto. 49 ' 184 Isso nao e 
comumente observado em preparagoes padroes 

• Esses microrganismos aparecem como oocistos esfericos homogeneos, de coloragao vermelha, com 4 a 6 pm de 
diametro, quando observados em preparagoes de fezes com coloragao alcool-acidorresistente (Prancha 22.4 B). 

No caso de infecgoes macigas, as tecnicas de concentragao utilizadas rotineiramente para o isolamento de ovos e 
parasitas na maioria dos laboratories sao adequadas para o isolamento dos oocistos de Cryptosporidium. Na 
presenga de infecgoes leves, pode-se utilizar o metodo de flutuagao em agucar de Sheather, conforme descrito por 
Garza 89 (Boxe 22.4), embora seja raramente efetuado na pratica atual. Utiliza-se comumente uma tecnica de 
concentragao de fezes com formol-acetato de etil (FEA) para a detecgao de oocistos de Cryptosporidium em 
amostras de fezes. Apos o procedimento habitual com FEA, o sedimento e separado em camadas e submetido a 
flutuagao sobre uma solugao salina hipertonica para separar os parasitas dos detritos fecais. Essa tecnica representou 
o avango mais significativo no isolamento de oocistos a partir de amostras de fezes formadas e nao gordurosas. 
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■ FIGURA 22.7 Oocistos de Cryptosporidium observados em uma preparagao de fezes com flutuagao (aumento original 
1.280x). (Cortesia de Bruce C. Anderson.) 

Uma coloragao alcool-acidorresistente modificada e comumente utilizada para a detecgao de oocistos de 
Cryptosporidium em esfregagos secos ao ar e fixados com metanol, preparados diretamente a partir de uma amostra 
de fezes. 89 Aplica-se o corante carbol fucsina ao esfregago da mesma maneira que o corante alcool-acidorresistente 


de rotina; entretanto, utiliza-se H 2 S0 4 a 1% como descorante em lugar de alcool-acido. Os oocistos aparecem rosa- 
avcrrnelhados contra o fundo verde-claro da contracoloragao. 

Varios kits de imunoensaios para a deteegao de oocistos de Cryptosporidium em amostras de fezes sao 
comercializados. 88 Em um estudo comparative, Garcia e Shimizu 85 verificaram uma sensibilidade de 98 a 99% e 
uma especificidade de 100% para a deteegao de oocistos de Cryptosporidium, utilizando os kits ProSpecT® 
(Alexon), Meridian Premier® Cryptosporidium e EIA Meridian MERIFLUOR® Cryptosporidium/Giardia 
(Meridian Diagnostics). Isso confirma resultados semelhantes anteriormente relatados por Kehl el al., 140 que 
constataram que o ensaio Color Vue® Cryptosporidium (Seardyn, Indianapolis, IN), o ensaio de microtitulagao 
ProSpecT® Cryptosporidium e o kit MERIFLUOR® Cryptosporidium anteriormente mencionado eram igualmente 
sensiveis e especificos para a deteegao de Cryptosporidium, embora, na sua experiencia, o procedimento de 
imunofluorescencia tenha sido considerado de leitura mais facil, exigindo menor tempo de trabalho do tecnico. 


Quadro de correlates clmicas 


Criptosporidiose. 


A sindrome ch'nica de criptosporidiose consiste em diarreia aquosa ou mucosa semelhante a colera, gastrenterite persistente com graus variaveis de 
vomitos e colica abdominal, ma absorgao e febre baixa. Nos pacientes imunocompetentes, a sindrome e autolimitada, com redugao dos sintomas no 
decorrer de 7 a 14 dias. Entretanto, a criptosporidiose em pacientes com AIDS ou outros disturbios de imunocomprometimento profundo e, com 
frequencia, particularmente problematica, devido a ocorrencia de diarreia aquosa prolongada e progressivamente grave, que pode persistir por varios 
meses. Nesses pacientes, o tratamento precisa ser agressivo, particularmente se a contagem de celulas CD4for inferior a 200 por milimetro cubico. 

Apos a infeegao, sao observadas fezes positivas para oocistos dentro de 7 a 28 dias, com um periodo de incubagao medio de 7,2 dias. Por outro 
lado, Shepherd etal., 229 em um estudo de 49 pacientes, constataram que a maioria deixou de eliminar oocistos dentro de 20 dias, e houve uma 
relagao dos sintomas com a eliminagao dos oocistos em 25 dos 49 pacientes. Por conseguinte, a duragao da diarreia e o inicio e a duragao de 
eliminagao dos oocistos dependem do paciente. 136 0s esquemas terapeuticos tern sido, em grande parte, sem sucesso nos pacientes com grave 
imunocomprometimento, possivelmente devido ao vacuolo parasitoforo singular que se forma dentro da celula hospedeira, protegendo o parasita 
dos agentes antimicrobianos. 

Na atualidade, o tratamento com azitromicina, 267 nitazoxanida e paromomicina 73 e parcialmente ativo, porem a reversao da imunossupressao, 
quando possivel, e importante para obtera eliminagao dos parasitas. 40 Foram publicadas revisoes excelentes dos aspectos clmicos, epidemiologicos e 
parasitarios da criptosporidiose. 184 ' 267 


Boxe 22.4 


Tecnica de flutuagao de Cryptosporidium para o isolamento de oocistos de Sheather em amostras de fezes 

1. Preparar uma suspensao densa de fezes em solugao fisiologica e filtrar atraves de gaze em tubo de centrifuga ate alcangar metade do tubo. 

2. Adicionar um volume igual de solugao de agucar de Sheather (500 g de sacarose, 320 mf de agua destilada e 615 g de fenol derretido) levando a 
superficie do liquido ligeiramente acima da parte superior do tubo. Misturar suavemente a suspensao com um bastao aplicador. 

3. Colocar uma laminula de 18 mm ou 22 mm 2 sobre a superficie da suspensao e deixar em repouso durante 45 min. 

4. Retirar suavemente a laminula e monta-la em uma lamina de vidro. Observar ao microscopio de contraste de fase a procura de oocistos esfericos, 
altamente refringentes, de 5 pm de diametro. 


Devido a sua extrema sensibilidade e especificidade, os metodos baseados na PCR para a deteegao de oocistos 
de Cryptosporidium tomaram-se muito interessantes, particularmente na analise da agua potavel. Esses ensaios de 
PCR sao capazes de detectar ate mesmo um unico oocisto em uma amostra, de modo que constituem o metodo mais 
sensivel disponivel. 79,17 A deteegao dos oocistos pela PCR tambem pode ser afetada por numerosas substancias 
encontradas em amostras de fezes, para as quais foram desenvolvidas tecnicas especiais de extragao de acido 
nucleico. 52,285 Isso exigiu a otimizagao de metodos para evitar a inibigao da amplificagao. Mais recentemente, varios 
ensaios multiplex tornaram-se disponiveis e utilizam uma abordagem sindromica para o diagnostico de gastrenterite 
infecciosa. Esses ensaios foram aprovados pela FDA ou aguardam a sua aprovagao, sao faceis de usar e detectam 
uma ampla variedade de patogenos, como as causas mais comuns de gastrenterite bacteriana, viral e parasitaria, 
incluindo Cryptosporidium. Clark procedeu a uma revisao da biologia, do diagnostico, dos procedimentos para 
identificagao laboratorial e do tratamento da criptosporidiose para os que desejam uma leitura mais detalhada sobre 
o assunto. 40 





Cyclospora cayetanensis. Os microrganismos atualmente incluido no genero Cyclospom eram originalmente 
considerados cianobacterias ou microrganismos semelhantes a algas verde-azuladas. 155,187 ’ 192 ’ 236 As especies de 
Cyclospora possuem caracteristicas morfologicas semelhantes aquelas de Cystoisospora e Cryptosporidium, exceto 
que apresentam dois esporocistos em cada oocisto e dois esporozoitas por esporocisto ( Cystoisospora belli possui 
dois esporocistos por oocisto e quatro esporozoitas por esporocisto; as especies de Cryptosporidium apresentam 
quatro esporozoitas nao encistados por oocisto). 7 " O nome da especie, Cyclospora cayetanensis, foi dado em 
homenagem a Universidade Peruana Cayetano Heredia, em Lima, Peru, uma instituigao onde foi realizada grande 
parte da pesquisa epidemiologica e taxonomica original. 

Em amostras de fezes nao concentradas e nao coradas, os oocistos das especies de Cyclospora aparecem como 
corpos nao refringentes, esfericos a ovais e ligeiramente enrugados, medindo 8 a 10 pm de diametro. Isso equivale a 
quase o dobro do tamanho dos oocistos das especies de Cryptosporidium e constitui uma importante caracterfstica 
de diferenciagao. Existe um grupo intemo de globulos envolvidos por membrana dentro da celula. 16 Esses parasitas 
sao alcool-acidorresistentes e coram-se de rosa-palido ou rosa-avermelhado, com coloragao mais escura das 
estruturas intemas (Prancha 22.4 C). As celulas mais velhas podem nao se corar. Por conseguinte, e comum a 
presenga de formas que se coram e formas sem coloragao, o que tambem constitui uma caracteristica de 
diferenciagao util. Os oocistos coram-se de vermelho-alaranjado com safranina. Nao se coram pela hematoxilina 
ferrica, metanamina-prata de Grocott-Gomori ou acido periodico Schiff (PAS). 155 Os oocistos emitem uma intensa 
autofluorescencia verde (filtro de excitagao de 450 a 490 DM) ou azul intenso (filtro de excitagao de 365 DM) sob 
epifluorescencia. Os diretores e supervisores de laboratories de microbiologia devem decidir quanto a realizagao ou 
nao de exames de rotina de amostras de fezes a procura de Cryptosporidium e Cyclospora. Em muitas situagoes, a 
realizagao da coloragao alcool-acidorresistente em uma amostra de fezes exige uma solicitagao separada. Esse 
corante adicional pode ser prontamente adicionado aos exames de fezes de rotina em situagoes de surto. Um dos 
ensaios multiplex recentemente aprovados pela FDA inclui reagentes dirigidos para Cyclospora. 

O ciclo biologico de Cyclospora, que tambem constitui um membro do grupo apicomplexa, assemelha-se ao das 
especies de Cryptosporidium. Os esporozoitas so sao liberados dos oocistos no trato digestorio pouco depois da 
ingestao de agua ou de alimentos contaminados. Os esporozoitas penetram nas celulas epiteliais do intestino 
delgado. O mecanismo pelo qual a diarreia e produzida nao e conhecido; a endoscopia revela a presenga de eritema 
moderado a pronunciado da parte distal do duodeno. As biopsias duodenal e jejunal revelam achatamento das 
vilosidades jejunais, atrofia das vilosidades e graus variaveis de hiperplasia das criptas. A ausencia de leucocitos e 
eritrocitos nas fezes indica que o processo nao e invasivo; o comprometimento da absorgao de D-xilose implica uma 
sindrome do tipo ma absorgao. 

A doenga surge habitualmente apos a ingestao de agua ou de alimentos contaminados e ocorre principalmente 
nos meses quentes do verao. Foram relatados numerosos surtos, cuja revisao e interessante. Apenas alguns deles 
serao mencionados aqui. O leite em po diluido com agua antes do consumo foi implicado no processor 77 Em um 
surto ocorrido no Cook County Hospital, em Chicago, foi constatada a ocorrencia de diarreia na equipe e nos 
funcionarios que ocupavam um dormitorio, apos falha da bomba de agua desse dormitorio. 276 Com ffequencia, a 
doenga associada a Cyclospora ocorre na forma de diarreia do viajante, e existem varias citagoes publicadas de 
casos de diarreia que ocorreram em pessoas que retomaram de viagem do Haiti, Mexico, Guatemala, Porto Rico, 
Marrocos, Camboja, Paquistao, India, Ilhas Salomao e, particularmente Nepal. 125,205 Especificamente, os surtos 
ocorridos nos EUA e no Canada durante os meses de primavera, de 1996 e 1997, foram relacionados com a ingestao 
de framboesas importadas da Guatemala. 11 Nos EUA, foram relatados 27 surtos de ciclosporiase, de 2000 a 2013. 
Apesar da suspeita do consumo de framboesas em pelo menos quatro desses surtos, outros alimentos implicados 
incluiram manjericao, amoras, ervilhas, ervilha forrageira e salada mista embalada 
(http://www.cdc.gov/parasites/cyclosporiasis/outbreaks/foodborneoutbreaks.html). Sifuentesosomio et al. 27,2 
examinaram e compararam a ciclosporidiose em pacientes com e sem AIDS. O periodo de incubagao e de 2 a 7 dias. 
O inicio da diarreia pode ser abrupto (68% dos casos) ou gradual (32%). 225 A diarreia aquosa, que e autolimitada em 
pacientes imunocompetentes (raramente com duragao de mais de 12 dias), pode ser acompanhada de nauseas leves, 
colica abdominal, fadiga e mal-estar. 229 Nos pacientes com imunocomprometimento, a diarreia pode ser prolongada, 
de 4 a 6 semanas de duragao, pode simular o espru tropical e pode estar associada a doenga biliar. A diarreia 
volumosa que pode ocorrer nesses pacientes leva a desidratagao e a anormalidades eletroliticas potencialmente 
fatais. Em uma revisao de amostras de fezes de 450 pacientes com AIDS, Pappe et al. 192 detectaram a presenga de 


especies de Cryptosporidium nas amostras de fezes de 135 pacientes (30%), Cystoisospora belli em 12%, 
Cyclospora em 11%, Giardia em 3% e Entamoeba histolytica em 1%. 

A farmacoterapia especlfica demonstrou ter eficiencia limitada. Sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) VO tern 
sido efetivo no tratamento de alguns pacientes; em outros casos, foram administrados metronidazol, norfloxacino, 
quinacrina, acido nalidixico e fiiroato de diloxanida, com sucesso variavel. 126,192 Em pacientes com 
imunocomprometimento profimdo, o tratamento limita-se, com frequencia, a cuidados de suporte, com hidratagao e 
suplementos nutricionais, embora Pappe el a/. 192 tenham constatado que o SXT e efetivo em alguns pacientes, 
particularmente quando foram prescritas doses aumentadas. Em um estudo conduzido no Nepal, ocorreram 
eliminagao dos oocistos e desaparecimento dos sintomas depois de 7 dias de terapia. 125 E preciso envidar todos os 
esforgos para reverter a imunossupressao, se possivel, visto que o sistema imunologico restaurado ira ajudar na 
eliminagao da infecgao. 

Cystoisospora belli. A cistoisosporiase, uma doenga caracterizada por diarreia e ma absorgao, era antigamente 
apenas observada em raras ocasioes e era considerada de importancia clinica limitada. Pode ocorrer doenga grave 
em hospedeiros imunocomprometidos, nos quais podem ser observadas concentragoes macigas dos microrganismos 
no intestino. Nos casos prolongados, podem ocorrer febre, cefaleia, esteatorreia e perda de peso; foram relatados 
casos de morte por desidratagao e desequilibrio eletrolitico nas infecgoes macigas. Nesses pacientes, a doenga pode 
persistir por varios meses. O microrganismo e isolado com frequencia aumentada em pacientes com AIDS, e a sua 
detecgao deve levar a investigagao de comportamentos de alto risco, realizagao do teste para HIV e outras condigoes 
de imunocomprometimento. Garcia 97 relatou varios pacientes com AIDS que apresentaram doenga intestinal e 
extraintestinal debilitante causada por esse microrganismo. Recomenda-se tambem que os pacientes com HIV que 
planejam viajar para as Americas Central e do Sul ou paises com recursos limitados sejam orientados sobre a 
transmissao de C. belli pelos alimentos e pela agua, devendo-se considerar o uso de quimioprofilaxia. Embora os 
individuos imunocomprometidos corram risco de desenvolver a doenga grave cistoisosporiase, os individuos 
imunocompetentes tambem podem ser infectados. 199 O farmaco de escolha e o SXT; a pirimetamina constitui uma 
alternativa efetiva. 

As infecgoes humanas por C. belli diferem daquelas causadas por outros coccideos, visto que as formas tanto 
sexuada quanto assexuada habitam o intestino humano. Por conseguinte, nao ha necessidade de um segundo 
hospedeiro para completar o ciclo biologico. Pode ocorrer transmissao de um ser humano para outro apos a ingestao 
de oocistos infectados presentes na agua ou em alimentos contaminados por fezes; por conseguinte, a doenga nao e 
uma zoonose. 

Os oocistos constituem as formas diagnosticas observadas em amostras de fezes humanas. Medem a 25 a 30 pm 
de diametro, apresentam uma parede lisa e delgada e sao imoveis em fezes frescas. Os oocistos imaturos contem um 
unico esporocisto (Prancha 22.4 E); de modo mais caracteristico, sao observados oocistos maduros que contem dois 
esporocistos em amostras de fezes (Prancha 22.4 F). 

Especies de Sarcocystis. As especies de Sarcocystis utilizam dois mamiferos para as fases sexuada e assexuada 
de seu ciclo biologico. Os seres humanos podem servir como hospedeiro intermediario ou defmitivo. Como 
hospedeiro defmitivo, o ser humano toma-se infectado pelo consumo de came de vaca ou de porco infectada e 
inadequadamente cozida. O ciclo sexual do microrganismo desenvolve-se na parte subepitelial da mucosa do 
intestino delgado. As infecgoes intestinais estao associadas a S. hominis ou S. suihominis, que frequentemente sao 
assintomaticas; todavia, em certas ocasioes, podem resultar em uma sindrome diarreica que se assemelha aquela 
produzida por Cystoisospora belli. As formas diagnosticas em amostras de fezes consistem em oocistos largamente 
ovalados, que medem entre 10 e 20 pm. Esses oocistos contem dois esporocistos, cujo aspecto se assemelha ao de 
C. belli. Alem disso, podem-se observar esporocistos unicos, que medem 13 a 17 pm. 

Ao atuar como hospedeiro intermediario, uma situagao que ocorre quando seres humanos ingerem 
inadvertidamente oocistos de outras fontes fecais animais, observa-se o desenvolvimento de sarcocistos na 
musculatura esqueletica, que podem ser observados em biopsias de musculo esqueletico ou em necropsia do 
musculo esqueletico. 14 Os sarcocistos no musculo esqueletico medem aproximadamente 100 x 300 pm (Prancha 
22.4 G). Essa forma e habitualmente assintomatica, embora se tenha relatado uma historia de polimiosite e 
eosinofilia em raros casos. Amess el al? relataram um surto de miosite eosinofilica aguda entre um grupo militar 
norte-americano de 15 homens trabalhando na area rural da Malasia. Em sete soldados, foi constatado o 
desenvolvimento de febre de grau variavel, mialgia, broncospasmo, exantema pruriginoso transitorio, linfadenopatia 


transitoria e nodulos subcutaneos; todos esses sintomas sao comuns na sarcocistose. As anormalidades laboratoriais 
consistiram em eosinofilia, elevagao da velocidade de hemossedimentagao e niveis elevados de creatinoquinase no 
musculo. Sarcocystis spp. foram isoladas de uma amostra de biopsia de musculo esqueletico obtida do paciente que 
foi identificado como caso inicial. Os sintomas persistiram em alguns soldados por um perlodo de ate 5 anos. 
Nesses casos prolongados, pode-se observar histologicamente a presenga de miosite cronica, fasciite e mionecrose 
com calcificagao. 

Nematoides 

Os nematoides sao helmintos que se caracterizam, nos vermes adultos, por um corpo cillndrico e afiinilado, com 
musculos de orientagao longitudinal e um esofago trirradiado. As especies de nematoides intestinais que infectam 
mais comumente os seres humanos incluem as seguintes: 

Ascaris lumbricoides 
Trichuris trichiura 

Ancilostomideos: Necator americanus e Ancylostoma duodenale 
Strongyloides stercoralis 
Enterobius vermicularis 

Estima-se que o numero de pessoas no mundo inteiro infectadas por nematoides intestinais seja da ordem de 
bilhoes, e esse numero continua aumentando com o crescimento da populagao mundial, particularmente em regioes 
de poucos recursos. 2 "’ 24,21 A magnitude dessa incidencia se traduz em consideravel morbidade e mortalidade 
humanas em decorrencia dos efeitos desses parasitas, devido a uma variedade de mecanismos envolvidos, como 
perda de sangue, desnutrigao e obstrugao intestinal. Por conseguinte, existe uma alta probabilidade de que os 
laboratories clinicos detectem os ovos, as larvas ou ate mesmo adultos de um desses parasitas. 

Os ciclos biologicos desse grupo de helmintos variam quanto a sua complexidade e modos de infecgao. 
Entretanto, esses nematoides nao necessitam de hospedeiro intermediario em seu ciclo biologico (Figura 22.8). 
Todavia, a maioria necessita de um estagio fora do hospedeiro humano para o desenvolvimento dos ovos na forma 
infectante. 

O ovo e um gameta maduro produzido pelas femeas adultas que residem no intestino. Esse ovo, que e eliminado 
nas fezes, constitui o estagio latente, que serve como forma infectante na maioria dos casos. Constitui tambem a 
forma que sera observada ao exame microscopico das fezes e que sera utilizada para estabelecer o diagnostico 
defmitivo. Os ovos da maioria das especies de nematoides necessitam de estagios intermediaries de 
desenvolvimento no meio extemo para se desenvolver em larvas viaveis. Esse desenvolvimento depende da 
temperatura, da umidade e da natureza do solo no qual foram eliminados. Neste capitulo, estao ilustrados os ciclos 
biologicos com legendas de varias das especies de nematoides. 

Ascaridiase e Ascaris lumbricoides 

Foi estimado que Ascaris lumbricoides acomete sozinho 1,7 bilhao de pessoas, o que representa cerca de 25% da 
populagao mundial. 24 A maior prevalencia da doenga e observada em individuos frequentemente desnutridos que 
residem em paises com poucos recursos. As areas que possuem tratamento modemo de agua e esgoto apresentam 
baixa incidencia da doenga. Ascaris lumbricoides possui o que foi denominado ciclo biologico indireto. Apos a 
ingestao de um ovo fertilizado e o seu desencistamento, a larva penetra na parede intestinal e comega a sua 
migragao para os pulmoes. Penetra nos pulmdes, alcanga os bronquiolos e, e deglutida. A segunda exposigao ao 
trato gastrintestinal desencadeia o desenvolvimento da forma adulta. Esses nematoides estao altamente adaptados a 
seu hospedeiro humano, de modo que ocorre lesao tecidual minima com a sua migragao. A pneumonia eosinofilica 
transitoria ou pneumonite, que ocorre, e denominada como pneumonia de Loefler. A migragao de numerosos 
vermes em consequencia da exposigao a multiplos ovos esta associada a uma lesao tecidual mais extensa. Esse ciclo 
biologico indireto adquire grande importancia medica no caso de outro nematoide discutido adiante, Strongyloides 
stercoralis. Embora as infeegoes com poucos helmintos possam passar clinicamente despercebidas, pode ocorrer 
obstrugao mecanica do intestino com infeegoes macigas. 12 A Figura 22.8 apresenta o ciclo biologico de Ascaris 
lumbricoides. 

As manifestagoes clinicas da ascaridiase 242 estao descritas no Quadro de correlagoes clinicas 22.4. 


Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial de ascaridiase e estabelecido pela observagao dos vermes 
adultos quando se projetam para fora ou sao eliminados de orificios do corpo, ou por meio de visualizagao in situ no 
intestino ou em sistemas ductais contiguos, como os ductos biliares ou pancreaticos na endoscopia, cirurgia ou 
necropsia. 1117,111 ’ Em alguns casos, podem ser detectados em radiografias. Com mais frequencia, a identificagao e 
feita pela detecgao dos ovos caracteristicos em amostras de fezes. As caracteristicas essenciais para a identificagao 
de A. lumbricoides estao descritas a seguir. 

► Vermes adultos 

• Os vermes adultos medem entre 15 e 35 cm de comprimento 

• Os machos sao menores e podem ser identificados pela cauda curva (Prancha 22.5 A) 

• A cutlcula e lisa e carece das estrias musculares anelares que sao caracteristicas dos vermes. E importante que o 
parasitologista esteja atento para a morfologia dos vermes, visto que, em certas ocasioes, sao enviados ao 
laboratorio para identificagao. 

► Ovos 

• Os ovos fertilizados medem entre 45 e 60 pm; os ovos nao fertilizados medem, em media, 90 x 40 pm 

• Sao castanho-amarelados (corados de bile), ovais ou esfericos e caracterizam-se por ter um envoltorio espesso, 
transparente e hialino, coberto por uma camada albuminosa (Prancha 22.5 B) 

• Os ovos que foram submetidos a exposigao prolongada as secregoes pancreaticas podem estar desprovidos da 
camada albuminosa (descorticados) 

• Os ovos fertilizados podem ser reconhecidos pela clivagem do saco vitelino interno. Por outro lado, nao ha 

organizagao interna nos ovos nao fertilizados. Os ovos embrionados em estagios mais avangados de 

desenvolvimento podem conter a larva (Prancha 22.5 C) 

• Os ovos descorticados nao fertilizados podem assemelhar-se a celulas vegetais, e o seu reconhecimento pode ser 

extremamente dificil em amostras de fezes (Prancha 22.5 D). Na maioria dos casos, o exame de campos 
microscopicos adicionais habitualmente ira revelar os ovos caracteristicos com camada albuminoide externa, 
espessa e mamelonada. 
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■ FIGURA 22.8 Ciclo biologico de Ascaris lumbricoides. O ciclo biologico nao envolve um hospedeiro intermediary externo. 
E um tanto complexo, exigindo um periodo para a maturagao dos ovos no meio externo, bem como uma fase migratoria 
transpulmonar das larvas nos seres humanos, que pode resultar em sintomas transitorios semelhantes aos da asma nas 
infecgoes macigas. Os ovos fertilizados eliminados no solo necessitam de 2 a 3 semanas, em condigoes ideais de umidade e 
de temperatura, para desenvolver-se do estagio inicial de duas celulas para estagios de clivagem avangada e embrionado 
infectante final. Com a ingestao de agua ou de alimentos contaminados com ovos infectados por um hospedeiro humano, as 
formas larvarias eclodem no intestino e entram na circulagao. Apos a sua passagem pelos capilares pulmonares, as larvas 
alcangam os alveolos pulmonares; a seguir, sao expectoradas e deglutidas. No intestino, amadurecem em vermes adultos 
machos ou femeas, onde podem permanecer no lumen ou migrar para varios ductos ou orificios. As femeas gravidas 
depositam um grande numero de ovos, os quais sao eliminados nas fezes para completar o ciclo biologico. 

Os ovos nao fertilizados de Ascaris lumbricoides sao demasiado pesados para flutuar no procedimento de 
flutuagao com sulfato de zinco e podem passar despercebidos se o sedimento tambem nao for examinado. A 
presenga exclusiva de ovos nao fertilizados em amostras de fezes pode indicar infecgao por uma unica femea. Uma 
femea adulta de Ascaris lumbricoides pode produzir cerca de 200.000 ovos por dia; por conseguinte, a contagem de 
ovos em amostras de fezes, que constitui um valioso procedimento na avaliagao da magnitude das infecgoes por 
ancilostomideos, nao reflete necessariamente a carga de vermes na ascaridiase. 

Tricuriase e Trichuris trichiura ("Tricocefalo") 

A incidencia global das infecgoes causadas por Trichuris trichiura nao e conhecida, porem foi citada uma 
prevalencia de 90% em determinadas populagoes de Camaroes, Malasia e Paises do Caribe. Vermud el air ‘ 
constataram que T. trichiura foi o nematoide mais comum isolado de 41.958 amostras de fezes enviadas ao 
Columbia-Presbyterian Medical Center em Nova York. 
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Os pacientes com infecgoes leves podem ser assintomaticos. Nas infecgoes intestinais madias, os achados comuns consistem em dor abdominal, 
desconforto e diarreia. Diferentemente dos andlostomideos, em que uma carga maci^a de verme constitui urn pre-requisito para a present de 
doenija, a infestagao intestinal humana por apenas urn verme de A. lumbricoides pode ser importante, em virtude de seu grande tamanho. Os ascaris 
adultos tendem a migrar nos ductos biliares, no ducto pancreatico ou no lumen do apendice ou, raramente, podem penetrar no intestino. Maddern et 
a/. 163 relataram urn caso fatal de pancreatite aguda, em que foi encontrado urn unico verme de Ascaris lumbricoides impactado na ampola de Vater. As 
complicates potenciais, ate mesmo nas infecgoes leves, consistem em apendicite, pancreatite, obstruqio biliar eformaqio de abscessos hepaticos." 1 ' 

Essa propensao a migraqio dos ascaris a partir do lumen intestinal, particularmente durante o tratamento farmacologico, e uma razao pela qual 
os ciclos de tratamento inadequados ou incompletos podem ser particularmente perigosos. Nas infecgoes marinas, os vermes adultos podem fazer 
protrusao pelo reto ou podem ser expectorados. Outras complicates potenciais da infecgao maci<;a consistem em obstruto intestinal, 
intussuscepto, ou volvo, e perfuragao intestinal. Ocorre obstruto intestinal em cerca de dois em cada 1.000 indivi'duos infectados, resultando em 
uma taxa de mortalidade de seis por 100.000 criangas. 245 Baird etal. u relataram o caso de hiperinfec^ao por ascaridiase em uma menina de 2 anos de 
idade da Africa do Sul, da qual foram retirados, na necropsia, 796 vermes de Ascaris lumbricoides, com peso total de 550 g. A causa da morte consistiu 
em torto e gangrena do ileo intensamente infestado pelos vermes. Foram tambem isolados vermes no estomago, no esofago, dos ductos biliares 
intra-hepaticos e extra-hepaticos e da vesfcula biliar. 

0 tratamento consiste em albendazol, que tambem e efetivo contra Trichuris trichiura, urn microrganismo coinfectante comumente encontrado. 
0 mebendazol e urn tratamento alternativo. 0s efeitos colaterais consistem em dor abdominal e diarreia, particularmente quando a infecgao e 
maci^a, com expulsao de numerosos vermes. 0 uso do farmaco esta contraindicado durante a gravidez, quando o farmaco alternativo e o pamoato de 
pirantel. Ha tambem poucas evidences de que os farmacos possam ser uteis durante o estagio migratorio das larvas da infecgao, de modo que pode 
haver necessidade de tratamento adicional. 87 


O ciclo biologico de Trichuris trichiura segue uma via de transmissao fecal-oral simples, sem fase intermediaria 
em um hospedeiro extemo. Esse parasita apresenta um denominado ciclo biologico “direto”, visto que, apos a 
ingestao dos ovos, o verme adulto desenvolve-se no trato intestinal, sem necessidade de migragao transpulmonar. O 
ciclo biologico esta ilustrado na Figura 22.9. As manifestagdes clinicas da tricuriase estao descritas no Quadro de 
correlagoes clinicas 22.5. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial de tricuriase e mais comumente estabelecido pela 
observagao dos ovos caracteristicos em formato de barril nas amostras de fezes. Os vermes adultos medem 30 a 50 
mm de comprimento, e os machos sao, em media, ligeiramente menores do que as femeas. Os machos podem ser 
identificados pelo seu corpo longo e delgado, que forma uma curva de 360°, dando origem ao nome coloquial em 
ingles de whipworm (verme em chicote). Nas infecgoes intestinais, a cabega fica mergulhada na mucosa do intestino 
grosso; em consequencia, os adultos raramente sao observados em amostras de fezes. Uma fotografia ampliada de 
um verme adulto e mostrada na Prancha 22.5 G, a esquerda. 

► Ovos 

• Os ovos medem 54 x 22 pm 

• Os ovos de Trichuris trichiura estao entre os ovos de nematoides mais facilmente identificados em preparagoes 
microscopicas, em virtude de seu formato distinto em barril, com tampdes polares hialinos, convexos e 
refringentes em ambas as extremidades (Prancha 22.5 F) 

• Esses ovos so podem ser confundidos com os de Capillaria philippinensis. Entretanto, os tampdes polares de C. 
philippinensis sao menos proeminentes, sao pianos, e a casca e mais espessa e estriada (Prancha 22.5 P). 

Enterobius vermicularis 

As infecgoes por “oxiuros” sao conhecidas desde a Antiguidade e, possivelmente, representam a mais comum de 
todas as infecgoes causadas por nematoides. Uma afirmativa bem-conhecida e a de que “e possivel que voce tenha 
tido uma infecgao quando crianga, porem, caso contrario, voce podera adquiri-la quando fiver filhos”. O ciclo 
biologico de Enterobius vermicularis, a semelhanga de Trichuris Trichiura, e direto. Os ovos sao disseminados por 
via fecal-oral. Um aspecto importante e o fato de que os ovos sao infectantes quando depositados na area perianal, o 
que significa que ocorre transmissao direta entre seres humanos, a semelhanga das amebas intestinais. 

Identifica^ao laboratorial. O diagnostico de infecgao por oxiuros pode ser estabelecido pela observagao de 
vermes adultos visualmente na abertura anal ou ao exame microscopico, em preparagoes transparentes (com fita 




adesiva). Essas prcparagoes sao obtidas aplicando-se o lado adesivo de um pequeno pedago de fita adesiva sobre as 
pregas perianais ou a pele perineal, aplicando, em seguida, a fita adesiva a superficie de uma lamina de vidro para 
exame microscopico (Prancha 22.4 F). Ovos caracterfsticos raramente sao observados em amostras de fezes (i.e., o 
diagnostico nao e estabelecido durante uma pesquisa de ovos e parasitas). As amostras coletadas de criangas pela 
manha, quando a migragao dos vermes e maxima, tern maior rendimento. As manifestagoes clinicas da enterobiase 
estao ilustradas no Quadro de correlagoes clinicas 22.6. As caracteristicas para identificagao estao descritas a seguir. 
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■ FIGURA 22.9 O ciclo biologico de Trichuris trichiura foi denominado ciclo biologico direto, visto que, apos a ingestao, 
ocorre desenvolvimento diretamente no trato intestinal, sem a necessidade de migragao transpulmonar. Os ovos, apos serem 
eliminados no meio externo, tambem necessitam de um periodo de aproximadamente 21 dias em condigoes favoraveis para 
se tornarem infectantes. Apos a ingestao de ovos embrionados por um hospedeiro humano, as larvas eclodem no intestino. 
Todavia, diferentemente dos ascaris, essas larvas penetram na mucosa do intestino, principalmente no ceco, onde se fixam e 
desenvolvem-se em vermes adultos machos e femeas. As femeas gravidas eliminam ovos nas fezes para completar o ciclo 
biologico. 


Quadro de correlates clinicas 


22.5 


Tricuriase. 


Nas infecgoes leves, os pacientes sao geralmente assintomaticos. Os vermes adultos habitam o intestino grosso. Nas infecgoes madias, podem ocorrer 
diarreia, disenteria e desconforto abdominal, devido, em grande parte, a lesao mecanica da mucosa intestinal. A anemia, o retardo do crescimento e o 
extravasamento intestinal foram identificados como consequencias previsiveis da infecgao maci^a, podendo representar uma indicagao da 
intensidade da infestagao. 41 Alem disso, podem-se observar graus variaveis de ma absor^ao, e, como a diarreia tende a ser aquosa, os desequilibrios 
eletroh'ticos de sodio e potassio podem representar um problema. Nas criangas, o prolapso retal e uma das complicates da infecgao maci^a por 













Trichuris , 254 Como os minusculos vermes adultos sao visi'veis a olho nu, o termo prolapso em "bolo de coco" tern sido usado para descrever essa 
condigao. 

0 mebendazol constitui o farmaco de escolha, porem pode ser necessario o uso de mais de uma dose para obter a cura. 0 albendazol e uma 
alternativamenos efetiva. 


Quadro de correlates clmicas 


nterobiase. 


Os vermes adultos residem no ceco e no reto. Em certas ocasioes, o diagnostico e estabelecido pela observagao de vermes em preparagoes histologicas 
coradas do apendice ou de outras partes do intestino. Ocorrem sintomas guando a femea gravida deposita os ovos nas pregas da pele perianal 
durante a noite. 0 prurido anal noturno constitui o sinal habitual de apresentaqio, devido a irritaqio causada pelos ovos depositados. As infecgoes 
ocorrem mais comumente em criangas, e os indivi'duos do sexo feminino tern mais propensao a adguirir a infecgao do gue os indivfduos do sexo 
masculino. Nas infecgoes madias, pode ocorrer vaginite com secreqio mucoide e/ou uretrite em mulheres jovens. 87 Outros sintomas de apresentaqio 
induem nervosismo, insonia e pesadelos. 

0 pamoato de pirantel ou o mebendazol sao efetivos; entretanto, pode ser necessario mais de uma dose, visto gue as formas imaturas podem ser 
menos sensi'veis ao farmaco. Como as infecgoes podem sofrer recidiva, pode ser necessario repetir o tratamento depois de 1 ou 2 semanas se ocorrer 
recidiva dos sintomas. 


► Vermes adultos 

• A femea adulta mede aproximadamente 8 a 13 mm de comprimento x 0,4 mm de diametro 

• Pode ser identificada pela presenga da expansao cuticular semelhante a uma asa na extremidade anterior 
(Prancha 22.5 E) e pela longa cauda pontiaguda, de modo que o organismo se assemellia a um “alfmete”. 

► Ovos 

• Medem aproximadamente 30 x 50 pm 

• Possuem uma casca fma, lisa e transparente 

• Exibem contorno oval e sao assimetricos, com um dos lados achatado. Algumas vezes, um sulco e vislvel no 
lado achatado do ovo (Prancha 22.5 F) 

• Em geral, cada ovo contem uma larva bem desenvolvida (Prancha 22.5 E, a direita). 

Ancilostomi'deos 

Ancvlostoma duodenale e o ancilostomo do Velho Mundo, enquanto Necator americanus e a especie do Novo 
Mundo, conforme defmido pelas areas predominantes de doenga endemica. Como os ciclos biologicos dessas duas 
especies sao essencialmente iguais e nao podem ser diferenciados pelo aspecto de seus ovos, e comum utilizar o 
termo geral ancilostomo para ambas as especies. Estima-se que 700 a 900 milhoes de pessoas no mundo inteiro 
estejam infectados por ancilostomldeos (principalmente por Ancvlostoma duodenale ), dos quais 0,2% sofrem de 
anemia grave. 

Diferentemente de Ascaris, que tem acesso ao hospedeiro pela ingestao de ovos, o ancilostomo e um dos poucos 
parasitas que tem a capacidade de penetrar na pele humana intacta. Apos a sua penetragao, ocorre um ciclo 
biologico indireto, que resulta no verme adulto. Esse verme se fixa ao intestino e alimenta-se do sangue da lamina 
propria, rica em capilares. 41 O ciclo biologico esta ilustrado na Figura 22.10. As manifestagoes clmicas da 
ancilostomlase sao apresentadas no Quadro de correlagoes clmicas 22.7. 

Diagnostico laboratorial. O diagnostico laboratorial e mais comumente estabelecido pela observagao dos ovos 
caracterlsticos em amostras de fezes, embora raramente possa ser estabelecido pela observagao de vermes adultos 
no intestino, visto que estao fixados ao revestimento da mucosa intestinal. E importante que os ovos dos 
ancilostomos sejam identificados em amostras de fezes, podendo-se talvez efetuar contagens quantitativas, visto que 
esse nematoide pode estar associado a doenga potencialmente grave nas infecgoes macigas. Ate mesmo as infecgoes 
leves podem estar associadas a sequelas graves, em consequencia da anemia cronica. Os ovos de A. duodenale e de 
N. americanus sao identicos; eles nao podem ser diferenciados dos ovos de Strongyloides stercoralis, que 
habitualmente nao sao observados nas fezes, visto que esse organismo elimina larvas, e nao ovos. 

► Vermes adultos 

• Medem ate 1,5 cm de comprimento e residem na parte superior do intestino, onde estao firmemente fixados a 
mucosa pela agao das pegas bucais cortantes 





• A observagao das pegas bucais pode ser utilizada para diferenciar as duas especies 

• Ancylostoma duodenale possui dois pares de dentes quitinosos (Prancha 22.5 I) 

• Necator americanus fixa-se com o auxilio de um par de laminas cortantes (Prancha 22.5 J) 

• Os machos sao diferenciados pela presenga de uma bolsa posterior. 

► Ovos 

• Os ovos medem aproximadamente 60 x 40 pm e sao nitidamente ovais. 

• A casca e fma, lisa, transparente e nao pigmentada 

• As celulas do saco vitelino se retraem, deixando um espago claro sob a casca (Prancha 22.5 K). 

► Larvas rabditiformes 

• As larvas rabditiformes sao raramente observadas nas fezes, visto que os ovos sao eliminados nas infecgoes por 
ancilostomideos. Entretanto, e importante ser capaz de diferenciar essas larvas daquelas de Strongyloides, que se 
assemelham superficialmente 

• As larvas rabditiformes dos ancilostomideos possuem uma longa cavidade bucal (Prancha 22.5 L, a esquerda), 
que as distingue de Strongyloides stercoralis, que possui uma cavidade bucal curta (Prancha 22.5 L, a direita) 

• As larvas rabditiformes dos ancilostomos carecem de um primordio genital, que esta presente nas larvas 
rabditiformes de Strongyloides stercoralis. 

Estrongiloidiase e Strongyloides stercoralis 

Certas peculiaridades no ciclo biologico de Strongyloides stercoralis separam as infecgoes causadas por essa especie 
daquelas de outros nematoides. A mais importante delas e o fato de que o diagnostico laboratorial de 
estrongiloidiase e habitualmente estabelecido pela observagao das larvas rabditiformes, em lugar dos ovos em 
amostras de fezes (Prancha 22.5 M). A semelhanga dos ancilostomideos, Strongyloides e capaz de penetrar na pele 
humana intacta e, em seguida, sofrer um ciclo biologico indireto, conforme descrito. O ciclo biologico desse 
parasita esta ilustrado na Figura 22.11. E interessante assinalar que Strongyloides tambem sobrevive no meio 
extemo em um ciclo nao parasitario; por conseguinte, nao ha necessidade de parasitose para propagagao de 
Strongyloides. 


CICLO BIO LOG I CO DE Ancilostomfdeo 



■ FIGURA 22.10 Ciclo biologico dos ancilostomideos. Os ovos de ancilostomideos sao habitualmente eliminados nas fezes 
nos estagios iniciais da clivagem por femeas gravidas. Depois de aproximadamente 24 horas no solo, em condigoes ideais de 
temperatura e umidade, os ovos eclodem no primeiro estagio larvario, a larva rabditiforme de vida livre. Depois de 5 a 7 dias, 
a larva rabditiforme transforma-se na larva filariforme de terceiro estagio, forma infectante para os seres humanos. 
Dependendo das condigoes de temperatura e umidade do solo, a larva filariforme pode permanecer infectante por urn periodo 
de ate 6 semanas. Os seres humanos sao infectados pela penetragao das larvas filariformes atraves da pele intacta, seja nas 
maos, ao revolver o solo infestado por larvas, ou caminhando descalgo no solo contaminado com fezes humanas. A 
semelhanga dos ascaris, as larvas dos ancilostomos tambem penetram na mucosa intestinal, passam para a circulagao, 
invadem os alveolos pulmonares e sao expectoradas e deglutidas. As larvas invadem novamente a mucosa intestinal, onde 
se desenvolvem em vermes adultos machos e femeas. Esses vermes adultos permanecem firmemente fixados a mucosa e 
tern acesso ao suprimento sanguineo do hospedeiro por meio de placas cortantes ou pares de dentes, dependendo da 
especie. As femeas depositam grandes numeros de ovos, que sao eliminados nas fezes, completando o ciclo biologico. 
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22.7 


Infects por ancilostomideos. 


Podem ocorrer sintomas relacionados com os varios estagios do ciclo biologico. Podem ocorrer infecgoes cutaneas nos locais de penetragao das larvas 
filariformes, particularmente quando o ser humano e infectado por especies de ancilostomideos nao humanos ("prurido da terra"). 254 Pode-se 
observar a ocorrencia da sfndrome de Loeffler nos pulmoes e eosinofilia durante o estagio de migra^ao pulmonar das larvas. As femeas adultas 
produzem apenas cerca de 2.500 a 5.000 ovos por dia; por conseguinte, as contagens de ovos em amostras de fezes podem refletir o numero de 
ancilostomos adultos, o que indica, por sua vez, a gravidade da infecgao. A present de mais de 5.000 ovos de ancilostomideos por mililitro de fezes 
em mulheres e crian^as e de mais de 5.000 por mililitro em homens esta habitualmente associada a anemia. As tecnicas de contagem de ovos foram 
descritas por Garcia. 

Nas infec^oes madias por 500 ou mais vermes, o hospedeiro pode perder o equivalente de 240 a 480 ml de sangue por semana, resultando em 
grave anemia ferropriva hipocromica e acentuada hiperplasia eritroide da medula ossea, o que, por sua vez, pode resultar em osteoporose e formaijao 







de cistos osseos. Nas infecijoes graves, as complicates podem incluir fraqueza, fadiga, retardo do crescimento, edema periferico e insuficiencia 
cardfaca congestiva. A falta de desenvolvimento mental em decorrencia de hipoxia associada a anemia representa urn grave problema mundial em 
milhoes de crian^as infectadas por ancilostorm'deos. A diarreia, a dor abdominal e a nauseas constituem manifestai;6es da fase intestinal da infecgao. 
Kelley etal . 141 relataram o desenvolvimento de infecgoes por ancilostorm'deos em 35 de 684 soldados que participaram de operates militares em 
Granada; essas infecgoes foram mais comumente associadas a exposi^ao ao solo proximo de residences cujas condi^oes sanitarias eram mlnimas. 

0 tratamento efetivo consiste em albendazol e outros benzimidazois; deve-se fornecer uma reposi^ao de ferro a pacientes com anemia 
ferropriva. 


CICLO BIOLOGICO DE Strongyloides stercoralis 
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■ FIGURA 22.11 Ciclo biologico de Strongyloides stercoralis. O ciclo biologico de Strongyloides stercoralis assemelha-se ao 
dos ancilostomideos, exceto que a maioria dos ovos eclode liberando larvas rabditiformes enquanto ainda se encontram no 
lumen intestinal. Algumas das larvas rabditiformes podem se transformar em larvas filariformes enquanto ainda se encontram 
dentro do lumen intestinal. Essas larvas podem invadir diretamente a mucosa ou pele perianal, resultando em um ciclo de 
reinfecgao cronica. 151 Isso ocorre sem o conhecimento do hospedeiro imunocompetente, em um nivel relativamente baixo 
(i.e., o ciclo de reinfecgao nao e eliminado, porem mantido em um baixo estado de equilibrio dinamico pelo sistema imune). 
Entretanto, quando o hospedeiro se torna imunocomprometido, a taxa de reinfecgao aumenta, resultando em uma sindrome 
de hiperinfecgao que pode ser fatal. 132,145 Nos casos de doenga diarreica, pode-se observar, em certas ocasioes, a presenga 
de ovos nas fezes indistinguiveis daqueles dos ancilostomideos. Em condigoes ideais de umidade e temperatura no meio 
externo, as larvas rabditiformes eclodem, transformando-se rapidamente em larvas filariformes infectantes. Os seres 
humanos sao infectados pela penetragao direta das larvas filariformes na pele por contato direto. A migragao dessas larvas 
invasivas na circulagao assemelha-se aquela dos ancilostomideos, resultando, por fim, no desenvolvimento de vermes 
adultos no intestino. 

No mundo inteiro, a magnitude da estrongiloidiase assemelha-se a da prevalencia das infecgoes por 
ancilostomideos, com uma estimativa de 800 milhoes de pessoas infectadas, acometendo ate 10% da populagao em 
algumas localidades. 129 A incidencia da infecgao em qualquer regiao determinada mostra-se variavel, visto que as 












larvas filariformes necessitam de consideravel umidade e sobrevivem melhor onde o lengol freatico e superficial. 
Houve surtos entre militares estacionados em areas endemicas. 141 Nos EUA, a estrongiloidiase e endemica em areas 
rurais do sul e sudeste, com 3 a 5% dos individuos infectados em algumas localidades. 2 '' 4 As infecgoes tambem 
apresentam uma alta prevalencia entre pacientes intemados em instituiqoes psiquiatricas, presidiarios e imigrantes 
que anteriormente residiam em regioes tropicais endemicas. 

Diferentemente de outros nematoides, e comum a reinfecgao do mesmo hospedeiro por Strongvloides, 
estabelecendo, desse modo, uma infecgao parasitaria cronica. Isso se deve ao fato de que algumas das larvas que sao 
eliminadas nas fezes podem penetrar na parede intestinal ou na pele perianal. Em geral, as infecgoes cronicas nao 
sao aparentes, a nao ser que o hospedeiro se torne imunocomprometidof' 110 Isso pode ocorrer com a idade ou o uso 
de terapia (p.ex., agentes imunossupressores administrados para controlar a rejeigao de transplantes). 53 Nessa 
situagao, observa-se o desenvolvimento de uma sindrome de hiperinfecgao por Strongvloides, que e frequentemente 
fatal. 36,100 ’ 207 Menos comumente, foram observadas complicagoes, como perfuragao e hemorragia. 17 As 
manifestagoes clinicas da estrongiloidiase sao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.8. 112 


Quadro de correlates clinicas 


22.8 


Estrongiloidiase. 


Na porta de entrada do parasita, pode-se observar a ocorrenda de irritagao da pele e prurido, na forma de dermatite cronica de baixo grau. 34 Em 
geral, nao ocorre o prurido da larva migrans cutanea totalmente desenvolvido, gue e caracteristico das infecgoes cutaneas por ancilostomi'deos nao 
humanos. Entretanto, Leighton e MacSween 151 relataram o caso de uma mulher de 74 anos de idade com historia de erupgoes urticariformes gue 
surgiram na infancia, com 65 anos de duragao. Esses sintomas foram finalmente correlacionados com a presenga de estrongiloidiase cronica ou 
prolongada. Gordon etal. 97 tambem estabeleceram o diagnostico de estrongiloidiase disseminada com base na identificagao de larvas filariformes 
em biopsiasdepele. 

As manifestagoes intestinais das infecgoes por Strongyloides variam desde poucos sintomas a nenhum sintoma nas infecgoes leves ate a 
ocorrenda de doenga intestinal necrosante grave nas infecgoes macigas. Em alguns pacientes, os sintomas podem sugerir doenga ulcerosa peptica; em 
outros, o comprometimento do intestino delgado pode simular radiograficamente a doenga de Crohn. Foi relatada a ocorrenda de hemorragia 
gastrintestinal superior maciga em urn imigrante africano negro de 29 anos de idade, causada por infecgao maciga do duodeno por 5. stercoralis} 1 

Na presenga de uma dose infectante maciga, pode ocorrer doenga pulmonar sugestiva de pneumonia de Loeffler, gue se manifesta na forma de 
sibilos e eosinofilia; ou, em casos de sindrome de hiperinfecgao descrita mais adiante neste capitulo, pode-se observar o aparecimento de pneumonia 
totalmente desenvolvida, tosse e dispneia. Harris et al. m relataram dois pacientes com estrongiloidiase disseminada, em gue o diagnostico foi 
inicialmente estabelecido pela observagao de larvas no escarro. Esses pesguisadores sugeriram gue, em pacientes imunossuprimidos gue 
desenvolvem pneumonia nao bacteriana, particularmente na presenga de eosinofilia, devem-se examinar amostras tanto de fezes guanto de escarro 
a procura de infecgao por 5. stercoralis. 

A terapia com corticosteroides a longo prazo tambem pode predispora infecgoes disseminadas por Strongyloides. Chu etal. 36 descreveram urn 
homem de 65 anos de idade com doenga pulmonar obstrutiva cronica dependente de esteroides, gue desenvolveu pneumonia em conseguencia de 
Strongyloides. 0 diagnostico foi estabelecido com base na presenga de larvas detectadas em uma amostra de escarro expectorado. Em geral, a 
pneumonite causada por larvas de nematoides e transitoria e caracteriza-se por tosse e febre; nos casos mais graves, caracteriza-se por dor toracica, 
dispneia e hemoptise. 

Os hospedeiros imunossuprimidos mostram-se particularmente vulneraveis as infecgoes disseminadas por Strongyloides. A tendencia dos ovos 
de 5. stercoralis a eclodir rapidamente e a produzir larvas filariformes intraintestinais (Prancha 22.5 N) torna os pacientes vulneraveis a autoinfecgao, 
produzindo uma condigao conhecida como sindrome de hiperinfecgao. 133 Purtilo et al., 10 apos observar a ausencia de resposta do tecido 
granulomatoso a larvas, em varios casos de necropsia de estrongiloidiase fatal, concluiram gue e necessaria a integridade do sistema imune celular 
para manter o organismo sob controle. Uma vez comprometida ou anulada a imunidade, os pacientes gue abrigam o parasita tendem a sofrer 
hiperinfecgao em conseguencia da invasao direta da mucosa intestinal (Prancha 22.5 0), com disseminagao das larvas para muitos orgaos e tecidos. 
Genta 10 oferece urn argumento alternativo segundo o gual os corticosteroides, em lugar de atuar por meio de supressao da imunidade, podem, de 
fato, atuar diretamente sobre o verme como "hormonios da muda", gue promovem diretamente a proliferagao dos organismos, aumentando a 
possibilidade de doenga disseminada. Embora a sindrome de hiperinfecgao por Strongyloides nao tenha sido especificamente associada a positividade 
do HIV e a AIDS, foram relatados alguns casos. 110 

Como 5. stercoralis pode ser abrigado por seres humanos como infestagao subclinica durante muitos anos apos o contato inicial, nao e necessario 
gue os pacientes com desenvolvimento de estrongiloidiase disseminada tenham sofrido uma exposigao recente ao parasita. Klein et al. us ressaltam a 
necessidade de rastreamento das amostras de fezes a procura de estrongiloidiase antes de iniciar o tratamento dos pacientes gue residem em areas 
endemicas com urn ciclo de terapia imunossupressora. Os receptores de transplante de orgaos representam outro grupo de alto risco. Nesse grupo, 
deve-se proceder a urn rastreamento sorologico antes de iniciar a terapia imunossupressora. Alguns pesguisadores recomendaram urn exame de 




fezes, que pode ser realizado, embora seja um metodo insensfvel de deteqao. A si'ndrome de hiperinfecqio e ainda mais complicada, devido ao risco 
aumentado de desenvolvimento de sepse por microrganismos gram-negativos, presumivelmente pelo fato de que as larvas penetrantes de 
Strongyloides sao acompanhadas de bacterias intestinais. 

0 tiobendazol e a ivermectina sao anti-helmi'nticos comumente utilizados para a estrongiloidfase e mostram-se superiores ao albendanzol. A 
ivermectina e habitualmente administrada a pacientes com sindrome de hiperinfecqio. 


Identificagao laboratorial 

► Larvas rabditiformes 

• As larvas rabditiformes de S. stercoralis apresentam uma cavidade bucal curta (Prancha 22.5 L, a direita ), 
diferentemente dos ancilostomideos, que possuem uma cavidade bucal longa (Prancha 22.5 L, a esquerda ) 

• As larvas rabditiformes de Strongyloides stercoralis tambem exibem um primordio genital oval proeminente, 
localizado a cerca de um tergo da distancia da cauda 

• Com frequencia, as infecgoes cronicas estao associadas a um numero muito pequeno de parasitas, dificultando o 
estabelecimento de um diagnostico objetivo. Pode ser necessario proceder ao exame de varias amostras de fezes 
em dias sucessivos, ou pode-se indicar o procedimento de concentragao de Baermann. Nesse procedimento, as 
larvas ativas sao induzidas a migrar da massa fecal para um reservatorio de agua atraves de uma tela de arame 
coberta com gaze, conforme descrito por Garcia. 87 DeKaminsky, 57 em um estudo de 427 amostras de fezes, 
constatou que 33 casos adicionais foram diagnosticados utilizando uma tecnica de Baermann modificada, 
enquanto 28 casos adicionais foram diagnosticados por meio do metodo de cultura em placa de agar. 

Especies de Trichostrongylus 

As especies de Trichostrongylus, que sao detectadas com pouca frequencia nos EUA, sao pequenos nematoides 
adultos semelhantes aos ancilostomideos, que residem com a cabega enterrada no epitelio do intestino delgado. 
Normalmente, os vermes adultos habitam o trato intestinal de ovinos, bovinos, caprinos e outros herbivoros. Ocorre 
infecgao por meio da ingestao de larvas de terceiro estagio que se encontram sobre a grama e outras vegetagoes. 
Esses parasitas nao possuem pegas bucais especiais que caracterizam os ancilostomideos, de modo que nao ocorre 
perda de sangue. As infecgoes macigas podem provocar dor abdominal, diarreia e eosinofilia leve, porem os 
sintomas sao, em sua maioria, minimos. Os ovos de Trichostrongylus assemelham-se aos dos ancilostomideos, 
porem sao mais longos (78 a 98 pm x 40 a 50 pm), com extremidades mais afiladas. E importante reconhecer essas 
diferengas sutis na morfologia dos ovos para nao estabelecer um diagnostico incorreto de infecgao por 
ancilostomideos. O tratamento consiste comumente no uso de pamoato de pirantel, e as altemativas incluem 
albendazol e mebendazol. 

Capillaria philippinensis 

Capillaria philippinensis e um nematoide extremamente pequeno; os adultos medem 1,5 a 3,9 mm de comprimento, 
com largura que varia de 5 mm na cabega filamentosa ate 30 mm na metade do corpo. Apos pesquisas consideraveis 
para identificar os hospedeiros reservatorios, acredita-se, hoje em dia, que as aves que se alimentam de peixes sejam 
os hospedeiros naturais dentro de um ciclo biologico de peixe e ave. 44 Os seres humanos tomam-se infectados 
quando ingerem peixe inadequadamente cozido que e comumente consumido por aves. 

A doenga e endemica nas Filipinas, na Tailandia e em regioes adjacentes ao sul do mar da China. Os habitos 
alimentares locais incluem a ingestao orgaos crus de animais e o uso de sucos intestinais de animais para temperar o 
arroz e outros alimentos. Alem disso, o consumo de caranguejos e pequenos peixes de agua doce nao cozidos e 
considerado uma iguaria em muitas populagoes nativas. A infecgao por C. philippinensis sempre provoca doenga e 
pode levar a morte se nao for tratada. De 1967 a 1990, foram documentados 1.884 casos confirmados de capilariase 
intestinal, dos quais 110 levaram a morte. 44 

O inicio gradual de dor abdominal, borborigmo (i.e., ruido gorgolejante do estomago) e a diarreia intermitente 
no decorrer de um periodo de 4 a 8 semanas constitui o quadro clinico inicial comum. E comum a observagao de 
enteropatia grave perdedora de proteina, ma absorgao de gordura e agucares e baixa excregao de xilose. Ocorrem 
perda de liquidos e desequilibrios eletroliticos, caracterizados por baixos niveis plasmaticos de potassio, sodio e 
calcio. Observa-se a presenga de niveis elevados de IgE e niveis baixos de IgG, IgM e IgA. Os exames post mortem 



de pacientes que morreram dessa doenga revelaram infecgao maciga do jejuno, com atrofia focal da mucosa nos 
locals de invasao do parasita. 44 

Identificagao laboratorial 

• Os ovos de C. philippinensis podem ser confiindidos com os de Trichuris trichiura, devido a sua morfologia 
semelhante 

• Diferentemente de 71 trichiura, os ovos de C. philippinensis apresentam tampoes polares menos proeminentes e 
uma casca espessa e estriada (Prancha 22.5 P) 

• A identificagao incorreta pode levar a sequelas graves, morbidade desnecessaria ou ate mesmo a morte de 
pacientes infectados por C. philippinensis, se essa infecgao nao for tratada. 

Cestoides 

Os cestoides sao uma subclasse de helmintos que compreendem as tenias verdadeiras, que possuem escolex e uma 
serie de segmentos corporals hermafroditas, produtores de ovos, denominados proglotes. Os cestoides de 
importancia humana apresentados aqui sao os seguintes: 

Taenia saginata 
Taenia solium 
Diphyllohothrium latum 
Hymenolepis nana 
Hymenolepis diminuta 
Dipylidium caninum 

O corpo de um cestoide adulto ou tenia, denominado estrobilo, consiste em duas partes: o escolex e a proglote 
(Prancha 22.6 A). O escolex e a porgao anterior dotada de ganchos e/ou ventosas por meio dos quais o verme adere 
e se fixa a mucosa intestinal. A coroa do escolex, denominada rostelo, pode apresentar ganchos (/.<?., tenia armada) 
(Prancha 22.6 B), ou pode ser desprovida de ganchos e lisa ( i.e., tenia desarmada). Essas diferengas morfologicas 
sao uteis para a identificagao das especies. 

A maior parte do corpo de uma tenia e composta por uma longa serie de segmentos, denominados proglote. 
Cada proglote possui orgaos reprodutores masculinos e femininos, e as ramificagoes do utero tomam-se repletas de 
ovos quando maduras (Prancha 22.6 C). Os ovos ou proglotes repletas de ovos sao eliminados nas fezes. Diferengas 
sutis observadas no tamanho, na forma e nas estruturas intemas das proglotes servem como auxilio na identificagao 
das especies. O exame de fezes em preparagoes microscopicas para a detecgao dos ovos constitui o metodo mais 
comum para estabelecimento de um diagnostico laboratorial. 

Com excegao de Hymenolepis nana, cuja transmissao de um ser humano para outro pode ocorrer por meio da 
ingestao de agua ou de alimentos contaminados com fezes que contem ovos infectantes, os ciclos biologicos dos 
cestoides necessitam de um ou mais hospedeiros intermediaries para manter o desenvolvimento das larvas. O ciclo 
biologico de Taenia solium, como representative dos cestoides, esta ilustrado na Figura 22.12. 

Taenia solium e Taenia saginata 

As infeegoes por Taenia sao conhecidas desde os tempos biblicos, e esse conhecimento desde tempos primitives 
pode estar relacionado com a proibigao judaica do consumo de came de porco. Os seres humanos adquirem a 
infecgao intestinal pela Taenia adulta por meio da ingestao de larvas encistadas presentes na came de porco (71 
solium ) ou na came de vaca (71 saginata ) inadequadamente cozidas (Prancha 22.6 D). Nos seres humanos, conforme 
discutido adiante, as infeegoes intestinais pelas tenias adultas dessas duas especies provocam sintomas semelhantes. 
Entretanto, de maior importancia clinica e o fato de que os seres humanos tambem podem servir como hospedeiro 
intermediary de 71 solium. Essa situagao pode ocorrer quando um ser humano ingere os ovos de 71 solium. Nesse 
tipo de infecgao, denominada cisticercose, as larvas transitam amplamente por todo o corpo e podem se encistar em 
qualquer tecido, porem com maior propensao pelo cerebro 266 (Prancha 22.6 E). Os tecnicos de laboratory precisam 
ter cuidado ao manipular proglotes de 71 solium repletas de ovos, de modo a evitar uma transmissao inadvertida das 
maos para a boca. Nao ocorre cisticercose humana com 71 saginata; entretanto, como a verdadeira identidade dos 


organismos infectantes pode nao ser imediatamente reconhecida, e preciso ter cuidado ao manipular qualquer 
proglote. 
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■ FIGURA 22.12 Ciclo biologico de Taenia solium. O ser humano infectado por uma tenia intestinal elimina proglotes el ou 
ovos maduros nas fezes, no meio externo, contaminando o solo, a agua e a vegetagao com materia fecal. No caso de Taenia 
solium, os ovos embrionados sao ingeridos por suinos, em cujo intestino eclode uma oncosfera, que penetra na mucosa. As 
larvas liberadas entram na circulagao e migram ate o musculo esqueletico, onde se encistam na forma de urn cisto 
semelhante a uma bexiga, denominado cisticerco. Com a ingestao de came de porco infestada por cisticercos por urn ser 
humano, o escolex sofre evaginagao no intestino e fixa-se a mucosa intestinal. A tenia desenvolve-se por meio da 
proliferagao de centenas de proglotes, ate alcangar urn comprimento de varios metros. Os ovos e as proglotes sao novamente 
liberados no lumen intestinal e eliminados com as fezes, completando o ciclo biologico. O lado direito da figura demonstra que 
os seres humanos tambem podem atuar como hospedeiro intermediario desse parasita se forem ingeridos ovos. Essa doenga 
e conhecida como cisticercose. 

A cisticercose tem alta prevalencia no Mexico e na America Latina, onde a estimativa e de 350.000 individuos 
infectados. A doenga tem sido identificada em 2 a 3% dos casos de necropsia na cidade do Mexico, respondendo por 
25% de todas as massas intracranianas detectadas por tomografia computadorizada. 2 " 4 No passado, a 
neurocisticercose era incomum nos EUA, com notificagao de apenas algumas centenas de casos desde o inicio de 
vigilancia, em 1957. Entretanto, mais recentemente, houve um acentuado aumento na doenga, que, em parte, tem 
ocorrido paralelamente ao aumento da imigragao de individuos provenientes de areas endemicas. 42 Em 1989, a 
cisticercose tomou-se uma doenga de notificagao compulsoria na Califomia. 6is Durante o primeiro ano, foram 
notificados 134 casos, quase todos (117) de individuos de origem hispanica, a maioria deles proveniente de paises 
onde T. solium e endemica. Alem da maior incidencia da doenga na California, foram tambem relatados varios casos 
de infecgoes esporadicas em diversas areas dos EUA, incluindo Texas, Colorado, Pensilvania e Missouri. 171 Talvez 









devido a essa experiencia, Roman et al. 1 propuseram que a neurocisticercose fosse declarada como doenga de 
notificagao compulsoria intemacional. Varias publicagoes refletem uma elevada taxa de incidencia de cisticercose 
sintomatica em muitas regioes do mundo, conforme exemplificado por areas endemicas em comunidade dos Andes 
e no Burundi, como relatado por Cruz et al. 4 ' e por Newell et a/., 186 respectivamente. As manifestagoes cllnicas da 
teniase e da cisticercose estao descritas no Quadro de correlagoes clinicas 22.9. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial das infecgoes por Taenia (i.e., teniase) e habitualmente 
estabelecido pela observagao dos ovos caracteristicos em preparagoes microscopicas de amostra de fezes. E 
necessaria a presenga de vermes adultos ou de parte deles para a identificagao em nivel de especie, visto que os ovos 
das duas especies sao morfologicamente indistinguiveis. 


Quadro de correlates clinicas 


22.9 


Teniase e cisticercose. 


Teniase 

Os sintomas intestinais sao habitualmente insignificantes. A eliminagao de proglotes nas fezes pode fornecer a primeira indicagao de doenga. 0 
paciente pode apresentar dor epigastrica, desconforto abdominal, nervosismo e aumento do apetite. A perda de peso e minima. A eosinofilia e 
habitualmente moderada. 

Cisticercose 

A cisticercose refere-se ao desenvolvimento de formas larvarias encistadas extraintestinais de T. solium em varios orgaos apos a ingestao de ovos 
embrionados em agua ou alimentos contaminados com fezes. Embora as infecgoes humanas sejam causadas, em sua maioria, por T. solium, outras 
especies de tenias de animais tambem podem produzir, em raras ocasioes, cisticercos de morfologia semelhante (p.ex., cenurose). Em 60 a 96% dos 
pacientes, ocorre comprometimento do SNC, produzindo uma condigao conhecida como neurocisticercose (Prancha 22.6 E). A maioria dos pacientes 
com neurocisticercose apresenta mais de urn cisto, e ja foram encontrados ate 200 cistos em urn caso de necropsia. 17 

Os sintomas variam de modo consideravel de urn paciente para outro e dependem da localizagao anatomica dos cisticercos. As lesoes no cortex 
cerebral podem resultar em convulsoes ou em deficits neurologicos localizados. E comum observar a ocorrencia de paralisia de nervos cranianos, 
acometendo, em particular, o guinto e o setimo nervos cranianos, bem como reflexos anormais. A cisticercose constitui a causa mais freguentemente 
identificada de epilepsia em adultos jovens gue residem em areas endemicas, constituindo a unica manifestaqio em ate urn tergo dos pacientes. 22 ' 
Ocorrem crises focais em ate tres guartos dos individuos infectados. Os cistos cerebrais intraventriculares podem causar obstrugao do fluxo do liguido 
cefalorraguidiano (LCR), resultando em sintomas de hipertensao intracraniana aguda (cefaleia, vertigem, nauseas, vomitos, papiledema e disturbios 
visuais); em 40% dos casos, observa-se a presenga de alteragoes na personalidade e no estado mental do individuo. 171 

As larvas invasivas (oncosferas) sao sensiveis aos anticorpos circulantes e ao complemento no hospedeiro humano; 266 entretanto, observa-se o 
desenvolvimento de titulos significativos somente apos a transformaqio das larvas nos metacestoides resistentes a anticorpos. De fato, os anticorpos 
podem ligar-se atraves dos receptores Fc ao parasita, gue pode utiliza-los como fonte de proteina. A teniaestatina e outras moleculas do parasita 
podem interferir na proliferagao dos linfocitos e na funqio dos macrofagos, paralisando, assim, a resposta imune celular. 

0 praziguantel e o albendazol foram extensamente testados e utilizados com sucesso no tratamento da neurocisticercose, habitualmente em 
associagao com corticosteroides. 259 Ha controversias no gue concerne ao tratamento da neurocisticercose extensa, visto gue os cisticercos gue morrem 
provocam uma resposta inflamatoria intensa, gue pode levar ao edema cerebral, herniagao e morte. Pode haver tambem necessidade do uso de 
corticosteroides. Em alguns casos, a cirurgia torna-se necessaria. 

Em uma comunidade rural do Mexico, foi realizado urn esforgo em massa para o tratamento da cisticercose, e todos os cidadaos gue participaram 
receberam uma dose unica de 5 mg/kg de praziguantel; a teniase humana foi reduzida em 56%, e as crises convulsivas de inicio tardio, em 70%, no 
decorrer de urn periodo de 42 meses. 221 Nesse mesmo estudo, os niveis de anticorpos anticisticerco foram reduzidos em 75% nos seres humanos e em 
55% nos suinos tratados. Foram desenvolvidas vacinas utilizando antigenos recombinantes, e foi constatado, em estudos experimentais, gue elas 
proporcionam uma protegao de mais de 90% em caso de infecgoes experimentais para doenga hidatica em ovinos, incentivando, assim, o uso 
potencial de vacinas nos seres humanos. 154 


As caracterlsticas necessarias para a identificagao das especies de Taenia estao descritas a seguir. 

► Ovos 

• Sao esfericos e medem aproximadamente 30 por 45 pm de diametro 

• Apresentam casca espessa e lisa, com estrias radiais caracteristicas (Prancha 22.6 H). A Prancha 22.6 G mostra 
uma fotografia desses ovos in situ dentro do utero de uma femea gravida 

• No interior, podem-se observar tres pares de ganchos, em uma estrutura denominada oncosfera. 



► Vermes adultos 

As caracteristicas que possibilitam a diferenciagao de T. saginata e T. solium sao as seguintes: 



Taenia saginata 

Taenia solium 

Estrobilos: 

4 a 10 m de comprimento 

2 a 4 m de comprimento 


Ate 2.000 proglotes 

800 a 1.000 proglotes 

Escolex: 

Quatro ventosas 

Quatro ventosas 


Rostelo desarmado 

Rostelo armado (Prancha 22.6 B) 

Proglotes: 

Mais de 13 ramificagoes uterinas laterais 

Menos de 13 ramificagoes uterinas laterais 
(Prancha 22.6 C) 


Chapman et al? 1 desenvolveram uma sonda de DNA especifica de especie, que diferencia os ovos de T. solium 
daqueles de T. saginata. Os autores descrevem o isolamento e a caracterizagao de clones recombinantes que contem 
sequencias repetitivas de DNA (uma sequencia de 158 pb) para T. solium e uma sequencia nao relacionada de T. 
saginata que codifica uma porgao do gene da citocromo c oxidase I mitocondrial, cada um deles hibridizando 
especificamente com o DNA genomico da respectiva especie. Na ausencia dessas sondas, nao e posslvel diferenciar 
T. solium de T. saginata, baseando-se tao somente na morfologia dos ovos. Esses dados devem ser claramente 
informados ao medico que solicita o exame de fezes, visto que os indivlduos, particularmente criangas, na casa de 
um paciente que elimina ovos de T. solium correm alto risco de neurocisticercose. Sloan et al. 235 examinaram o uso 
de um imunoensaio enzimatico para o diagnostico sorologico da cisticercose. Dispoe-se de um ensaio immunoblot 
dos CDC para confirmar o diagnostico de cisticercose; os tipos de amostras aceitaveis incluem o soro e o liquido 
cefalorraquidiano (LCR). 

Diphyllobothrium latum | Tenia gigante do peixe 

D. latum, a tenia gigante humana do peixe utiliza dois hospedeiros intermediaries para o desenvolvimento de suas 
formas larvarias. As areas endemicas incluem as regioes dos lagos frios da Escandinavia, Europa Setentrional, norte 
do Japao, parte superior do Meio-Oeste dos EUA, Canada e Alasca. A Figura 22.13 e uma ilustragao do ciclo 
biologico de D. latum. As manifestagoes clinicas da difilobotriase estao apresentadas no Quadro de correlagoes 
clinicas 22.10. 

Identificagao laboratorial 

► Verme adulto 

Embora sejam raramente eliminadas nas fezes, as proglotes, quando encontradas, sao caracteristicas. 

• O estrobilo intacto mede 3 a 10 m de comprimento e possui mais de 3.000 proglotes 
0 Na maioria dos casos, obtem-se apenas uma parte do estrobilo 

• Os segmentos individuais (i.e., proglotes) sao caracterfsticos por serem mais largos do que longos ( latum em 
latim significa largo) (Prancha 22.6 I) 

• O escolex raramente e isolado de amostras de fezes. Quando isolado, apresenta as seguintes caracteristicas: 

0 Tern a forma de amendoa e mede 2 a 3 x 1 mm 

0 E caracteristico pela presenga de dois sulcos de suegao ( bothria = depressao) dorsoventrais profundos, 
delimitados por pregas laterals semelhantes a labios (phyllon = folhas) (Prancha 22.6 J) 

• Cada proglote possui um utero enrolado indefmido, na forma de roseta compacta (Prancha 22.6 K). 

► Ovos 

O diagnostico laboratorial da infeegao humana por D. latum e comumente estabelecido pela identificagao dos 
ovos operculados caracteristicos em amostras de fezes. Trata-se do unico ovo operculado encontrado em cestoides; 
todos os outros ovos operculados provem de trematodeos. 

Os ovos de D. latum: 

• Medem aproximadamente 55 a 75 x 40 a 55 pm e sao alongados 

• Possuem uma casca lisa com um operculo nao sustentado imperceptivel em uma das extremidades e um 
espessamento semelhante a um botao na outra extremidade (i.e., extremidade abopercular) (Prancha 22.6 L) 

• Esses ovos podem ser diferenciados dos ovos operculados de Paragonimus westermani (discutido adiante) pela 
ausencia de um operculo provido de ombro distinto e ausencia de botao abopercular (Prancha 22.7 P). 


Especies de Hymenolepis 

Hymenolepis, conhecida como tenia ana, possui distribuigao mundial e constitui uma das causas mais comuns de 
infecgoes por cestoides nos seres humanos, particularmente em criangas. Por outro lado, Hymenolepis diminuta e 
principalmente um parasita de ratos e camundongos e raramente e encontrado em seres humanos. Varias especies de 
artropodes (p.ex., “tenebriao”), que abrigam as formas larvarias infectantes, podem servir como hospedeiros 
intermediarios. A Prancha 22.6 F mostra uma fotografia de cisticerco de Hymenolepis, como ele pode aparecer no 
interior do inseto. Os seres humanos tomam-se infectados por meio da ingestao desses insetos infectados por larvas. 
Esse hospedeiro intermediario nao e obrigatorio para a transmissao de Hymenolepis nana entre seres humanos. Com 
mais frequencia, os seres humanos, tomam-se infectados por meio da ingestao de agua ou alimentos contaminados 
com ovos de Hymenolepis. A Figura 22.14 apresenta o ciclo biologico ilustrado de Hymenolepis diminuta. As 
infecgoes por Hymenolepis sao, em grande parte, subclinicas. As manifestagoes clinicas da himenolepiase sao 
apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.11. 


CICLO BIOLOGICO DE Diphyllobothrium latum 
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■ FIGURA 22.13 O ciclo biologico de Diphyllobothrium latum envolve dois hospedeiros intermediarios. Os ovos nao 
embrionados, que sao eliminados na materia fecal de um ser humano infectado em estuario de agua doce, sofrem 
embrionagao durante um periodo de varios dias e entao eclodem, liberando um coracidio de vida livre. Por sua vez, esses 
coracidios sao ingeridos por um crustaceo (copepodes ou Cyclops), em cuja cavidade corporal se desenvolvem larvas 
procercoides. Os copepodes constituem uma das principals fontes alimentares de uma variedade de peixes de agua doce na 
America do Norte. Apos a ingestao dos copepodes pelo peixe, as larvas plerocercoides do parasita (espargana) 
desenvolvem-se na came do peixe. Os seres humanos ingerem essas larvas pleurocercoides ao consumir peixe cru ou 
inadequadamente cozido. Essas larvas desenvolvem-se em vermes adultos no intestino humano. Com o processo de 
maturagao, o verme adulto elimina ovos nas fezes, completando o ciclo biologico. 








Quadro de correlates ch'nicas 


22.10 


Difilobotriase. 


Os pacientes podem abrigar um verme adulto por ate 20 anos. Os sintomas intestinais sao minimos. Os grandes vermes adultos podem provocar 
obstru^ao intestinal mecanica, acompanhada de dor abdominal e diarreia. Em uma minoria de pacientes infectados por D. latum, particularmente na 
Europa Setentrional e, especificamente, na Finlandia, ocorre anemia megaloblastica em consequencia da deficiency de vitamina B 12 , devido a 
competi^ao seletiva do parasita por essa vitamina essencial. 0 praziquantel e um tratamento efetivo, e a nidosamida e um farmaco alternativo. 

Os seres humanos tambem podem ser infectados pelas larvas plerocercoides de tenias difilobotroides estreitamente relacionadas com D. latum, 
causando uma infec^ao conhecida como esparganose. Os vermes adultos sao encontrados em caes e gatos; a forma larvaria desenvolve-se nos seres 
humanos apos a ingestao de copepodes ou de came crua de anfibios e repteis infectados por larvas. As larvas plerocercoides (espargana) 
desenvolvem-se e formam nodulos pruriginosos nos tecidos subcutaneos dentro de um peri'odo de varios meses. A eosinofilia no sangue periferico 
constitui um indicio inespecifico e com indi'cio inespecifico de possivel present de esparganose; todavia, e preciso demonstrar os nodulos 
caracterfsticos para gue se possa estabelecer um diagnostico definitivo. 


CICLO BIOLOGICO DE Hymenolepis diminuta 
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■ FIGURA 22.14 Ciclo de vida Hymenolepis diminuta. Os ovos embrionados, que sao eliminados no solo ou na agua por 
meio das fezes de um ser humano infectado, sao, por sua vez, ingeridos por um inseto. A oncosfera eclode no intestino do 
inseto e penetra na parede intestinal. Em seguida, ocorre desenvolvimento de um cisticercoide infectante na cavidade 
corporal. Quando ocorre ingestao acidental por um ser humano do inseto infectado, as larvas sao liberadas e penetram nas 
vilosidades da parte superior do intestino delgado. O escolex fixa-se a mucosa intestinal, onde se desenvolve em verme 
adulto. Como processo de maturagao, os ovos embrionados sao liberados das proglotes gravidas e eliminados nas fezes, 
completando o ciclo biologico. 


Quadro de correlates ch'nicas 
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Diferentemente das infecgoes causadas por especies de Taenia e Diphyllobothrium, nas quais apenas urn verme habita mais comumente o intestino, 
pode-se verificar a present de ate 1.000 vermes H. nana em determinado paciente. Nas infecgoes leves, os sintomas podem estar ausentes, ou 
podem limitar-se a ocorrencia de dor difusa e leve na parte inferior do abdome e evacuapio de fezes de consistency mole. Nas infecgoes madias, 
podem ocorrer anorexia, dor abdominal, diarreia, cefaleia, nervosismo e prurido anal. A eosinofilia periferica e leve a moderada (4 a 16%). A 
autoinfecgao, em que os ovos edodem no intestino e reinfectam o hospedeiro por meio do cido biologico normal descrito no texto, pode resultar em 
uma enorme carga de vermes, que pode causar complicates graves, particularmente nos pacientes imunossuprimidos. As optes de tratamento 
induem praziquantel, nidosamida e nitazoxamida. 


Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial de infecgao por Hymenolepis e habitualmente estabelecido 
pela detecgao microscopica dos ovos caracteristicos do parasita em preparagoes de amostras de fezes. 

► Ovos 

• Os ovos de H. nana e de H. diminuta sao morfologicamente distintos. Cada ovo possui uma casca externa lisa e 
uma membrana interna, contendo um embriao hexacanto (com seis ganchos) 

• Os ovos de H. nana sao ovais, pequenos (47 x 57 pm) e possuem um par caracteristico de filamentos polares, 
que surgem a partir de espessamentos em ambos os lados da membrana do hexacanto (Prancha 22.6 M) 

• Os ovos de H. diminuta sao esfericos, maiores (58 x 86 pm) do que os de H. nana e sao desprovidos de 
filamentos polares (Prancha 22.6 N). 

► Vermes adultos 

• Os vermes adultos de H. nana sao pequenos e medem nao mais do que 3,8 cm quando maduros 

• Com frequencia, simulam filamentos mucosos; por conseguinte, nao sao comumente observados em amostras de 
fezes 

• O diminuto escolex possui um rostelo protuberante e armado, com uma fileira de 20 a 30 ganchos. 

Dipylidium caninum 

O ciclo biologico de Dipylidium caninum assemelha-se ao de Hymenolepis diminuta. Os seres humanos atuam como 
hospedeiro acidental, e tornam-se infectados apos a ingestao de pulgas de caes ou de gatos infectadas pela forma 
cisticercoide do cestoide. A tenia adulta reside no intestino de caes ou gatos. Os ovos, que sao eliminados nas fezes, 
sao ingeridos por varias especies de pulgas ou piolhos de cao; ocorre desenvolvimento dos cisticercoides infectantes 
na cavidade corporal do inseto. Quando o ser humano ingere uma pulga de cao, a larva cisticercoide penetra na 
mucosa do intestino delgado e desenvolve-se in situ em vermes adultos. As infecgoes humanas sao observadas mais 
comumente em criangas, que tern mais contato intimo com animais de estimagao e que, quando muito pequenas, 
tendem a ingerir objetos indesejaveis que se encontram no assoalho. Em geral, os sintomas sao minimos ou 
ausentes. Nas infecgoes macigas, podem-se observar graus variaveis de indigestao, perda do apetite e desconforto 
abdominal vago. 

O praziquantel constitui o tratamento de escolha; a niclosamida tambem e efetiva. A infecgao humana pode ser 
evitada mantendo-se os caes e gatos de estimagao livres de tenias e de pulgas. 

Identificagao laboratorial. Em geral, os vermes adultos nao sao observados. A identificagao laboratorial e 
habitualmente efetuada pela detecgao de capsulas ovigeras nas fezes. 

► Vermes adultos 

• O estrobilo varia de 15 a 70 cm de comprimento e possui 60 a 175 proglotes 

• O escolex tern forma romboide e possui um rostelo armado, conico e retratil 

• As proglotes medem 12 x 2,7 mm e sao distintas pela presenga de um duplo poro genital ( Dipylos significa duas 
portas) (Prancha 22.6 P) 

• As proglotes podem desprender-se do estrobilo e migrar isoladamente ou na forma de cadeias curtas pelo anus 
de caes e gatos, aparecendo como diminutos graos de arroz quando depositadas em tapetes ou no chao. 

► Ovos 

O diagnostico laboratorial das infecgoes humanas e habitualmente estabelecido pela observagao microscopica 
das capsulas ovigeras caracteristicas 

• Cada uma delas contem 15 a 25 ovos globulares (Prancha 22.6 P) 

• Cada ovo mede 35 a 60 pm de diametro 

• Cada ovo tambem contem uma oncosfera com seis ganchos. 



Trematodeos 


Os trematodeos constituem uma classe de helmintos, varios dos quais sao parasitas do ser humano. Os trematodeos 
sao vermes em forma de folha (i.e., ocorre achatamento dorsoventral). Todos os parasitas humanos sao 
hermafroditas, com excegao dos esquistossomas. Esses parasitas possuem duas ventosas - uma ventosa oral, atraves 
da qual se abre o trato digestorio, e a outra ventral para fixagao. Os trematodeos de importancia humana 
considerados neste capitulo sao os seguintes: 

Esquistossomas: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum 
Fasciolas hepaticas: Fasciola hepatica e Clonorchis sinensis 
Trematodeo intestinal gigante: Fasciolopsis buski 

Trematodeo dos pulmoes: especies de Paragonimus, mais comumcnte P. westermani 

Os estagios iniciais do ciclo biologico dos trematodeos parasitas sao praticamente identicos, com liberagao de 
miracidios de vida livre dos ovos gravidos liberados nas fezes de um ser humano infectado em estuarios de aguas 
apropriadas. Todos os trematodeos incluem caramujos como hospedeiro intermediario. Muitos trematodeos tambem 
necessitam de um segundo hospedeiro intermediario. O tipo de animal utilizado como hospedeiro intermediario 
depende da especie de trematodeo. Os estagios de desenvolvimento das especies de trematodeos descritas neste 
capitulo estao apresentados nos ciclos biologicos. 

Esquistossomas 

O termo esquistossoma deriva da aparencia do macho adulto, cujo corpo apresenta um sulco ou canal genital 
longitudinal, que serve como receptaculo para a femea durante a copulapao (Prancha 22.7 A). Tres especies de 
Schistosoma, S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, sao responsaveis pela maioria das infecgoes humanas. S. 
mekongi e um parasita humano endemico ao longo do rio Mekong; os ovos desse parasita sao morfologicamente 
indistinguiveis daqueles de S. japonicum. S. intercalatum e outro patogeno humano encontrado com menos 
frequencia. Os ovos desse parasita assemelham-se aos de S. haematobium-, todavia, ele provoca doenga que Simula 
clinicamente aquela causada por S. mansoni. S. intercalatum e endemico no Centro e Oeste da Africa. 242 O ciclo 
biologico dos esquistossomas assemelha-se ao de outros trematodeos, exceto que nao ha necessidade de um segundo 
hospedeiro intermediario para transmitir a doenga. 54 O ciclo biologico de Schistosoma esta ilustrado na Figura 
22.15. 

Dependendo da especie, os esquistossomas adultos estao localizados em varias partes do sistema venoso porta: 
(1) nas veias porta do intestino grosso no caso de S. mansoni e S. intercalatum, (2) no intestino delgado e intestino 
grosso no caso de S. japonicum e S. mekongi e (3) nas veias da bexiga para S. haematobium. Os vermes adultos 
medem cerca de 2,5 a 3 cm de comprimento e 0,5 mm de diametro quando maduros. As infecgoes macigas causam 
obstrugao da veia porta nos locais onde residem, e essas infecgoes levam a hipertensao portal. Ocorre tambem lesao 
tecidual extensa em consequencia da deposigao de inumeros ovos produzidos diariamente pela femea. 242 As 
manifestagoes cutaneas da esquistossomiase tambem foram descritas. 55 As manifestagoes clinicas da 
esquistossomose estao descritas no Quadro de correlagoes clinicas 22.12. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial e estabelecido pela detecgao dos ovos caracteristicos nas 
fezes ou na urina, dependendo da especie. 

► Ovos 

Os ovos sao muito grandes. A seguir, sao fornecidas as dimensoes para cada uma das tres especies humanas 
comumente encontradas 

• Schistosoma mansoni : 116 a 180 x 45 a 58 pm 

• Schistosoma haematobium'. 112 a 180 x 40 a 70 pm 

• Schistosoma japonicum: 75 a 90 x 60 a 68 pm 
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■ FIGURA 22.15 Ciclo biologico dos esquistossomas. Os ovos sao eliminados nas fezes que contaminam lagos, canais e 
outras fontes de agua doce, eclodem em condigoes apropriadas, liberando um miracidio que nada livremente. O miracidio 
penetra nos tecidos de um caramujo apropriado especie-especifico, no interior do qual sofre divisao de maturagao, formando 
centenas de cercarias. As cercarias de vida livre, que sao liberadas dos caramujos infectados, tern a capacidade de penetrar 
diretamente na pele amolecida pela agua de individuos que nadam e caminham em estuarios de agua doce. Uma vez nos 
tecidos subcutaneos, as cabegas das cercarias entram na circulagao e migram para o sistema porta venoso, onde se 
desenvolvem em vermes adultos machos e femeas. As femeas, que ocupam o canal ginecoforo do macho, produzem 
inumeros ovos, os quais sao liberados em um estuario aquatico apropriado para completaro ciclo biologico. 

• Os ovos de S. mansoni e S. haematobium sao distintamente ovais 

• Os ovos de S. mansoni possuem uma espicula lateral proeminente (Prancha 22.7 B) 

• Os ovos de S. haematobium possuem uma espicula terminal (Prancha 22.7 C) 

• Os ovos da especie encontrada com menos frequencia, S. intercalation, tambem apresentam uma espicula 
terminal 

• Os ovos de S. japonicum sao amplamente ovais a semiesfericos; pode-se observar uma pequena espicula 
rudimentar, lateral e protuberante se o piano do foco estiver correto (Prancha 22.7 D) 

• Os ovos de S. mekongi sao morfologicamente indistinguiveis daqueles de S. japonicum. 

A Prancha 22.7 E mostra uma fotomicrografia de uma cercaria com cauda bifurcada, a forma infectante no ciclo 
biologico das especies de Schistosoma. 

Nos laboratories de referenda, sao utilizadas diversas tecnicas imunologicas, incluindo procedimentos com 
anticorpos imunofluorescentes, ELISA, radioimunoensaios e fixagao do complemento, para ajudar a estabelecer o 
diagnostico. Com o uso de um anticorpo monoclonal dirigido contra um antigeno de 15 kDa do tegumento dos 
vermes adultos de S. mansoni. Da Silva et al. 51 desenvolveram um ELISA competitivo, que apresenta uma 




sensibilidade de 94% para a detecgao do antigeno S. mansoni em pacientes infectados. De Jonge et al." e outros 
pesquisadores realizaram um consideravel trabalho para melhorar o diagnostico sorologico da esquistossomose. Van 
Etten et al 1 " relataram sensibilidade de 95,5% e especificidade de 96,7% na detecgao do antigeno catodico de 
esquistossoma na urina de pacientes infectados por S. mansoni, utilizando uma tira reagente de 
nitrocelulose/polivinil recoberta com anticorpos monoclonais. Essa tira e considerada valiosa para o diagnostico 
qualitative das infeegoes por S. mansoni em programas de controle. 

Fasciola hepatica e Fasciolopsis buski 

A fascioliase e principalmente uma causa de doenga hepatica parasitaria zoonotica em ovinos. Os trematodeos 
podem permanecer nos ductos biliares durante muitos anos, podendo causar acentuado dano devido a irritagao 
mecanica nos locais de invasao e produgao de subprodutos toxicos. Por outro lado, os adultos de Fasciolopsis buski 
permanecem no intestino, onde se fixam a mucosa do duodeno e do jejuno. Outros herbivoros tambem podem ser 
infectados, como veados, coelhos, gado, caprinos, suinos e equinos, entre outros. Fasciola hepatica e Fasciolopsis 
buski apresentam morfologia semelhante em muitos aspectos. Os ciclos biologicos de ambos os parasitas sao iguais, 
e ambos necessitam de dois hospedeiros intermediaries. O ciclo biologico de Fasciola hepatica esta ilustrado na 
Figura 22.16. As manifestagoes cllnicas da fascioliase e da fasciolopsiase estao apresentadas no Quadro de 
correlagoes clinicas 22.13. 
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Davis 54 dividiu as manifestagoes clinicas da esquistossomose em quatro estagios distintos, apresentando sintomas que frequentemente se 
superpoem, particularmente em individuos que sofrem constante reexposigao a infeegao. 

Estagio 1: "Prurido do nadador". A invasao precoce por cercarias produz uma sensagao de formigamento ou prurido na pele afetada. Nos 
individuos nao imunes, podem-se observar reaves cutaneas, que variam desde minusculas petequias a urticaria ou erupgao papular 
pruriginosa. Em geral, os sinais e sintomas dessas erupgoes sao mais graves na reagao a cercarias de esquistossomas nao humanos (de aves). 
Davis-Reed e Theis 55 relataram um caso de infeegao cutanea por 5. haematobium, em que o acometimento cutaneo apareceu como unica 
manifestagao clinica dentro de 3 anos apos a exposigao. Trata-se de uma apresentagao bastante rara, visto que os sintomas mais comuns 
aparecem relativamente cedo apos a exposigao. Esses autores aconselham que os dermatologistas considerem a possibilidade de 
esquistossomose em pacientes que apresentam lesoes cutaneas incomuns, particularmente quando existe uma historia de viagem para areas 
endemicas. 

Estagio 2: Sindrome de Katayama. Durante o segundo estagio ou estagio de maturagao, durante o qual os esquistossomas migram para seus 
locais anatomicos preferidos e acasalam para a postura dos ovos, os sintomas podem ser minimos ou podem progredir para a denominada 
sindrome de Katayama ou febre de Katayama, que se caracteriza por graus e combinagoes variaveis de febre, mal-estar, dor lombar, artralgia, 
anorexia, tosse, cefaleia e toxemia. Pode ocorrer hepatoesplenomegalia leve, e a eosinofilia no sangue periferico pode ser significativa. Como os 
ovos frequentemente ainda nao foram eliminados nesse estagio, o diagnostico pode depender da obtengao de uma historia de exposigao, 
presenga de dermatite tipica e um ou mais dos sintomas anteriores mencionados. 


Estagio 3: Inflamagao granulomatosa. 0 terceiro estagio envolve a reagao inflamatoria secundaria a deposigao e a migragao dos ovos nos tecidos. 
As femeas de 5. haematobium e 5. mansoni depositam aproximadamente 300 ovos por dia, enquanto a femea de S.japonicum deposita 3.000 
ovos por dia. Apos invadir a parede das veias nas quais residem as femeas adultas, os ovos tendem a penetrar nas visceras adjacentes, 
provocando uma grave inflamagao supurativa e granulomatosa, que finalmente resulta em fibrose e cicatriz. Ocorre acentuado espessamento da 
parede do intestino ou da bexiga, com perda da fungao. Pode-se observar a ocorrencia de diarreia sanguinolenta, dor abdominal vaga e, nos 
casos graves, obstrugao intestinal nas infeegoes causadas por S. mansoni, S.japonicum e S. mekongi. S. haematobium provoca inflamagao da 
bexiga, resultando em hematuria intermitente, dor na parte inferior do abdome e, por fim, contragao. 

Estagio 4: Inflamagao cronica. No quarto estagio da doenga, ou estagio cronico, ocorre acentuada fibrose progressiva ao redor das areas de 
granuloma, com acentuada redugao no numero de ovos excretados. 0s pacientes com infeegao cronica por 5. haematobium apresentam 
polaciuria persistente e disuria, devido a contragao continua da bexiga; alem disso, esses pacientes correm alto risco de carcinoma de celulas 
escamosas da bexiga. Nos estagios avangados da infeegao por 5. mansoni, as complicagoes comuns consistem em hepatoesplenomegalia, cirrose 
e ascite, visto que os ovos sao arrastados nas veias porta e alojam-se no ffgado. Alem disso, pode-se observar a presenga de polipose intestinal e 
massas inflamatorias no colon, simulando um carcinoma intestinal. 5. japonicum pode produzir sintomas semelhantes; todavia, em virtude de 
sua maior capacidade de postura de ovos, a morbidade pode ser muito maior. 

0 tratamento recomendado consiste em praziquantel. 0s corticosteroides podem ser necessarios na infeegao aguda (/.e., sindrome de Katayama) 
ou na presenga de comprometimento do SNC. 




Identificagao laboratorial 

► Trematodeo adulto 

Os trematodeos adultos sao observados apenas por meio de endoscopia ou retirada cirurgica. Podem ser 
reconhecidos pelas seguintes caracterlsticas: 

• Os adultos de F. hepatica, que medem 20 a 30 x 8 a 13 mm, sao achatados e possuem a aparencia de uma folha, 
com uma protrusao anterior em formato de cone (Prancha 22.7 F). As formas adultas de F. buski exibem uma 
extremidade cefalica arredondada (Prancha 22.7 G) 

• Cada trematodeo adulto possui uma ventosa anterior e outra ventral e e hermafrodita, com um utero enrolado 
observado anteriormente. 
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■ FIGURA 22.16 Ciclo biologico de Fasciola hepatica. Com a eliminagao dos ovos maduros pelas fezes na agua doce, os 
ovos embrionados eclodem e liberam miracidios de vida livre. Apos penetrar nos tecidos de um caramujo apropriado, formam- 
se esporocistos nos tecidos. No interior do caramujo, ocorrem maturagao/multiplicagao de redias (geragao de larvas dentro do 
esporocisto, no tecido do caramujo), levando finalmente a liberagao de centenas de cercarias de cauda reta, que nadam 
livremente. As cercarias fixam-se em plantas aquaticas e sofrem encistamento, na forma de metacercarias infectantes. Os 
seres humanos tornam-se infectados ao ingerir vegetais aquaticos infestados por metacercarias crus ou inadequadamente 
cozidos. Apos a sua ingestao, as metacercarias sofrem desencistamento no duodeno humano, com liberagao das formas 
larvarias. Essas larvas penetram na parede intestinal, transmigram para cavidade abdominal e penetram no figado, onde os 
parasitas maduros desenvolvem-se nos ductos biliares. Esses trematodeos sao hermafroditas e liberam ovos no lumen dos 
ductos ciliares. Por sua vez, os ovos sao transportados para o trato intestinal, onde sao eliminados com as fezes, 
completando o ciclo biologico. 
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Apos a ingestao de ffgado cru de carneiro ou de cabra infectado por vermes jovens, esses trematodeos podem se fixar na mucosa da faringe, 
provocando laringofaringite localizada, denominada halzoun. A fascioliase humana manifesta-se na forma de cefaleia, calafrios, febre e dor no 
guadrante superior direito. Podem ocorrer hepatomegalia, icterfcia, diarreia e anemia nas infecgoes graves; a cirrose biliar hepatica constitui uma 
complicagao tardia. 0 bitionol constitui o farmaco mais efetivo, porem precisa ser liberado pelos CDC para tratamento. Urn novo farmaco, o 
triclabendazol, e promissor. 0 praziquantel, urn farmaco antigamente recomendado, pode ter eficacia limitada. 

F. buski e urn trematodeo semelhante a F. hepatica, exceto pelo seu tamanho ligeiramente maior (20 a 75 x 8 a 20 mm) e por apresentar uma 
porijao anterior arredondada, em lugar de conica (Prancha 22.7 G). Esses trematodeos residem no intestino e, por meio de uma peguena ventosa oral, 
fixam-se a mucosa intestinal. As ulceras mucosas locais produzem graus variaveis de dor epigastrica, nauseas e diarreia, particularmente pela manha. 
Nas infecgles madias, pode-se observar a ocorrencia de ascite e obstruqio intestinal. 0 diagnostico laboratorial e estabelecido pela identificaqio dos 
grandes ovos nas fezes, cujo aspecto e identico ao de F. hepatica. 


► Ovos 

O diagnostico laboratorial e mais comumente estabelecido pela detecgao de ovos em preparagoes de fezes. Os 
ovos podem ser identificados pelas seguintes caracteristicas: 

• Apresentam tamanho muito grande (150 x 80 pm), com forma ovoide e pigmentagao marrom-amarelada 

• Casca fma e lisa, com operculo indistinto (Prancha 22.7 H) 

• O material dentro do ovo e pouco organizado e estende-se ate a margem da casca, sem deixar um espago 
distinto. 

Como os ovos do parasita podem ser eliminados apenas depois de 8 semanas ou mais apos a infecgao ou, 
posteriormente, de modo intermitente, os laboratorios de referenda tern utilizado testes sorologicos para o 
diagnostico da fascioliase. Espino e Finlay 69 desenvolveram um anticorpo monoclonal murino dirigido contra 
antigenos excretores-secretores de F. hepatica, bem como um conjugado de anticorpo policlonal de coelho 
peroxidase para a identificagao do antigeno ES de Fasciola em amostras de fezes. Os autores assinalaram que o 
teste de detecgao de antigenos que eles proprios desenvolveram tern uma vantagem em relagao a varios outros 
metodos de detecgao por anticorpos, visto que os titulos sericos podem permanecer elevados ate mesmo depois da 
cura. Alem disso, citam as seguintes vantagens da detecgao de antigenos em amostras de fezes, em comparagao com 
o soro: (1) evita o problema da formagao de imunocomplexos, que diminui a potencial taxa de detecgao, (2) evita a 
pungao venosa em muitas regioes do mundo onde o procedimento e questionavel, e (3) fomece um teste para cura 
prontamente disponivel. 

O bitionol constitui o agente mais efetivo, e um agente mais recente, o triclabendazol, e promissor. Entretanto, 
esses farmacos estao apenas disponiveis por meio de permissao obtida nos CDC. O praziquantel, um farmaco 
antigamente recomendado, pode ter eficacia limitada e so deve ser utilizado se nao houver disponibilidade de 
bitionol ou triclabendazol. 

Clonorchis sinensis 

Clonorchis sinensis, o trematodeo hepatico chines, e um parasita relativamente pequeno, cujo tamanho varia (12 a 
20 x 3 a 5 mm). Na sua forma adulta, reside dentro dos ductos biliares ou na vesicular biliar do ser humano. O ciclo 
biologico assemelha-se ao de Fasciola hepatica, exceto que o segundo hospedeiro intermediario e um peixe de agua 
doce, em lugar de plantas aquaticas. O ser humano toma-se infectado por C. sinensis pela ingestao de carne crua ou 
inadequadamente cozida de varias especies de peixes de agua doce. A Figura 22.17 fomece uma ilustragao do ciclo 
biologico de C. sinensis. 

O nome do genero (do grego cion, dividir, e orchis, testiculo) refere-se ao orgao testicular livremente ramificado 
existente no trematodeo adulto hermafrodita. A doenga e mais comum em uma ampla area da Asia, particularmente 
na Indochina, no Japao, na Coreia e no Sul da China. E importante assinalar que esse organismo constitui a causa de 
colangiocarcinoma. 226 ’ 230 As manifestagoes clinicas da clonorquiase sao apresentadas no Quadro de correlagoes 
clinicas 22.14. 

Identificagao laboratorial. Os trematodeos adultos raramente sao encontrados. O diagnostico baseado no 
laboratorio e habitualmente estabelecido pela identificagao dos pequenos ovos caracteristicos em forma de uma em 
preparagoes de fezes. 

► Trematodeo adulto 

• O corpo do adulto e achatado e flacido, e seu tamanho varia de 12 a 20 x 3 a 5 mm 




• Observa-se uma cabega em forma de garrafa que faz protrusao na extremidade cefalica (Prancha 22.7 I) 

• Possui uma ventosa anterior que leva a um esofago, o qual se ramifica em cecos que se estendem lateralmente 
ate a extremidade posterior (Prancha 22.7 J) 

• Existe uma ventosa ventral localizada anteriormente a um utero frouxamente enrolado (Prancha 22.7 K) 

• Posteriormente ao utero, encontra-se o ovario conectado a delicados ductos vitelinos (Prancha 22.7 L) 

• Um testiculo altamente ramificado, do qual deriva o nome do genero, estende-se na parte posterior do corpo 
(Prancha 22.7 M). A terminagao dos cecos em fiindo de saco e uma bexiga excretora mal defmida tambem sao 
observadas nessa fotomicrografia. 

► Ovos 

• O ovo tipico e relativamente pequeno, em forma de uma e mede 27 a 35 x 14 a 16 pm 

• Possui leve pigmentagao castanho-amarelada em virtude da coloragao com bile 
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■ FIGURA 22.17 Ciclo biologico de Clonorchis sinensis. Apos a eliminagao dos ovos maduros na agua doce, os ovos 
embrionados eclodem e liberam miracidios que nadam livremente. Os miracidios sao ingeridos por um caramujo apropriado, 
no interior do qual eles eclodem, formando um esporocisto no tecido do caramujo. Por sua vez, o esporocisto amadurece e 
em seu interior se fomam redias, nas quais ocorre maturagao/multiplicagao, levando a liberagao de centenas de cercarias de 
cauda reta que nadam livremente. As cercarias se fixam e penetram sob as escamas de varias especies de peixes de agua 
doce, formando metacercarias. Os seres humanos tornam-se infectados com a ingestao de came de peixe infestada por 
metacercarias crua ou inadequadamente cozida. Apos a ingestao, as metacercarias sofrem desencistamento no duodeno 
humano, com liberagao de formas larvarias, que migram para os ductos biliares. Esses trematodeos sao hermafroditas e 
liberam ovos no lumen dos ductos biliares. Por sua vez, os ovos sao transportados para o trato intestinal, onde sao 
eliminados nas fezes, completando o ciclo biologico. 
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Nas infecgoes leves, o dano ao fi'gado e minimo, e nao ocorre cirrose. Pode-se observar a ocorrencia de leucocitose e eosinofilia de grau leve no ini'cio 
da infecgao. Embora os ductos biliares na infecqio humana possam sofrer espessamento e dilatapio, particularmente nos pontos onde os trematodeos 
estao fixados ao revestimento interno, a obstruqio biliar e a ictericia sao raras, exceto nas infec^oes extremamente madias (Prancha 22.7 N). Na 
maioria dos casos, a doen<;a tende a permanecer de grau baixo e cronica, com persistence dos parasitas por quatro ou cinco decadas, produzindo 
apenas sintomas minimos de desconforto abdominal, diarreia intermitente ou dor ou hipersensibilidade abdominais. Urn aspecto problematico 
consiste no desenvolvimento potencial de colangiocarcinoma em associaqio a infecqio cronica por Clonorchis , 226,230 


• A presenga de um operculo convexo proeminente e em ombro constitui uma caracteristica para a defmigao do 
parasita (Prancha 22.7 O) 

• Pode-se observar uma pequena protuberancia posterior ao exame microscopico quando o piano de foco esta 
correto 

• Observagao: esses ovos assemelham-se, em sua morfologia, aos de Heterophves heterophyes, Opisthorchis 
viverrini e Metagonimus vokogawai, tres pequenos trematodeos intestinais, que tambem sao prevalentes na Asia 
e que infectam seres humanos que ingerem peixe cru ou em salmoura. 

Especies de Paragonimus, mais comumente R westermani 

As especies de Paragonimus sao encontradas em todos os continentes, exceto Australia e Antartica, sendo 
Paragonimus westermani a especie mais comumente encontrada. Os vermes adultos medem cerca de8al6><4a8 
mm e tern a forma de uma collier, com uma das extremidades contraida, e a outra alongada. As ventosas anterior e 
ventral sao do mesmo tamanho. 

O ciclo biologico desses trematodeos comega quando os ovos de um hospedeiro infectado sao eliminados no 
meio extemo. O miracidio infecta o caramujo, que e o primeiro hospedeiro intermediario. As formas subsequentes 
infectam e se desenvolvem em caranguejos ou pitus de agua doce, que constituem o segundo hospedeiro 
intermediario. Os seres humanos se infectam apos a ingestao de came de caranguejo ou de pitu crua ou 
inadequadamente cozida contendo metacercarias encistadas. Apos a ingestao, as metacercarias eclodem no duodeno, 
liberando larvas que se fixam a mucosa duodenal. As larvas penetram na parede intestinal, entram na cavidade 
abdominal e transmigram pelo diafragma ate alcangar o espago pleural. Em seguida, as larvas invadem o tecido 
pulmonar, onde ocorre o processo de maturagao. A Figura 22.18 fornece uma ilustragao do ciclo biologico. As 
manifestagoes clinicas da paragonimiase sao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.15. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial e estabelecido mais comumente pela detecgao dos ovos 
caracteristicos ao exame microscopico de preparagoes de fezes ou amostras respiratorias. 

► Ovos 

• Os ovos variam de80al20><48a60 pm de tamanho 

• Apresentam cor amarelo-acastanhada escura e possuem uma casca lisa e espessa, com operculo proeminente 
dotado de “ombro” 

• Os “ombros” servem para distinguir os ovos de Paragonimus daqueles de Diphyllobothrium latum, cujos 
operculos sao lisos e desprovidos de ombros (Prancha 22.7 P) 

• Os ovos de P. westermani tampouco apresentam uma protrusao antiopercular semelhante a um botao, que 
caracteriza os ovos de Diphyllobothrium. 

Parasitas do sangue e de outros tecidos 

Em geral, os parasitas encontrados no sangue e em outros orgaos sao habitualmente discutidos separadamente 
daqueles que residem no trato gastrintestinal. Os parasitas do sangue e de outros tecidos discutidos aqui incluem 
protozoarios, nematoides e cestoides. Varias partes de seu ciclo biologico sao morfologicamente semelhantes aos 
equivalentes intestinais. Assim, por exemplo, Toxoplasma gondii e um coccideo tecidual, que apresenta muitas 
semelhangas com os coccideos anteriormente descritos. De modo semelhante, as larvas migrans visceral e cutanea 
sao causadas pelas formas larvarias de nematoides do cao ou do gato. A equinococose e a forma larvaria de um 
cestoide do cao que ocorre em seres humanos. 

Em geral, os ciclos biologicos dos parasitas do sangue e de outros tecidos sao mais complexos do que os de seus 
equivalentes intestinais, envolvendo estagios tanto sexuados quanto assexuados. A maioria dos parasitas do sangue 
e transmitida ao ser humano por um artropode vetor, no interior do qual ocorre a fase sexuada do ciclo biologico. 



Como altemativa, alguns desses parasitas utilizam insetos simplesmente como local para o desenvolvimento dos 
estagios intermediaries (i.e., muda) e como vetores (i.e., nao ocorre replicaqao nem sexuada nem assexuada dentro 
do vetor, mas simplesmente desenvolvimento e transporte). 

Os parasitas teciduais podem ser intracelulares ou extracelulares, dependendo da especie e da fase do ciclo 
parasitario. Um panorama dos parasitas humanos do sangue e de outros tecidos, que tambem ira servir de guia para 
a discussao do restante deste capitulo, esta descrito a seguir. 

Protozoarios do sangue e de outros tecidos 

Malaria Plasmodium falciparum 

Plasmodium vivax 
Plasmodium malariae 
Plasmodium ovale 

Babesiose Babesia microti e outras especies 

Leishmaniose Leishmania donovani 

Leishmania tropica 
Leishmania brasiliensis 
Leishmania mexicana 

Tripanossomiase Trypanosoma brucei gambiense 

Trypanosoma brucei rhodesiense 
Trypanosoma cruzi 
Trypanosoma rangeli 

Toxoplasmose Toxoplasma gondii 

Helmintos do sangue e tecidos 

Filarias Wuchereria bancrofti 

Nematoides e filariase Brugia malayi 

Loa loa 

Mansonella ozzardi 
Mansonella perstans 
Onchocerca volvulus 
Dirofilaria immitis 

Teciduais Trichinella spiralis 

Nematoides: Helmintos, nao filarias Toxocara canis (larva migrans visceral) 

Ancylostoma braziliensis ou A. caninurn (larva migrans cutanea) 
Dracunculus medinensis 
Especies de Anisakis 
Especies de Gnathostoma 
Cestoides teciduais Echinococcus granulosus 

Echinococcus multilocularis 

Taenia multiceps e T. serialis (cenurose) 

Spirometra mansonoides (esparganose) 
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■ FIGURA 22.18 Ciclo biologico de Paragonimus westermani. Os ovos nao embrionados sao eliminados no escarro ou nas 
fezes, em um ambiente aquatico. A seguir, esses ovos embrionam na agua, liberando um miracidio que nada livremente e 
que penetra nos tecidos de um caramujo especifico da especie. Ocorre desenvolvimento do esporocisto e de redias no 
caramujo, no interior do qual cercarias se replicam. Quando maduras, as cercarias de vida livre abandonam o caramujo e 
penetram nas branquias, nos musculos ou nas visceras de um crustaceo de agua doce, no interior do qual sofrem 
encistamento, transformando-se em metacercarias dormentes. Os seres humanos tornam-se infectados apos o consumo de 
came de caranguejo ou pitu crua ou inadequadamente cozida e infestada por metacercarias. Apos a ingestao, as 
metacercarias eclodem no duodeno, liberando larvas que atravessam toda a espessura da parede intestinal, penetram na 
cavidade peritoneal, transmigram pelo diafragma e entram no espago pleural. Em seguida, as larvas invadem o tecido 
pulmonar periferico, onde amadurecem em trematodeos adultos, que residem no interior de cistos parabronquicos. Os ovos 
sao liberados no escarro, onde sao expectorados ou deglutidos para finalmente serem eliminados nas fezes, completando o 
ciclo biologico. 


Quadro de correlates clmicas MM Paragonimiase. 

Durante a fase migratoria do verme, pode-se observar a ocorrenda de calafrios, febre e eosinofilia acentuada. Com o tempo, o trematodeo adulto 
passa a residir dentro de um pequeno pseudocisto no pulmao. 0 cisto aumenta de tamanho com o crescimento do trematodeo adulto e pode sofrer 
ruptura em um bronquiolo adjacente. Quando ocorre ruptura de um pseudocisto dentro de um bronquio, os sintomas comuns consistem em tosse e 
hemoptise. Os ovos produzidos pelos trematodeos maduros sao eliminados nos bronquios e, por fim, deglutidos pelo paciente com as secretes 
expectoradas na orofaringe. A doen^a tende a se tornar cronica, resultando em graus variaveis de fibrose e cicatriz pulmonares. As manifesta^oes 
tardias podem incluir episodios intermitentes de dor toracica, febre e calafrios. Em certas ocasioes, pode ocorrer migraijao ectopica. 0 verme pode 
residir no SNC. Infelizmente, essa migra^ao ectopica ocorre mais frequentemente em criangas. 0 tratamento recomendado consiste em praziquantel. 


Malaria 









Nos EUA, os pacientes com malaria sao, em sua grande maioria, pessoas que viajam, estudantes estrangeiros ou 
imigrantes, que foram expostos a mosquitos em areas endemicas. Em 2011, foram notificados 1.925 casos de 
malaria aos CDC, representando um aumento em relagao aos anos anteriores (/.<?., 1.691 em 2010; 1.484 em 2009 e 
1.298 em 2008). 4 ' Esses numeros representam aumentos substanciais em relagao aos 165 casos notificados em 
1988. 2S Embora a maioria dos pacientes com diagnostico recente de malaria nos EUA seja constitulda por pessoas 
nascidas em regioes endemicas ou que regressaram recentemente dessas regioes, sao encontrados mosquitos 
anofelinos vetores em muitas localidades. Por exemplo, foram relatados casos autoctones de malaria no Condado de 
San Diego, na California, bem como no Condado de Bay, na Florida. 1 ’ 1 Nenhum dos indivlduos acometidos fomeceu 
qualquer historia de viagem recente ao exterior, transfusoes recentes de sangue ou uso de drogas intravenosas. Em 
alguns casos, os pacientes infectados tinham acampado em areas infestadas de mosquitos, adjacentes a 
acampamentos de trabalhadores imigrantes. Os estudos epidemiologicos revelaram que nenhum dos trabalhadores 
imigrantes tinha qualquer historia clinica sugestiva de malaria; entretanto, o mosquito vetor competente, Anopheles 
hermsi, foi encontrado ao longo do Rio San Luis Rey, na California. De modo semelhante, foram comunicados dois 
casos de malaria nativa no Condado de Suffolk, em Nova York, em indivlduos sem historia antecedente de viagem 
para fora dos EUA. 2 ’ Alem disso, houve relatos de indivlduos que contrairam malaria, que residiam nas 
proximidades de aeroportos intemacionais (i.e., malaria de aeroporto). A suposigao e que, em certas ocasioes, as 
aeronaves podem transportar mosquitos infectados. Por conseguinte, a malaria deve ser incluida no diagnostico 
diferencial de qualquer paciente com inicio agudo de febre ciclica, mesmo se nao houver nenhuma historia de 
viagem recente para o exterior. 

A incidencia mundial da malaria e impressionante, com uma estimativa de 207 milhoes de infecgoes em 2010, 
de acordo com a Organizagao Mundial da Saude, resultando em 627.000 mortes. Estima-se que 91% das mortes 
tenham ocorrido na Africa. Por conseguinte, os medicos devem permanecer atentos quanto a possibilidade de 
malaria em certos grupos de populagao. Apesar dos grandes progressos na eliminagao da malaria de certas 
localidades, a malaria continua representando um problema mundial, ocorrendo uma reemergencia em areas de 
controle previo, particularmente quando os esforgos de controle nao sao mantidos. Martens e Hall 167 atribuem esse 
ressurgimento da malaria a transferencia de pessoas de baixa renda, que frequentemente tern mais tendencia a 
apresentar malaria, de areas endemicas para localidades sem malaria, a procura de uma vida melhor. As 
manifestagoes clinicas da malaria dependem da especie infectante, com ocorrencia mais provavel de morte nas 
infecgoes causadas por P. falciparum. As manifestagoes clinicas da malaria sao apresentadas no Quadro de 
correlagoes clinicas 22.16. 


Quadro de correlates clinicas 
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A febre consitui o sintoma inidal constante das infecgoes causadas por todas as especies de Plasmodium. Os picos de temperatura come^am dentro de 
7 a 10 dias apos a picada de um mosquito Anopheles infectado, durante um periodo em que os microrganismos estao sofrendo multiplicagao pre- 
eritrocitaria nas celulas hepaticas. Durante esse periodo, o paciente pode apresentar sintomas prodromicos de cefaleia, mialgia, mal-estar e fadiga, 
sugerindo uma sindrome de tipo gripal. Entretanto, quando uma geraqio de merozoitos abandona as celulas hepaticas e invade os eritrocitos, 
come^am, em muitos casos, os ciclos de febre regularmente espa^ados. A especie de Plasmodium com menos sincronicidade e P. falciparum. A 
periodicidade de cada episodio de febre alta esta relacionada com a ruptura dos eritrocitos, quando os merozoitos sao liberados na circulagao. A 
designagao desse ciclo de febre como malaria "terga" no caso da malaria por P. vivax, P. ovale e P. falciparum e malaria "quarta" no caso da malaria 
causada por Plasmodium malariae e um tanto confusa. 0s picos de febre na malaria terga ocorrem em um esquema de dias alternados; todavia, como 
qualquer episodio de febre e contado como dia 1, o pico seguinte so ocorrera no terceiro dia (dai a designagao de terga). De modo semelhante, os 
picos de febre da malaria quarta seguem um ciclo a cada 3 dias; entretanto, como o primeiro episodio e considerado o dia um, o pico seguinte so 
ocorrera no quarto dia. Todavia, esses padroes dassicos de febre frequentemente podem ser irregulares, e nao se pode depender exclusivamente deles 
para estabelecer um diagnostico presuntivo. 

Cada episodio de febre caracteriza-se por um curto periodo de "frio", com duragao aproximada de 1 h, quando a pele se torna fria, e os labios e a 
base das unhas ficam cianoticos, em virtude da vasoconstrigao periferica. Esse curto periodo e seguido pelo inicio subito do "periodo quente", quando 
a pele se torna quente e seca, e ocorrem picos febris de ate 40,5° a 41,1°C, de 3 a 6 h de duragao. 0s picos de febre sao acompanhados de cefaleia, dor 
toracica e lombar, taquicardia, tosse, vomitos e delirio de varios graus. Cada episodio febril e seguido de fadiga e sono. 0s pacientes permanecem 
essencialmente assintomaticos entre os episodios febris. 

Observa-se a ocorrencia de anemia hemolitica, esplenomegalia e hepatomegalia hipersensivel em graus variaveis. 0s pacientes sao altamente 
susceti'veis a ruptura do bago e deve-se evitar a palpagao profunda da parte superior esquerda do abdome e flanco durante o exame fisico. Nao ocorre 




linfadenopatia, cuja present sempre indica alguma outra condiqio se houver aumento dos linfonodos. 0 maior problema esta relacionado com as 
complicates do SNC, que podem ocorrer em consequencia da infecgao por P. falciparum. Os eritrocitos infectados por trofozoitos de P. falciparum 
sofrem altera^oes da membrana, em que aparecem "protuberances" na superffcie, tornando-os "pegajosos" e aderentes a receptores especificos no 
revestimento de celulas endoteliais dos capilares. 3 A microcirculaqao do cerebro e particularmente vulneravel ao bloqueio por eritrocitos infectados 
pelo P. falciparum, resultando em pequenas areas de infarto e hemorraqia cerebrais. 4 Pode-se verificar a present de disturbios da conscience, que 
variam desde sonolencia a coma, alteragoes do comportamento, alucinaqoes, convulsoes motoras e, em certas ocasioes, tremores, paralisia muscular 
focal e outros sinais localizados. Nos casos fulminantes, pode-se observar uma evoluqio rapidamente progressiva com deterioragao, levando a morte. 


O ciclo biologico do Plasmodium apresenta duas fases: um ciclo sexuado, conhecido como esporogonia, que 
ocorre no trato intestinal do mosquito; e um ciclo assexuado, conhecido como esquizogonia, que ocorre no 
hospedeiro humano. O ciclo biologico de Plasmodium malariae, como prototipo de todas as especies causadoras de 
malaria, e mostrado na Figura 22.19. 

Identificagao laboratorial. A identificagao laboratorial dos parasitas da malaria humana, conforme 
anteriormente, e efetuada por meio do exame de esfregagos de sangue periferico fmos e espessos. E necessario mais 
de um exame de sangue para descartar a possibilidade do diagnostico. As amostras de sangue devem ser obtidas em 
diferentes momentos do dia dos pacientes com suspeita de infecgao, visto que a parasitemia pode ser intermitente, e 
o numero de parasitas circulantes pode variar, dependendo da fase do ciclo parasitario. 
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■ FIGURA 22.19 Ciclos biologicos de Plasmodium vivax , P. malariae e P. falciparum. Apos a ocorrencia de varios 
ciclos eritrocitarios, alguns dos merozoitos transformam-se em macrogametocitos (femininos) e microgametocitos 
(masculinos) sexuais. Quando um mosquito nao infectado por Plasmodium pica um ser humano infectado, esses 
gametocitos sao ingeridos juntamente com os eritrocitos infectados por trofozoitos como parte da refeigao de sangue. 







No estomago do mosquito, os microgametocitos masculinos desenvolvem seis a oito flagelos. Os microgametocitos 
penetram nos macrogametocitos femininos, produzindo zigotos fertilizados. Em seguida, esses zigotos penetram na 
parede do estomago do mosquito, onde os esporozoitas sao finalmente liberados na cavidade corporal, migrando 
para as glandulas salivares. Quando o mosquito pica urn novo hospedeiro, os esporozoitas sao expelidos das 
glandulas salivares e injetados atraves da proboscide. 

A saliva contendo esporozoitas infectantes e injetada na corrente sanguinea do ser humano atraves da proboscide 
do mosquito. Apos circularem no sangue periferico durante 20 a 30 minutos, os esporozoitas penetram nas celulas 
parenquimatosas do figado, onde comegam a sofrer multiplicagao (ciclo exoeritrocitario). Em cerca de 10 dias, 
multiplas formas pequenas, denominadas merozoitos, sao liberadas das celulas hepaticas na circulagao, onde 
infectam os eritrocitos. No interior dos eritrocitos (ciclo eritrocitario), ocorre uma serie de estagios de desenvolvimento 
(Prancha 22.8). Esses microrganismos desenvolvem-se em uma “forma em anel”, conhecida como trofozoito, que 
aumenta de tamanho, transformando-se em trofozoito ameboide. Subsequentemente, esse trofozoito divide-se, 
passando para urn estagio segmentado, conhecido como esquizonte. Os segmentos individuals dos esquizontes sao 
merozoitos. Quando maduros, os esquizontes rompem os eritrocitos, com liberagao dos merozoitos na circulagao. Em 
seguida, esses merozoitos procuram eritrocitos nao infectados, dando continuagao ao ciclo eritrocitario. 

Atualmente, existem cinco especies de Plasmodium que causam doenga humana. As tres especies de 
Plasmodium que causam mais comumente a malaria humana sao P. vivax, P. falciparum e P malariae. Uma quarta 
especie, P. ovale, e rara na maior parte do mundo, porem e relativamente comum na Africa Ocidental. A especie 
mais recentemente descrita, P. knowlesi, e endemica apenas em determinadas partes da Asia; esse parasita e tao 
raramente encontrado que nao sera discutido aqui. As caracteristicas diferenciais das tres especies comuns sao 
delineadas adiante. A morfologia microscopica das formas intraeritrocitarias esta ilustrada na Prancha 22.8. 

A identificagao laboratorial das varias especies de Plasmodium nao e dificil quando se segue uma abordagem 
ordenada, baseada na observagao de algumas estruturas morfologicas essenciais. Em primeiro lugar, a detecgao da 
presenga de um parasita no sangue e de suma importancia e e obtida de modo mais efetivo por meio do exame de 
um esfregago sanguineo espesso. Uma vez detectada a presenga de um parasita, utiliza-se o esfregago de sangue fmo 
para obter a identificagao em nivel de especie. E muito importante que as infecgoes por P. falciparum sejam 
reconhecidas o mais rapido possivel, visto que a doenga pode ser particularmente grave, progredindo rapidamente 
para um desfecho fatal. A caracteristica mais importante na diferenciagao das especies de Plasmodium e o tamanho 
dos eritrocitos infectados em comparagao com eritrocitos nao infectados. A comparagao deve ser feita apos 
comparar muitas celulas infectadas e nao infectadas. Se os eritrocitos infectados forem do mesmo tamanho que os 
nao infectados (i.e., normociticos), a especie infectante e P. falciparum ou P malariae. Se os eritrocitos infectados 
estiverem aumentados em comparagao com aqueles nao infectados, as especies infectantes sao P. vivax ou P ovale. 
Segue-se uma abordagem laboratorial sugerida para a identificagao das especies de Plasmodium : 

1. Em primeiro lugar, deve-se descartar a possibilidade de Plasmodium falciparum. Conforme assinalado 

anteriormente, essa especie e potencialmente a mais perigosa, e as infecgoes devem ser diagnosticadas o mais 

cedo possivel. No esfregago de sangue periferico, devem-se procurar as seguintes estruturas: 

• Os eritrocitos infectados sao normociticos em comparagao com os eritrocitos nao infectados 

• Diminutas formas em anel ocupam menos de um tergo do diametro do eritrocito (Prancha 22.8 A) 

• Com frequencia, sao observadas multiplas formas dentro de um eritrocito 

• Com frequencia, ocorrem dois nucleos no mesmo anel 

• As infecgoes podem ser macigas, acometendo 20% ou mais dos eritrocitos, o que indica uma infecgao 
fulminante (i.e., hiperparasitemia) 

• Os diminutos aneis frequentemente estao aderidos a membrana celular do eritrocito, um efeito conhecido 
como “ applique ” (Prancha 22.8 B) 

• Raramente, sao observadas formas avangadas (i.e., trofozoitos ameboides e esquizontes) nos esfregagos de 
sangue periferico corados. As unicas formas habitualmente encontradas, exceto nas infecgoes fulminantes 
terminais, consistem em formas em anel precoces e gametocitos 

• A presenga de gametocitos em forma de banana ou de crescente e diagnostica (Prancha 22.8 C). 
Infelizmente, esses gametocitos podem estar ausentes nos estagios iniciais da infecgao e, em geral, comegam 
a aparecer apenas dentro de 7 a 10 dias apos o inicio da febre. Por conseguinte, e fundamental que o 
parasitologista seja capaz de identificar P. falciparum na ausencia dessas formas. 

2. Em seguida, deve-se considerar a possibilidade de Plasmodium vivax. Devem-se pesquisar as seguintes 

caracteristicas no esfregago de sangue periferico: 



• Eritrocitos infectados, que sao macrociticos em comparagao com os eritrocitos nao infectados 

• Os eritrocitos infectados podem conter pequenos granulos regulares, puntiformes e de coloragao vermelho- 
rosadas nas membranas eritrocitarias, denominados granulos de Schiiffner (Prancha 22.8 D) 

° Observagao: essas granulagoes dependem do pH do corante e nem sempre estao presentes. Por exemplo, 
o corante de Wright utilizado em hematologia nao tern pH balanceado, de modo que nao havera 
granulagoes de Schiiffner. Alem disso, e preciso assinalar que P. falciparum raramente contem granulos 
vermelhos maiores e em “forma de virgula”, denominados fendas de Maurer, de modo que a presenga de 
granulaqoes nao deve constituir o unico criterio para identificagao. A sua presenga precisa ser usada em 
associagao com as outras caracteristicas morfologicas observadas 

• Pode-se verificar a presenga de formas em anel em todos os estagios de desenvolvimento 

• Os aneisj ovens ocupam mais de um tergo do diametro do eritrocito infectado 

• A medida que amadurecem, os trofozoitos passam de sua forma em anel para o trofozoito ameboide 

• Os trofozoitos ameboides sofrem ciclos consecutivos de mitose para formar um grupo de merozoitos, 
denominado esquizonte. Os esquizontes deH vivax consistem em 12 a 14 ou mais merozoitos (Prancha 22.8 
E) 

• Os gametocitos sao grandes e circulares 

° Observagao: qualquer nucleo dentro de uma unica celula ocupando a maior parte do diametro da celula e 
provavelmente um gametocito 

• Os trofozoitos ameboides podem ser sempre diferenciados dos gametocitos, visto que, quando um trofozoito 
ameboide alcanga o tamanho correspondente a metade do diametro da celula, ele sofre divisao celular para 
formar o esquizonte. Por outro lado, o gametocito ira continuar a crescer, ocupando mais da metade do 
citoplasma, com persistencia de um nucleo; alem disso, com frequencia, observa-se a presenga do pigmento 
hemozoina em quantidade abundante (Prancha 22.8 F) 

• O pigmento da malaria, na forma de pigmento acastanhado e fmamente granular, pode ser abundante tanto 
no gametocito quanto no esquizonte. 

3. Deve-se considerar a identificagao de P. malariae ou P ovale. Com frequencia, a identificagao dessas 
especies de Plasmodium e efetuada por exclusao, apos descartar a possibilidade das caracteristicas de P. 
falciparum e P. vivax, conforme descrito anteriormente. Devem-se pesquisar as seguintes caracteristicas que 
possibilitam uma identificagao objetiva: 

P. malariae 

• Os eritrocitos infectados sao normociticos em comparagao com os eritrocitos nao infectados 

• Presenga de trofozoitos ameboides que formam uma “faixa” atraves dos eritrocitos infectados (Prancha 22.8 
G) 

• Nao ha “granulos” (p.ex., granulagdes de Schiiffner) 

• Os esquizontes contem de 6 a 12 merozoitos, que frequentemente formam uma “roseta” (Prancha 22.8 H) 

• Os gametocitos sao redondos e estao contidos dentro de eritrocitos de tamanho normal. 

P. ovale 

• Os eritrocitos infectados sao macrociticos em comparagao com os eritrocitos nao infectados 

• Podem-se observar celulas infectadas, que sao ovais e apresentam uma borda fimbriada 

• O trofozoito ameboide e mais compacto que o de P. vivax, ocupando habitualmente apenas um tergo do 
citoplasma da celula infectada 

• Os pontilhados de James, que consistem em granulos indistinguiveis das graulagoes de Schiiffner podem ser 
observados, mas tambem dependem do pH 

• Os esquizontes contem 6 a 12 merozoitos 

• Os gametocitos sao redondos, em lugar de uma forma em crescente, o que nao ajuda a diferencia-los 
daqueles de P vivax e P. malariae, mas que os diferencia daqueles de P falciparum. 

Em geral, a identificagao das especies de Plasmodium nao e dificil, se forem aplicados os principios descritos 
anteriormente. Entretanto, surgem problemas na interpretagao dos esfregagos de sangue periferico de pacientes que 
foram tratados parcialmente ou de modo inadequado, quando a maturagao normal dos parasitas pode ser 



interrompida, e sao observadas apenas formas atipicas. A interpretagao do esfregago de sangue periferico tambem 
pode ser confiisa se determinado individuo estiver infectado por mais de uma especie de Plasmodium. Nessa ultima 
decada, foram realizados muitos progresses nos aspectos moleculares da malaria. Chen et al. publicaram uma 
revisao desses avangos, incluindo a elucidagao dos varios genes que codificam a protelna de membrana eritrocitaria 
1 de Plasmodium falciparum, bem como aqueles que codificam as proteinas rosetina e rifrna na superficie dos 
eritrocitos infectados. 

Os individuos que planejam viajar para partes do mundo onde a malaria e endemica devem consultar o Yellow 
Book (http://wwwnc.cdc.gov/travel/page/yellowbook) dos CDC para uma orientagao completa sobre protegao e 
profilaxia durante a viagem. O tipo de profilaxia recomendada baseia-se na prevalencia da malaria resistente a 
cloroquina, de reagoes anteriores a agentes antimalaricos e na disponibilidade de assistencia medica na regiao a ser 
visitada. 

A profilaxia com cloroquina deve ser iniciada 1 a 2 semanas antes da viagem planejada e estender-se por 4 
semanas apos o regresso. Foram encontradas cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina em todas as regioes 
endemicas de malaria. Dispde-se de uma variedade de outras opgoes profilaticas e terapeuticas para a malaria, cuja 
finalidade esta alem deste texto. 43 

Babesiose 

A babesiose na America do Norte, que e discutida nesta segao, e causada por Babesia microti} B. divergens 
provoca uma doenga mais grave em pacientes na Europa. Babesia e transmitida pela picada de um carrapato vetor; 
B. microti e transmitida pelo carrapato Ixodes, que e o mesmo vetor de Borrelia burgdorferi, o espiroqueta causador 
da doenga de Lyme. Foi demonstrado que ate 40% dos carrapatos infectados estao coinfectados por ambos os 
parasitas. Talvez isso nao seja surpreendente, visto que ambos os agentes tern como principal reservatorio 
hospedeiro o camundongo-de-patas-brancas, Peromyscus leucopus. A maioria dos surtos tern ocorrido em regioes 
do nordeste dos EUA, particularmente em Connecticut, Nantucket Island, Long Island e Cape Cod. A incidencia 
muito menor da babesiose em relagao a doenga de Lyme nos seres humanos que residem em areas endemicas pode 
repetir a tendencia de B. microti a produzir infeegoes subclmicas. Os estudos sorologicos indicam que 10% dos 
nativos de Connecticut soropositivos para B. burgdorferi tambem apresentam anticorpos contra B. microti, 
indicando que as infeegoes sao muito mais frequentes do que se suspeitava anteriormente. A babesiose tambem 
pode ser contraida por meio de transfusao com sangue contaminado ou uso de drogas intravenosas ao compartilhar 
agulhas contaminadas. Foram tambem relatadas infeegoes relacionadas com transfusoes; especificamente, um 
conjunto de seis casos de babesiose associados a transfusoes no estado de Nova Iorque foi atribuido a um unico 
doador assintomatico. 62 Foi estabelecido que B. microti pode permanecer infeccioso a 4°C durante 30 dias, que e o 
tempo de armazenamento normal de sangue de doadores. 6 Recentemente, foi tambem relatado um caso de infeegao 
relacionada com transfusao pela cepa WA1 no Estado de Washington." 4 Foram tambem descritos microrganismos 
semelhantes a Babesia no norte da California. 142 Embora muitas infeegoes por Babesia sejam subclmicas, ocorre 
doenga grave a potencialmente fatal em pacientes asplenicos. Em raros casos, houve necessidade de 
exsanguinotransfusao. 64 As manifestagoes clinicas da babesiose sao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 
22.17. 

As formas intraeritrocitarias diagnosticas descritas anteriormente sao escassas durante os estagios iniciais da 
infeegao e podem passar despercebidas, mesmo por microscopistas experientes. Mattia et a/. 168 utilizaram a tecnica 
de creme leucocitario para melhorar a deteegao da parasitemia em pacientes com babesiose. Garcia 87 publicou uma 
nota de cautela sobre os problemas diagnosticos potenciais com resultados obtidos de instrumentos diferenciais. O 
numero de campos rotineiramente examinados nos esfregagos lidos por instrumentos e muito pequeno, e esses 
instrumentos nao foram planejados para a deteegao de parasitas intracelulares. Por conseguinte, a nao ser que seja 
solicitado um exame de esfregagos de sangue espesso e fino, os pacientes com babesiose e malaria podem passar 
despercebidos. 

Identificaqao laboratorial. O diagnostico laboratorial e mais comumente estabelecido pela deteegao de inclusoes 
parasitarias intraeritrocitarias em esfregagos de sangue periferico corados. Os microrganismos apresentam as 
seguintes caracteristicas de identificagao: 
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Os sintomas da babesiose precoce podem ser minimos: mal-estar, anorexia efadiga, que sao sintomas inespedficos facilmente confundidos com os de 
outras doen^as infecciosas. 197 Embora os sintomas das infeqoes ocorridas no nordeste dos EUA tenham tendencia a ser relativamente leves, relatos 
recentes de estudos de casos na California e em outras partes do mundo indicam que e possivel encontrarapresenta^oes de doenga hemoh'tica febril e 
fulminante. 98 Os estudos geneticos revelam que essas infecgoes mais graves podem ser causadas por uma cepa mais estreitamente relacionada com 
urn patogeno canino conhecido, B. gibsoni, ou por especies de Theileria, mais do que por B. microti.™ Essa cepa, designada como WA1 (Washington 
1), e outros agentes desse tipo foram descritos. Dorman etalf comunicaram o caso de urn homem de 58 anos de idade infectado por uma picada de 
carrapato, que desenvolveu anemia hemoh'tica grave, seguida de coagulagao intravascular disseminada e insuficiencia renal e respiratoria aguda. Foi 
observada uma rapida melhora dinica apos tratamento com clindamicina, 300 mg 4 vezes/dia (iniciada 2 dias antes da internal do paciente), 
quinina (650 mg 3 vezes/dia) por ocasiao da internagio e exsanguinotransfusao, que reduziu a proporgao de eritrocitos parasitados de 13,8% para 
4,2%. 


• As formas em anel sao mimisculas, com tamanho que varia de 1,0 a 3,0 pm, lembrando os trofozoltos de estagio 
inicial de P. falciparum (Prancha 22.9 A) 

• Os nucleos sao muito pequenos, habitualmente com apenas um unico ponto de cromatina 

• As formas maduras podem aparecer em duplas, simulando orelhas de coelbo, ou em tetrades, lembrando a cruz 
de Malta 

• Os eritrocitos nao estao aumentados (z. e., sao normociticos) e nao apresentam pontilhado 

• Podem-se observar formas extracelulares, o que constitui claramente uma caracteristica de diferenciagao das 
especies de Plasmodium 

• Sao produzidos gametocitos e pigmento hemozoina (z. e.. pigmento da malaria). 

Hemoflagelados | Especies de Leishmania e especies de Trypanosoma 

A ordem de protozoarios Trypanosomatida inclui membros dos generos Leishmania e Trypanosoma, flagelados que 
habitam o sangue e tecidos humanos. Tres especies/subespecies de Trypanosoma estao associadas a doenga humana: 
Trypanosoma brucei subespecie gambiense e Trypanosoma brucei subespecie rhodesiense causam a doenga do sono 
africana, enquanto Trypanosoma cruzi e responsavel pela tripanossomiase sul-americana. Leishmania donovani, a 
causa do calazar visceral nos seres humanos, e o complexo Leishmania topica, os agentes da ulcera cutanea tropical, 
sao as especies de Leishmania mais comumente associadas a doengas humanas. 195 

Podem-se observar quatro estagios de desenvolvimento dos parasitas. Os estagios leptomonas e critidios de 
desenvolvimento ocorrem dentro do inseto vetor, representando este ultimo a forma infectante para os seres 
humanos. As formas adultas ou tripanossomicas possuem corpo alongado, com um flagelo posterior fixado a uma 
delicada membrana ondulante, que se estende ao longo do corpo. A forma tecidual desses protozoarios e 
denominada amastigota. E desprovida de flagelo e e encontrada na forma de parasitas intracelulares. Os amastigotas 
das especies de Trypanosoma infectam celulas somaticas, enquanto os de Leishmania infectam celulas do sistema 
reticuloendotelial (z. e., monocitos e macrofagos). 

Leishmaniose e especies de Leishmania. A leishmaniose humana pode assumir tres formas: uma doenga 
disseminada, o calazar, que acomete o figado, o bago e outras partes do sistema reticuloendotelial, uma forma 
cutanea primaria, que se manifesta clinicamente na forma de ulceras cutaneas, e uma forma mucocutanea (Prancha 
22.9 B). Os seres humanos tornam-se infectados por meio de regurgitagao das formas promastigotas infectantes do 
parasita no tecido subcutaneo quando o mosquito-palha, 1 um flebotominio ( Phlebotomus ),“ alimenta-se de sangue. 
A Figura 22.20 descreve o ciclo biologico das especies de Leishmania. 

Embora certas especies tenham mais tendencia a causar determinados tipos de leishmaniose, ocorre 
sobreposigao. Leishmania e tradicionalmente classificada em complexos e especies individuais. O complexo 
Leishmania donovani contem L. donovani e L. infantum, que e tambem conhecido como L. chagasi. L. donovani 
constitui uma importante causa de leishmaniose visceral. 214 As causas importantes de leishmaniose incluem o 
complexo L. mexicana, L. tropica, L. major e L. braziliensis, entre outras. 

Quando os flagelados tem acesso a seres humanos, eles inicialmente invadem os monocitos inflamatorios no 
tecido subcutaneo, no local da picada. Quando essas celulas inflamatorias sofrem ruptura, liberam parasitas livres, 
que, por sua vez, invadem outros monocitos e macrofagos, no interior dos quais se disseminam por todo o sistema 
reticuloendotelial. O periodo de incubagao varia de 3 a 8 meses. A progressao ou cura da doenga e o resultado da 



interagao do complexo hospedeiro/parasita. As manifestagoes ch'nicas da leishmaniose estao descritas no Quadro de 
correlagoes clinicas 22.18. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial da leishmaniose e estabelecido pela demonstragao de 
amastigotas em esfregagos corados, em impressoes de amostras de biopsia de tecidos infectados. Pode ser de um 
aspirado esplenico de pacientes com leishmaniose visceral. No caso de lesao cutanea ou mucocutanea, esfregagos 
por impressao ou cortes histologicos devem ser preparados a partir de lesoes ativas. Devem-se obter biopsia da 
borda elevada e inflamada da lesao; alem disso, devem-se obter aspirados por meio da introdugao da ponta da 
agulha profiindamente abaixo do leito da ulcera. Os parasitas nesse estagio apresentam as seguintes caracteristicas: 
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■ FIGURA 22.20 Ciclo biologico das especies de Leishmania. No local de picada do mosquito-palha (flebotomo), observa-se 
a formagao de uma pequena papula cutanea que raramente evolui para uma ulcera. Os promastigotas transformam-se em 
amastigotas, que proliferam localmente no tecido subcutaneo, produzindo formas amastigotas, que se disseminam portodo o 
sistema reticuloendotelial, acometendo o bago, o figado, a medula ossea e os linfonodos, onde os microrganismos sao 
encontrados como parasitas intracelulares obrigatorios (Prancha 22.9 C). O ciclo biologico simples e entao completado 
quando os amastigotas sao novamente ingeridos por um mosquito-palha durante uma refeigao de sangue subsequente. Os 
amastigotas transformam-se em promastigotas infectantes no intestino medio do inseto. 


Quadro de correlates ch'nicas 


22.18 


Leishmaniose. 


Leishmaniose disseminada | Calazar 

Os sintomas podem ser leves e autolimitados. Por outro lado, pode ocorrer ini'do subito de sintomas, incluindo picos de febre (um padrao de dois ou 
tres picos por dia), anorexia, mal-estar e sensaijao de enfermidade, simulando a febre tifoide ou a malaria. Quando a doen<;a evolui e torna-se cronica, 
verifica-se a persistence de febre baixa, dor abdominal vaga, aumento do abdome em consequencia de hepatomegalia e esplenomegalia (que 
podem se tornar enormes), linfadenopatia generalizada, anemia e leucopenia. Recentemente, o calazar foi reconhecido como infecgao oportunista 
relacionada com a AIDS. 179 


Leishmaniose cutanea primaria 

Tradicionalmente, a doen^a e dassificada em formas de Velho Mundo e do Novo Mundo. A doen^a do Velho Mundo, outrora denominada botao do 
oriente, e causada mais comumente por membros do complexo L. tropica (incluindo L. tropica, L. major e L. aethiopica). Essa forma de doenp e 
















endemica nas regioes tropicais e subtropicais da Asia Menor, China, sul do Mediterraneo, India e Africa. No local de picada do inseto, em partes 
expostas do corpo, os promastigotas injetados na pele sao captados pelas celulas reticuloendoteliais, no interior das guais se desenvolvem em 
amastigotas. As especies gue causam leishmaniose cutanea nao circulam, exceto em casos muito raros. Verifica-se a formapio de uma papula 
intensamente pruriginosa no local da picada gue, no decorrer de varias semanas ou meses, progride para uma ulcera cronica bem circunscrita, com 
borda eritematosa elevada e leito superficial (Prancha 22.9 B). As ulceras produzidas variam desde ulceras umidas e multiplas a ulceras mais secas, 
com tendencia a formar uma crosta. As lesoes sao, em sua maioria, benignas e cicatrizam espontaneamente, e observa-se o desenvolvimento de 
imunidade permanente. As lesoes cutaneas causadas por L. aethiopica podem nao ulcerar, porem resultam freguentemente em infecgoes subcutaneas 
profundas gue se disseminam e essa especie tambem tern predilegao por causar uma doem;a disseminada indistinguivel das infecgoes produzidas por 
L. donovani. m 

A leishmaniose cutanea do Novo Mundo e causada por L. braziliensis, gue e endemica em guase todos os paises da America do Sul e em varias 
regioes da America Latina, e pelo complexo Leishmania mexicana, incluindo varias especies distintas endemicas em diversas regioes do Mexico, 
Guatemala, Venezuela e bacia amazonica do Brasil. L. braziliensis e o agente etiologico de ulceras cutaneas cronicas agressivas, com disseminagao 
para as mucosas (oral, nasal, faringea), produzindo urn guadro di'nico denominado espundia. Os microrganismos do complexo L. mexicana tern mais 
tendencia a produzir ulceras cutaneas autolimitadas (60% das ulceras ocorrem nos lobos das orelhas, 87 produzindo as denominadas "ulceras de 
Chidero"). As mucosas sao menos comumente acometidas, embora L. peruviana tenha tendencia a provocar uma doen^a cutanea mais difusa, 
conhecida como "uta" no Peru. 

0 tratamento de escolha consiste em estibogliconato de sodio; o tratamento deve ser individualizado, com base nas terapias disponiveis, na 
condipio do paciente e na extensao da doen^a. 


• Os microrganismos tern forma oval, sao intracelulares e muito pequenos, com tamanho que varia de 2 a 4 pm 

• Simulam celulas leveduriformes de Histoplasma capsulatum em muitas preparagoes coradas, como coloragao 
pela H&E e de Wright 

° Observagao: esses parasitas nao se coram com GMS, constituindo uma caracteristica util para a sua 
diferenciagao 

• Os amastigotas de Leishmania possuem um cinetoplasto semelhante a uma barra, adjacente ao nucleo 

° Observagao: essa estrutura e util para diferenciar esses microrganismos das formas leveduriformes de H. 
capsulatum (Prancha 22.9 C, D e E) 

• Esses parasitas estao, em grande parte, dentro dos macrofagos, o que os diferencia dos amastigotas de 
Trypanosoma com celulas somaticas infectadas 

° Observagao: essa diferenga e importante, visto que os amastigotas de Trypanosoma tambem possuem um 
cinetoplasto. 

Os metodos de cultura, que sao usados principalmente nos laboratories que atendem areas endemicas, foram 
descritos detalhadamente por Garcia. 87 Lopez-Valdez et a/. 159 tambem descreveram um metodo de cultura que 
utiliza amostras do creme leucocitario do sangue periferico, que foi bem-sucedido no diagnostico de leishmaniose 
em pacientes com AIDS, que apresentavam achados clinicos atipicos. Nesses laboratories, sao tambem utilizadas 
tecnicas de inoculagao em animais para o diagnostico de infecgoes quando as concentragoes do parasita sao baixas. 

Nos laboratories com disponibilidade de reagentes, as tecnicas de ELISA, utilizando anticorpos monoclonais 
especie-especificos, imuno-histoquimica e tecnicas de amplificagao de acido nucleico tern sido usadas com sucesso 
na detecgao direta de Leishmania em extratos de amostras de tecido. Por exemplo, Piarroux et al. 2m utilizaram um 
ensaio de PCR para amplificar uma sequencia repetida do genoma de Leishmania infantum em um estudo de 73 
pacientes com diagnostico clinico de leishmaniase visceral; demostraram uma sensibilidade superior do metodo 
(82%) no estabelecimento do diagnostico, em comparagao com o exame de aspirados de medula ossea (55%) e 
mielocultura (55%). Concluiram que a PCR pode servir como auxilio no diagnostico da leishmaniase visceral em 
pacientes imunocomprometidos. Rodriguez et al., 212 utilizando uma tecnica de hibridizagao-PCR, com 
oligonucleotidios dirigidos contra regioes conservadas de DNA do cinetoplasto, foram capazes de detectar a 
presenga de Leishmania em 98% dos pacientes com diagnostico clinico de leishmaniose cutanea pelo teste cutaneo 
de Montenegro positivo. Esses pesquisadores tambem acreditam que a tecnica tenha valor epidemiologico para a 
discriminagao taxonomica entre especies. 

Tripanossomi'ase e especies de Trypanosoma 

Tripcinossomiase africana \ Doenqa do sono africana. A tripanossomiase humana e causada por um 
protozoario flagelado, que habita sangue e tecidos. A forma tripomastigota, que mede 15 a 30 pm > 3,5 pm, 



apresenta um corpo alongado, com um flagelo posterior e uma delicada membrana ondulante que se estende ao 
longo do corpo. Na Africa, os animais de caga silvestres servem como hospedeiro reservatorio. Em geral, observa-se 


facilmente a presenga de um nucleo central e um cinetoplasto posterior. Essas formas diagnosticas podem ser 
visualizadas em esfregagos corados de sangue periferico (Prancha 22.9 F) e no LCR em determinados estagios da 
infecgao. Todavia, nas infecgoes leves ou cronicas, Bailey e Smith, 11 em um estudo de amostras de sangue obtidas 


de 134 pacientes com infecgao por Trypanosoma brucei subesp. gambiense, constataram que o teste quantitative no 
creme leucocitario, desenvolvido para o diagnostico da malaria, constitui o exame complementar mais sensivel para 
a deteegao das formas tripanossdmicas. 

O ciclo biologico envolve animais e seres humanos como hospedeiros, nos quais os tripanossomas maduros 
circulam e dividem-se no sangue periferico, invadindo, por fim, o SNC; o hospedeiro intermediario e vetor, a 
mosca-tse-tse, tambem esta envolvido. As formas imaturas desenvolvem-se na glandula salivar da mosca, formando, 
por fim, tripanomastigotas metaciclicos infectantes. O ciclo biologico esta ilustrado na Figura 22.21. 

Houve progresso substancial no controle da tripanossomiase africana. Em um relato da Organizagao Mundial da 
Saude, publicado em 1986, cerca de 20.000 novos casos eram diagnosticados a cada ano. 2 Em 2009, foi quebrado 
o limiar de “10.000” (/. e., foram notificados 9.878 casos) devido a esforgos continuos de controle. Em 2012, foram 
relatados 7.216 casos a OMS. Na forma africana da tripanossomiase, o ser humano e infectado por meio da picada 
da mosca-tse-tse do genero Glossina infectada, que abriga os tripanomastigotas pro-ciclicos infectantes nas 
glandulas salivares. As moscas-tse-tse sao encontradas apenas na Africa. A capacidade desses microrganismos de 
permanecer viaveis em uma populagao de individuos cronicamente infectados deve-se a propriedade singular dos 
microrganismos de modificar periodicamente a estrutura antigenica das glicoproteinas em suas membranas de 
superficie, evitando, assim, os efeitos dos anticorpos produzidos pelo hospedeiro.' 1 ' As manifestagoes clinicas da 
tripanossomiase africana estao apresentadas no Quadro de correlagoes clinicas 22.19. 
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■ FIGURA 22.21 Ciclo biologico de Trypanosoma brucei subesp. gambiense e subesp. rhodesiense. O ciclo biologico 
mostrado aqui envolve seres humanos e um inseto, a mosca-tse-tse; entretanto, na natureza, o ciclo biologico existe entre a 
mosca-tse-tse e hospedeiros animais. Com a ingestao de tripomastigotas a partir de um ser humano infectado, por meio de 
uma refeigao de sangue, os promastigotas sao liberados no estomago da mosca e multiplicam-se no intestino medio e no 
intestino posterior, migrando finalmente para as glandulas salivares, na forma de epimastigotas. Por sua vez, os seres 
humanos sao infectados por meio da picada de uma mosca infectada por epimastigotas. Verifica-se a formagao de um cancro 
no local de picada do inseto. No interior do qual os tripanossomas sofrem multiplicagao e maturagao, no decorrer de um 
periodo de varias semanas. Porfim, invadem os vasos linfaticos e a corrente sanguinea, disseminando-se amplamente para 
os linfonodos e, por fim, para o SNC. A multiplicagao dos microrganismos continua na corrente sanguinea, apesar da 
imunidade humoral do hospedeiro infectado, uma diferenga fundamental das infecgoes causadas por T. cruzi. 

Foram desenvolvidos metodos de detecgao de antigenos para o diagnostico da tripanossomiase africana. 182,183 
Em um ensaio clinico de campo realizado no Zaire, Nantulya et a!.' utilizaram efetivamente um ELISA para 
antigenos na avaliagao de 77 casos de tripanossomiase gambiense parasitologicamente comprovados. Desses 
pacientes, 69 (89,6%) apresentaram antigenos no soro, enquanto 35 (45,5%) tiveram antigenos no LCR. Entre esses 
ultimos casos, 34 (97,1%) apresentaram contagens elevadas de leucocitos no LCR, 29 (82,9%) tiveram niveis 
elevados de proteina e 23 (65,7%) apresentaram tripanossomas que foram identificados ao microscopio no LCR. Os 
autores indicaram que o teste de ELISA pode ser util no estadiamento da doenga, bem como no acompanhamento do 
tratamento. Kyambadde et a/. 148 constataram que a PCR demonstrou a presenga de infecgao em 20 de 35 (57%) 
amostras de sangue obtidas de pacientes com suspeita de tripanossomiase em Uganda, bem como em 21 de 34 
amostras de LCR (61%). Das 21 amostras de sangue negativas para formas diagnosticas circulantes, 6 foram 
positivas por PCR (28,6%), e 8 de 21 amostras de LCR (38,0%) que foram negativas por centrifugagao dupla 
mostraram-se positivas por PCR. 
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A tripanossomiase africana, tambem conhecida como doenga do sono africana, e causada por uma de duas subespecies de Trypanosoma brucei. A 
subespecie rhodesiense e endemica nas regioes de savana e florestas do centra e do leste da Africa, enquanto Trypanosoma brucei subesp. gambiense e 
endemico nas florestas chuvosas tropicais do centra e oeste da Africa. A doenga clinica causada por T. brucei tende a apresentar um irn'cio mais rapido, 
com maior tendencia a se tornar rapidamente progressiva, levando ate mesmo a morte. A tripanossomiase gambiense e mais cronica e caracteriza-se 
por deterioragao neurologica, culminando na "doenga do sono". 

Os pacientes infectados por T. brucei gambiense apresentam inicialmente febre recorrente intermitente associada a linfadenopatia. Com 
frequencia, os linfonodos na regiao cervical posterior do pescog) estao acometidos, produzindo uma lesao conhecida como sinal de Winterbottom. 
Ormerod 190 forneceu evidences experimentais de uma conexao fisiologica entre os linfonodos cervicais e os ventriculos do cerebro, sugerindo que o 
sinal de Winterbottom pode constituir um marcador de infecgao cerebral. 

A hepatoesplenomegalia tambem pode se tornar evidente durante esse estagio inicial da infecgao. A medida que a doenga se torna cronica, a 
invasao do SNC pelo microrganismo produz o estagio de doenga do sono, que se caracteriza inicialmente por alteragoes do comportamento e da 
personalidade, levando a apatia, fadiga, confusao e sonolencia - sinais de meningoencefalite progressiva. A emaciagio e o coma profundo levam 
finalmente a morte. 


As subespecies especificas que causam a infecgao e o estagio da doenga sao importantes quando se considera o 
tratamento. A pentamidina mostra-se util no tratamento de pacientes nos primeiros estagios de infecgao causada por 
T. b. gambiense. Outros farmacos, como suramina, melarsoprol, nifurtimox etc., so estao disponiveis nos CDC. 

Tripanossomiase sul-americana \ Doenga de Chagas. A tripanossomiase sul-americana, tambem conhecida 
como doenga de Chagas, e causada por Trypanosoma cruzi. Esse parasita e encontrado desde o sul dos EUA ate a 
Argentina, passando por toda a America Central e America do Sul. Estima-se que 10 a 12 milhoes de pessoas 
estejam infectadas, das quais aproximadamente metade reside no Brasil. 60 Embora T. cruzi tenha sido encontrado em 
caes, mamiferos silvestres e insetos vetores na parte sul dos EUA, so raramente foram relatados casos humanos 
autoctones. 106,244 O diagnostico pode ser estabelecido pela observagao de tripomastigotas circulantes no sangue 
periferico, embora o periodo de circulagao seja mais curto do que aquele observado na tripanossomiase africana. Os 
tripomastigotas assemelham-se, quanto ao aspecto, a seus equivalentes africanos, exceto por uma tendencia distinta 
a se enrolar sobre eles proprios, formando uma letra “C” (Prancha 22.9 G). 

Uma infecgao autoctone relatada nos EUA ocorreu na area rural de Tennessee, quando a mae encontrou um 
percevejo triatomineo no bergo de seu filho de 18 meses de idade. 118 Foi constatado, tanto por microscopia optica 




quanto por PCR, que o conteudo intestinal do inseto estava infectado por Trypanosoma cruzi. Uma camada 
leucocitaria preparada a partir de uma amostra de sangue da crianga foi negativa para o parasita; todavia, foi positiva 
por PCR, indicando parasitemia de baixo nivel. Por conseguinte, essa infecgao autoctone por T. cruzi nos EUA teria 
passado despercebida sem a atengao da mae e a tecnica altamente sensivel da PCR. 

O ciclo biologico de T. cruzi difere da especie africana, visto que o percevejo triatomineo (reduvideo) atua como 
artropode vetor. Tanto roedores quanto animais domesticos, incluindo caes, gatos e suinos, servem como 
hospedeiros reservatorios de T. cruzi, de modo que a erradicagao de areas endemicas nao e viavel. Nos EUA, foi 
constatada a infecgao de gambas e guaxinins. No caso descrito anteriormente, tres guaxinins na vizinhanga da 
crianga infectada apresentaram hemoculturas positivas para T. cruzi. As habitagoes construidas com adobe, barro ou 
material vegetal, com numerosas rachaduras nas paredes, proporcionam locais ideais de acasalamento dos 
percevejos reduvideos em areas endemicas (Prancha 22.9 H). Esses insetos sao notumos e alimentam-se de vitimas 
enquanto elas estao dormindo. A prevengao da doenga inclui, em grande parte, melhorar as condigoes de habitagao e 
diminuir o ambiente de acasalamento do inseto. O ciclo biologico de T. cruzi e ilustrado na Figura 22.22. 

A infecgao primaria varia desde assintomatica ate a ocorrencia de febre, linfadenopatia e tumefagao facial 
unilateral. O maior perigo da tripanossomiase sul-americana e que os orgaos viscerais podem ser infectados pelos 
amastigotas. Isso resulta em doenga grave, que pode ser fatal. As manifestagoes clinicas da tripanossomiase sul- 
americana estao descritas no Quadro de correlagoes clinicas 22.20. 

Trypanosoma rangeli e outro tripanossoma transmitido a seres humanos por percevejos reduvideos. As 
infecgoes nos seres humanos e animais sao assintomaticas. Os tripanomastigotas podem ser identificados em 
esfregagos espessos e finos de sangue periferico e assemelham-se, quanto a sua morfologia, aos observados na 
tripanossomiase africana. Todavia, a nao ser que se obtenha uma cuidadosa historia clinica, pode-se estabelecer um 
diagnostico incorreto de infecgao por T. cruzi. Os testes sorologicos podem ser valiosos para diferenciar as infecgoes 
por T. rangeli da doenga de Chagas; entretanto, podem ocorrer infecgoes duplas, produzindo resultados confusos. 

Foram desenvolvidos metodos sorologicos para a detecgao de anticorpos sericos dirigidos contra T. cruzi, de 
modo a auxiliar no diagnostico da doenga de Chagas. 0 ’ Godsel et al. 92 identificaram no soro de pacientes com 
doenga de Chagas um novo antigeno recombinante, denominado FCaBP, uma proteina flagelar de 24 kDa com 
ligagao ao calcio. Essa proteina pode ser usada como componente de uma preparagao de multiplos antigenos 
recombinantes, efetiva no rastreamento de T. cruzi no sangue de doadores. Tantowitz et al., 244 em uma revisao 
abrangente, discutem a importancia do rastreamento do sangue de doadores para a doenga de Chagas. A questao 
envolve nao apenas individuos que vivem em paises onde a doenga e endemica, mas tambem constitui um problema 
nos EUA, onde mais de 50.000 imigrantes de paises endemicos podem estar infectados. Avila et al. 1 " sugeriram um 
exame de rastreamento sensivel para o diagnostico de doenga de Chagas cronica em doadores de banco de sangue. 
Demonstraram uma sensibilidade de 100% e, comparagao com testes sorologicos na detecgao de produtos 
amplificados por PCR do DNA minicircular do cinetoplasto de T. cruzi em 114 amostras de sangue obtidas de 
pacientes com doenga de Chagas cronica e sem doenga de Chagas, utilizando uma sonda de oligonucleotidios 
especifica marcada com digoxigenina. Conforme ja assinalado, a infecgao cronica por T. cruzi pode permanecer em 
estado de latencia por varios anos. A lesao organica que ocorre durante esse periodo silencioso e irreversivel e 
profunda, exigindo, com frequencia, cirurgia extensa ou ate mesmo transplante cardiaco. Por conseguinte, embora 
haja poucos individuos com doenga de Chagas nos EUA, tomou-se pratica padrao proceder ao rastreamento do 
sangue doado a procura de sinais de infecgao. 
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■ FIGURA 22.22 Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi. Os seres humanos tornam-se infectados quando as fezes 
infectadas por tripanossomas sao eliminadas na ferida produzida quando o percevejo se alimenta. A picada e muito dolorosa, 
e as fezes infectadas sao esfregadas na ferida. No hospedeiro humano, os tripanossomas em forma de C, com um 
cinetoplasto aumentado em comparagao com o de I brucei, circulam na corrente sanguinea durante a fase aguda inicial da 
doenga (Prancha 22.9 G), ocorrendo episodios febris intermitentes. O ciclo se completa quando um percevejo reduvideo 
(Prancha 22.9 H) pica novamente um hospedeiro infectado. 
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Tripanossomiase sul-americana | Doenga de Chagas. 


0 agente etiologico da tripanossomiase sul-americana ou doenga de Chagas e o T. cruzi. Os seres humanos sao infectados por meio da picada de um 
percevejo triatomineo (i.e., um percevejo reduvideo), coloquialmente denominado barbeiro. A picada desse inseto vetor nao transmite os parasitas, 
que estao presentes nas fezes do inseto. 0 paciente que coga o local de picada inocula inadvertidamente as fezes contaminadas no local da picada. A 
infeegao aguda e mais comumente assintomatica ou so produz sintomas leves; todavia, em certas ocasioes, ocorrem reagoes mais graves. A febre e a 
tumefagao no local de picada sao comuns em pacientes sintomaticos. Ocorre edema periorbital unilateral (sinal de Romana) quando as fezes 
contaminadas sao esfregadas no olho. Os tripomastigotas podem ser observados no sangue do paciente durante a fase aguda da doenga. 

A infeegao pode tornar-se cronica, com replicagao dos amastigotas dentro das celulas somaticas, como os miocitos (fibras musculares) do 
coragao. Em muitos casos, os pacientes podem nunca saber que foram infectados, particularmente se a infeegao aguda foi assintomatica ou produziu 
doenga subchnica com sinais e sintomas inespecificos. 0 dano as celulas somaticas dos pacientes prossegue durante varios anos, ate que ocorra 
falencia do sistema organico. A infeegao do coragao pode resultar em arritmias ou em miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca congestiva. 
Outras manifestagoes comuns sao as "megassindromes", que induem megaesofago e megacolon, em que esses orgaos tubulares sofrem dilatagao 
maciga e perdem a capacidade de produzir peristaltismo efetivo. Essas doengas terminals realmente so podem ser tratadas de modo efetivo por meio 
de cirurgia, induindo transplante cardiaco. 









Como o numero de tripomastigotas circulantes e muito baixo na doenga de Chagas cronica, a detecgao do DNA 
do cinetoplasto de T. cruzi baseada em PCR constitui um metodo altamente sensivel para o estabelecimento do 
diagnostico. Muitos estudos demonstraram um elevado grau de sensibilidade, comparavel ao xenodiagnostico, capaz 
de detectar apenas um tripomastigota circulante em 20 ml de sangue. 19,94 Esse metodo tambem demonstrou ser util 
como teste para cura no monitoramento de pacientes submetidos a tratamento. 

Toxoplasmose e Toxoplasma gondii. Toxoplasma gondii e um protozoario parasita de felinos, e as infecgoes 
nos seres humanos sao, em grande parte, acidentais (z. e., na maioria dos casos, a infecgao humana e um ciclo cego, 
sem propagagao subsequente do parasita em um felino, que e o hospedeiro defmitivo. O ciclo biologico de 
Toxoplasma gondii esta ilustrado na Figura 22.23. As infecgoes humanas sao importantes, devido a uma predilegao 
particular da infecgao em acometer o SNC do feto. 

Tres modos de transmissao levam a maioria das infecgoes humanas: (1) diretamente a partir da ingestao de 
oocistos infectantes presentes no alimento (p.ex., verduras nao lavadas) ou agua contaminada com fezes de gato; (2) 
indiretamente, pela ingestao de came crua ou inadequadamente cozida de animais que ingeriram oocistos (estima-se 
que 25% da came de cameiro ou de porco vendida em supermercados contenham cistos teciduais viaveis); e (3) 
transference transplacentaria para o feto a partir de mae infectada durante a gravidez. Estima-se que as taxas de 
infecgao matema durante os anos reprodutivos sejam de 3 a 5%; entretanto, essas taxas variam, dependendo da 
prevalence da doenga. As mulheres gravidas devem ser fortemente aconselhadas a evitar qualquer contato com 
gatos, fezes de gatos (z. e., limpando a caixa de areia), bem como a ingestao de came inadequadamente cozida. Os 
sintomas clinicos podem ser minimos ou ausentes nos estagios agudos da infecgao, e os lactentes podem nao exibir 
alguns dos sinais tipicos da infecgao - coriorretinite, calcificagao cerebral, 211 ' hidrocefalia ou microcefalia - durante 
varios meses ou ate mesmo anos. Nos adultos, as infecgoes adquiridas manifestam-se habitualmente na forma de 
uma doenga semelhante a mononucleose aguda, com linfadenite e linfadenopatia. A maioria das infecgoes agudas 
resulta em encistamento dos microrganismos se o hospedeiro for imunocompetente. 

Dois estagios parasitarios podem estar envolvidos nas infecgoes humanas. Apos a ingestao de oocistos ou das 
formas infectantes encistadas na came inadequadamente cozida, ocorre liberagao dos taquizoitos (Figura 22.24 e 
Prancha 22.10 F) no intestino delgado, os quais invadem inicialmente as celulas epiteliais da mucosa, a partir das 
quais penetram na circulagao, distribuindo-se amplamente por todo o corpo. Pode ocorrer lesao tecidual 
consideravel, visto que os taquizoitos destroem as celulas que eles parasitam; entretanto, a medida que a resposta 
imunologica se desenvolve, os taquizoitos tomam-se menos ativos e, por fim, agregam-se dentro de um cisto 
envolvido por membrana (Figura 22.25, Prancha 22.10 G e H). Embora sejam inativos, os bradizoitos no interior 
desses cistos podem permanecer viaveis por varias semanas ou anos. Com mais frequence, acabam sofrendo 
desintegragao e tomam-se emaranhados em uma cicatriz hialina e/ou sofrem calcificagao. A detecgao de 
calcificagao intracerebral em radiografias de cranio constitui um metodo para o estabelecimento de infecgao 
anterior. 

Se o hospedeiro estiver imunocomprometido ou se tomar imunocomprometido, mesmo dentro de anos apos a 
infecgao primaria, o parasita pode sofrer desencistamento; os bradizoitos transformam-se em taquizoitos e comegam 
a se replicar, causando uma variedade de doengas, incluindo miocardite, meningoencefalite, pneumonia atipica e 
rinocoroidite. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico de toxoplasmose aguda no individuo imunocompetente e 
habitualmente estabelecido por metodos sorologicos. No paciente imunocomprometido com doenga progressiva, 
pode ser estabelecido pela demonstragao de grupos de taquizoitos em esfregagos corados, utilizando a coloragao 
PAS, Giemsa e/ou H&E. Foram utilizadas tecnicas de coloragao com anticorpos fluorescentes e peroxidase- 
antiperoxidase para demonstrar melhor os microrganismos em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina. 
Os taquizoitos talvez sejam mais bem observados em aspirados com agulha ou esfregagos por impressao corados 
pelo metodo de Wright-Giemsa. 

• Normalmente, os taquizoitos exibem a forma crescente, medem 3 a 4 > 6 a 7 pm e possuem um nucleo central 
de coloragao escura (Figura 22.24 e Prancha 22.10 F) 

• A presenga de um ou mais cistos, quando observados em cortes de tecidos de pacientes, indica habitualmente 
um estagio cronico e geralmente inativo de infecgao; entretanto, servem como importante fonte de reativagao de 
toxoplasmose aguda 


• Os cistos medem ate 200 pm de diametro e contem varias centenas de bradizoitos com 2 a 3 urn de diametro 

(Figura 22.25 e Prancha 22.10 G e H). 

O diagnostico sorologico da toxoplasmose e complexo, e uma discussao completa do assunto esta alem do 
proposito deste capitulo. McCabe e Rimington, 169 efetuaram um trabalho pioneiro, cujo resumo esta incluido no 
Boxe 22.5. Em virtude da alta prevalencia de tltulos aumentados de anticorpos contra Toxoplasma na populagao 
geral, os resultados dos testes precisam ser interpretados com cuidado antes que se possa estabelecer um diagnostico 
defmitivo. O teste tradicional de Sabin-Feldman, baseado no principio de que os taquizoitos vivos de Toxoplasma 
gondii perdem a sua afmidade pelo corante azul de metileno na presenga de soro imune, que e tanto sensivel quanto 
especifico, pode ser usado como metodo de referencia, porem nao e realizado na pratica clinica. Sao utilizadas 
tecnicas mais modernas e algumas vezes automaticas na maioria dos laboratorios de referencia, de modo a evitar a 
necessidade de trabalhar com microrganismos vivos. Os ensaios atuais avaliam tanto a IgM quanto a IgG, de modo 
que a identificaqao da fase da infecqao (/. e., aguda vs. remota) pode ser obtida, em muitos casos, com um unico 
teste sorologico, em lugar da necessidade de comparar tltulos da fase aguda e da fase convalescente. Foram 
explorados diversos metodos para o diagnostico sorologico da toxoplasmose. 4 ' 1 ’ 1 '”’ 27 ’ 
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■ FIGURA 22.23 Ciclo biologico de Toxoplasma gondii. O ciclo biologico de Toxoplasma gondii apresenta estagios tanto 
sexuado quanto assexuado. O estagio sexuado ocorre no intestino de gatos, onde os oocistos infectantes, que medem 10 a 
12 pm de diametro, multiplicam-se no interior das celulas epiteliais da mucosa intestinal e sao excretados nas fezes. O 
estagio assexuado ocorre comumente em uma variedade de animais herbivoros e carnivoros que ingerem os oocistos 
infectantes quando procuram alimento no solo ou em materia vegetal contaminados. Os seres humanos tambem podem ser 
infectados com a ingestao de agua ou de alimentos contaminados com oocistos. As baratas, as minhocas, os caramujos e as 
lesmas tambem podem servir como hospedeiros transportadores de oocistos. 











As tecnicas de amplificagao de acido nucleico para a detecgao de Toxoplasma tambem melhoraram de modo 
significative) no decorrer dessa ultima decada, particularmente com a introdugao da tecnologia de PCR em tempo 
real. Varias publicagoes descrevem o gene B1 de T. gondii como alvo valioso para PCR. 71,123,143,193 O procedimento 
de amplificagao do gene B1 e sensivel o suficiente para detectar um unico parasita isolado e apenas 10 parasitas 
entre 100.000 leucocitos. 193 As tecnicas de amplificagao de acido nucleico sao mais sensiveis e substituiram 
praticamente a cultura de celulas como metodo de escolha para o diagnostico de parasitemia aguda ou ativa por 
Toxoplasma, particularmente no hospedeiro imunocomprometido. 123 Esse procedimento tern sido usado para 
detectar a presenga de parasitemia por Toxoplasma em pacientes com AIDS e febre inexplicada ou anormalidades 
do SNC. ' 1 O exame de sangue por PCR tambem pode ser util para estabelecer o diagnostico de toxoplasmose 
extracerebral a partir de reativagao local de cistos cerebrais latentes. 6 ' 1 Dupon et all' constataram que o exame do 
LCR e/ou do sangue por PCR proporciona um valioso auxilio para detectar a reativagao de toxoplasmose cerebral 
latente. Alem de detectar as sequencias de acido nucleico de B1 de T. gondii, esses autores citam outros estudos que 
tiveram sucesso com o emprego de p30, genes TGR1 e rDNA 18 S como alvos. A PCR do LCR para Toxoplasma 
substituiu, em grande parte, a necessidade de biopsia cerebral para obter o diagnostico, assim como a PCR para o 
herpes-virus simples (HSV) e o virus JC substituiu, em grande parte, a biopsia cerebral para o diagnostico de 
meningoencefalite associada ao HSV e leucoencefalopatia multifocal progressiva associada ao virus JC. A PCR, 
quando aplicada ao liquido amniotico, tambem demonstrou ser util para o diagnostico de toxoplasmose congenita. 104 
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m FIGURA 22.24 Esfregago por impressao corado pelo metodo de Giemsa, demonstrando a presenga de taquizoitos de 
Toxoplasma. Observe a forma caracteristica em arco ou crescente, com nucleo central de coloragao escura (vista em grande 
aumento de 1.000*). 




■ FIGURA 22.25 Cistos bradizoitos de Toxoplasma. Cada pseudocisto contem varias quantidades de trofozoitos. Esses 
cistos bradizoitos sao mais comumente observados em pacientes com doenga latente. Observe a ausencia de reagao 
inflamatoria adjacente a esses pseudocistos (H&E, vista em grande aumento de 1.000*). 


Boxe 22.5 


Interpretagao dos resultados sorologicos nas sindromes chnicas de toxoplasmose 1 

A. Toxoplasmose adquirida aguda: paciente imunocompetente 

Pode-se suspeitar altamente do diagnostic se forem observados os seguintes achados: 

1. Soroconversao de negativo para positivo. 

2. Aumento de duas vezes nos titulos entre uma amostra basal e urn teste repetido depois de 3 semanas. 

3. Titulo elevado de IgM, com urn unico titulo elevado de IgG (>1:1.000). 

4. Urn baixo titulo de IgM indica que a infecgao foi adquirida ha 4 meses ou mais. 0 titulo de IgM habitualmente se normaliza dentro de 9 
meses. 

Observa^ao: urn resultado negativo de Colorado ou de ensaio de imunofluorescencia em urn individuo imunocompetente praticamente 
descarta a possibilidade do diagnostico de toxoplasmose aguda. 

B. Toxoplasmose adquirida aguda: paciente imunossuprimido 

Os criterios citados para pacientes imunocompetentes tambem se aplicam a indivfduos imunocomprometidos. Entretanto, a present de 
anticorpos IgM ou uma elevado de duas vezes nos anticorpos IgG frequentemente nao sao detectadas; por conseguinte, a obtenpo de urn 
resultado negativo nao descarta a possibilidade de toxoplasmose aguda. E preciso demonstrar os microrganismos em biopsias teciduais ou em 
esfregagos por impressao de material aspirado antes que se possa estabelecer urn diagnostico definitivo nesse grupo de pacientes ou por meio 
de PCR. 

C. Toxoplasmose ocular 

Pode-se suspeitar do diagnostico nos seguintes casos: 

1. Baixos titulos de anticorpos de IgG na presenga de lesao retiniana tipica. 

2. "C" for igual ou superior a 8 utilizando a seguinte formula quando se avalia o humor aquoso: (Titulo de anticorpos no liquido x 
concentra^ao de g-globulina no soro)/(Titulo de anticorpos no soro x concentrate de g-globulina no liquido corporal) 

D. Toxoplasmose congenita 

0 diagnostico de infecgao por Toxoplasma no recem-nascido pode ser estabelecido se: 

1. Houver urn titulo persistente ou crescente nos testes sorologicos. 

2. Teste positivo para IgM com qualquer titulo apos o nascimento, na ausencia de extravasamento placentario, ou demonstrate do 
microrganismo em biopsias de tecido ou em esfrega^os por impressao de aspirado ou por meio de PCR. 



Trichomom'ase e Trichomonas vaginalis. A tricomomase, causada por T. vaginalis, e uma das doengas 
sexualmente transmitidas mais comuns e, o que e mais importante, passivel de cura. Nos EUA, foi estimado que 3,7 
milhoes de individuos estejam infectados, porem apenas cerca de 30% sao sintomaticos. Por conseguinte, e 
importante avaliar os individuos que tiveram relagoes sexuais desprotegidas. 

A tricomomase sintomatica ocorre mais comumente em mulheres e caracteriza-se por secregao espumosa 
esverdeada, odor desagradavel e desconforto vaginal, como prurido e dor durante a micgao. Embora, de modo 
surpreendente, as infecgoes sejam frequentemente assintomaticas nos homens, quando aparecem sintomas, podem 
incluir secregao uretral e dor na micgao e ejaculagao. Trichomonas nao se dissemina. Entretanto, o tratamento dos 
pacientes infectados e importante, visto que a infecgao por esse parasita aumenta a probabilidade de contrair outra 
doenga sexualmente transmitida, especialmente HIV. 

Tradicionalmente, a tricomomase tern sido diagnosticada por meio de uma “preparagao a fresco”, que e 
frequentemente realizada no consultorio do medico. A identificagao de Trichomonas e muito simples quando o 
liquido vaginal de mulheres sintomaticas e examinado ao microscopio, em virtude da motilidade desses 
microrganismos. Embora esse exame seja altamente especifico nesse contexto, a sensibilidade do exame 
microscopico diminui em pacientes infectados, porem assintomaticos. Em um estudo, foi demonstrada uma 
sensibilidade de apenas 58% para o exame direto, em comparagao com a cultura. A sensibilidade do exame 
microscopico tambem e reduzida se a amostra nao for examinada imediatamente, porem transportada ate um 
laboratorio distante. Os ensaios nao microscopicos para a detecgao de Trichomonas passaram a ser preferidos em 
decorrencia dos regulamentos mais exigentes sobre a microscopia realizada por medicos e consolidagao dos 
laboratories. 

Identificagao laboratorial. O exame morfologico de T. vaginalis e habitualmente simples, quando se examinam 
amostras do conteudo vaginal de uma mulher infectada e sintomatica, e sao identificados tricdmonas moveis. 
Entretanto, e importante que o parasitologista tenha a habilidade de diferenciar T. vaginalis, que e sexualmente 
transmitido, de Pentatrichomonas hominis, que constitui parte da microbiota normal do trato intestinal. Os criterios 
morfologicos utilizados para a identificagao de Trichomonas vaginalis incluem os seguintes 

• Os tricomonas sao piriformes e medem 10 a 12 pm, com um unico nucleo oval 

• Nao existe nenhuma forma cistica 

• Observa-se a presenga de um corpusculo basal em uma das extremidades, a partir do qual surgem numerosos 

flagelos 

• Existe um axostilo, que se estende a partir da extremidade distal ao longo do microrganismo 

• Verifica-se a presenga de uma membrana ondulante, que se estende a partir do corpusculo basal 

° Trichomonas vaginalis : A membrana ondulante tern 1/2 a 3/4 do comprimento do microrganismo 

° Pentatrichomonas hominis : A membrana ondulante estende-se por todo o comprimento do microrganismo. 

A cultura de Trichomonas tern sido usada para preservar a viabilidade dos microrganismos, usando o meio de 
Diamond. Embora a cultura para Trichomonas seja viavel, ela exige mais tempo para a obtengao dos resultados e 
nao se tomou a pratica padrao. O OSOM® Trichomonas Rapid Test e um ensaio de ICT de fluxo lateral liberado 
pelo CLIA, que detecta os antigenos de T. vaginalis. Existe uma concordancia de 95%, de acordo com a bula, em 
comparagao com a preparagao a fresco, o que representa uma altemativa para o consultorio medico para o exame de 
pacientes sintomaticos. 

O sistema BD Affirm VPIII e uma tecnologia a base de sonda, desenvolvida para detectar os agentes etiologicos 
mais comuns da vaginite, incluindo Trichomonas vaginalis. De acordo com as instrugoes, a sensibilidade e a 
especificidade desse ensaio sao de 93 e 99,9%, respectivamente, em comparagao com o exame direto e de 90 e 
99,9%, respectivamente, em comparagao com a cultura. Esse produto representa uma opgao para a avaliagao 
simultanea de multiplas causas de vaginite. 

A amplificagao de acido nucleico esta surgindo como padrao-ouro para a detecgao de T. vaginalis. O aspecto 
mais importante e o de que essa tecnologia altamente sensivel proporciona a oportunidade de detectar individuos 
infectados, mas que nao apresentam sintomas. Esse ensaio utiliza a amplificagao mediada por transcrigao, que tern 
sido utilizada com sucesso durante muitos para a detecgao de N. gonorrhoeae e C. trachomatis. Atualmente, o 
APTIMA® Trichomonas vaginalis e o unico ensaio de amplificagao de acido nucleico aprovado pela FDA. Chapin 
e Andrea verificaram que esse ensaio apresenta uma sensibilidade clinica de 95% e uma especificidade de 98%. O 


aspecto importante e o fato de que essa tecnologia possibilita a detecgao nos homens, que representam uma coorte 
que, em grande parte, nao tem sido detectada e representa um importante reservatorio do microrganismo.~~ 

O tratamento mais comumente usado consiste em metronidazol. O tinidazol, que e igualmente efetivo, e uma 
altemativa aprovada pela FDA. 

Helmintos do sangue e dos tecidos 
Nematoides filiformes e filariase 

Os parasitas filarias discutidos aqui sao nematoides fi 1 i formes. 1 Os vermes adultos residem principalmente nos 
vasos sanguineos e linfaticos, mas tambem podem ser encontrados nos musculos, nos tecidos conjuntivos e nas 
cavidades serosas. Algumas especies formam um nodulo subcutaneo. Tres especies importantes de filarias que 
provocam comumente doenga nos seres humanos - Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e Loa loa - serao 
discutidas aqui. 

Esforgos substanciais foram realizados para combater a filariase nessas ultimas decadas. Apesar desse empenho, 
a OMS estima que, atualmente, 120 milhoes de individuos estejam infectados, com 40 milhoes desfigurados ou 
incapacitados pela doenga; embora numeros semelhantes tenham sido notificados em 1989 e 1999, isso ainda 
representa um progresso, tendo em vista a populagao crescente nas areas afetadas. 139 Noventa por cento dos 
pacientes apresentam filariase bancroftiana, enquanto a filariase brugiana responde pela maioria dos casos 
restantes. 1M A filariase bancroftiana e observada principalmente em areas urbanas, devido a condigoes sanitarias 
precarias e a intensa reprodugao dos mosquitos Culex. A filariase brugiana e principalmente uma doenga rural, que e 
transmitida por mosquitos Anopheles e Aedes. O numero de individuos infectados varia, dependendo das condigoes 
economicas associadas a exposigao aumentada ao inseto vetor e a formagao de locais favoraveis para a reprodugao 
dos mosquitos. 256 

Os seres humanos adquirem a doenga apos a picada de um mosquito infectado (W. bancrofti e B. malayi ) ou de 
moscas tabanideas para Loa loa. Os mosquitos-polvora servem para transmitir a especies desprovidas de bainha, M. 
perstans e M. ozzardi. O ciclo biologico de Wuchereria bancrofti como prototipo das filarias esta ilustrado na Figura 
22.26. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial e estabelecido pela observagao de microfilarias circulantes 
em esfregagos corados de sangue periferico. 1112 As microfilarias circulam no sangue periferico com uma 
periodicidade regular, que e especie-especifica. As microfilarias de W. bancrofti e de B. malayi sao notumas, 
enquanto as de Loa loa sao diurnas. 2 ' Por conseguinte, para estabelecer o diagnostico de filariase bancroftiana, o 
ideal e obter uma amostra de sangue entre meia-noite e 2:00 da manha. Em pacientes com infecgoes leves, ou 
quando as amostras sao coletadas em horarios nao ideais, as tecnicas de filtragao atraves de membrana, 
centrifugagao, sedimentagao (concentragao de Knott) e preparagao de esfregagos espessos podem ajudar a detectar 
baixos numeros de microfilarias circulantes. 211 Uma tecnica de concentragao altemativa consiste no uso de filtros de 
policarbonato (Nuclepore) para reter as microfilarias no filtro, apos a lise dos eritrocitos. 5 Como os filtros de poros 
de tamanho de 3 a 5 pm sao transparentes quando umidos, eles podem ser examinados diretamente a procura de 
microfilarias em uma lamina microscopica. 
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■ FIGURA 22.26 Ciclo biologico de Wuchereria bancrofti. Os seres humanos adquirem a doenga apos a picada de urn 
mosquito infectado (W. bancrofti e B. malayi) ou de moscas tabanideas (Loa loa). O mosquito-polvora serve como hospedeiro 
intermedia™ para as especies desprovidas de bainha, M. perstans e M. ozzardi. Quando o vetor pica urn hospedeiro humano 
infectado, as microfilarias infectantes sao ingeridas e penetram na parede do estomago do inseto. No estomago, ocorre 
desenvolvimento de urn terceiro estagio larvario infectante, que, por sua vez, migra para os musculos toracicos do inseto e, 
em seguida, para a proboscide. Quando o inseto pica outro hospedeiro humano, essas larvas infectantes descem pela 
proboscide e sao injetadas na ferida cutanea enquanto o mosquito se alimenta de sangue. Essas larvas infectantes se 
reproduzem localmente no tecido subcutaneo e, por fim, invadem os tecidos linfaticos perifericos, por meio dos quais 
alcangam os linfonodos e vasos linfaticos em varias partes do corpo. No decorrer de urn periodo de varias semanas, as larvas 
desenvolvem-se nos vermes adultos brancos e filiformes. Os vasos linfaticos dos membros inferiores e os linfonodos 
epitrocleares e femorais constituem os locals mais comumente acometidos. As femeas maduras liberam microfilarias que 
circulam no sangue e sao ingeridas pelo inseto apropriado durante a proxima refeigao de sangue, completando o ciclo 
biologico. 

Long et a/. 157 descreveram uma abordagem interessante para o diagnostico laboratorial da fllari'ase, que utiliza 
uma tecnica em tubo de micro-hematocrito com laranja de acridina. Nesse teste, utiliza-se como base um tubo de 
micro-hematocrito que incorpora heparina, EDTA e laranja de acridina. Apos centrifiigagao, os parasitas 
concentram-se na camada leucocitaria e podem ser visualizados atraves da parede de vidro transparente do tubo. O 
laranja de acridina cora o DNA dos parasitas, e as caracteristicas morfologicas, incluindo os padroes nucleares em 
partes da cauda, podem ser examinadas a microscopia de fluorescencia para obter uma identificagao em nivel de 
especie. 

As femeas maduras produzem miriades de larvas, conhecidas como microfilarias, que circulam no sangue e 
servem como modo de transmissao quando o mosquito vetor se alimenta de sangue. A identiflcagao pode ser 
efetuada pela observagao das caracteristicas essenciais que sao peculiares a cada especie de filaria. 







► Microfilarias 

• Medem 240 a 300 x 7 a 10 |im 

• Assemelham-se a fitas e podem ser observadas em preparagoes microscopicas de sangue anticoagulado em 
virtude de sua motilidade ondulante, deslocando os eritrocitos de um lado para outro a medida que se movem 

° Observagao: isso e raramente realizado. Na maioria dos casos, as microfilarias sao observadas em esfregagos 
de sangue espessos e finos. Como varias das especies provocam febre ciclica, sao incluidas no diagnostico 
diferencial com especies de Plasmodium. Por conseguinte, o exame de cada esfregago de sangue espesso e 
fino deve comegar com baixo aumento (/. e., 100 x, com uso da objetiva 1 0 X ) a procura de microfilarias 

• As microfilarias das especies discutidas aqui sao circundadas por uma bainha proeminente. Essa bainha e 
evidente nos esfregagos corados de sangue periferico em algumas especies; todavia, em outras especies, aparece 
como uma area nao corada ao redor da microfilaria. A bainha estende-se alem da regiao da cauda. A bainha e 
uma membrana estreitamente ajustada, que envolve as microfilarias desses vermes parasitas, representando os 
remanescentes da membrana do ovo do qual se origina 

• As especies de microfilarias com bainha podem ser diferenciadas pela observagao do tamanho e do padrao de 
extensao dos nucleos na regiao da cauda 

° W. bancrofti : os nucleos nao se estendem ate a extremidade da cauda (Prancha 22.10 A) 

° B. malayi: dois nucleos estendem-se dentro da cauda, separados por uma distancia de cerca de 10 pm 
(Prancha 22.10 B) 

° Loa loa: uma coluna ininterrupta de nucleos estende-se dentro da cauda e ate sua extremidade (Prancha 
22.10 C). O aspecto importante e o fato de que a bainha de Loa loa nao se cora bem ou nao apresenta 
nenhuma coloragao com o corante comum de Giemsa; com frequencia, aparece como uma area nao corada 
ao redor das microfilarias. 

As microfilarias de outras duas especies, Mansonella perstans e Mansonella ozzardi, tambem podem ser 
encontradas no sangue periferico; todavia, os pacientes com essas infecgoes frequentemente sao assintomaticos. Em 
certas ocasioes, foi observada a ocorrencia de eosinofilia, linfadenite, febre baixa, erupgao maculopapular e urticaria 
em individuos infectados. As microfilarias dessas especies sao muito menores do que aquelas discutidas 
anteriormente e sao desprovidas de bainha. 

Como a detecgao das microfilarias circulantes pelo exame direto do sangue e relativamente insensivel para 
estabelecer o diagnostico de filariase e depende da coleta de amostras em horarios especificos do dia, foram 
introduzidos varios procedimentos para a detecgao de antigenos. Weil et air ' demonstraram a presenga de antigeno 
de filaria nas amostras de soro de 56 de 57 pacientes com microfilaremia bancroftiana residindo em uma area 
endemica no sul da India. A eliminagao do antigeno pode ser irregular, particularmente durante os periodos em que 
as microfilarias circulantes podem nao ser detectadas; por conseguinte, ate mesmo essas abordagens carecem de 
sensibilidade. Simonson e Dunyo : " tambem constataram que tres abordagens recentemente introduzidas para a 
detecgao de antigenos sao muito promissoras - o teste com cartao ICT e o TropBio® ELISA para amostras de soro e 
o TropBio® ELISA para amostras em papel de filtro. 

O advento de ensaios de PCR esta demonstrando ser util nao apenas para estabelecer o diagnostico nos casos de 
infecgoes leves ou sem microfilaremia, mas tambem para o monitoramento da terapia e a discriminagao entre 
infecgao pregressa e atual. 72 A aplicagao da tecnologia da PCR e de grande interesse atual no diagnostico da 
filariase bancroftiana pelo exame de amostras de escarro obtidas durante o dia. 1 Os dados preliminares desse estudo 
inicial sao muito alentadores e representam um grande potencial no futuro. 

Oncocerciase e Onchocerca volvulus. A oncocerciase e uma doenga causada por filarias, que acomete 
principalmente a parte subcutanea da pele, no interior da qual se formam nodulos densos e fibrosos, cujo diametro 
varia de 5 a 25 mm. 1X9 Esses nodulos ocorrem nos locais de picada do vetor, Simulium negro ou borrachudo. Os 
nodulos tem mais tendencia a se distribuir no tronco, nas coxas e nos bragos em individuos afficanos, porem tern 
mais tendencia a se localizar no pescogo e nos ombros em habitantes da America Central. As lesoes da pele e dos 
olhos ocorrem em consequencia das microfilarias mortas ou que estao morrendo, produzidas pela femea no nodulo 
subcutaneo. |s Estima-se que 25 milhoes de individuos no mundo inteiro estejam infectados por Onchocerca 
volvulus, dos quais 300.000 desenvolveram cegueira e outros 800.000 apresentam comprometimento visual. A 
oncocerciase constitui a principal causa de cegueira no mundo. 11- ' Embora esses numeros sejam impressionantes, 
houve um progresso substancial. Dois paises anteriormente endemicos declararam que estavam livres da 


oncocerdase - a Colombia, em 2013, e o Equador, em 2014. Esses sucessos representam o resultado de um 
tratamento em larga escala com base comunitaria das populagoes de risco com ivermectina (www.who.int). 

O Simulium tern o seu principal habitat nas vegetagoes rasteiras que se estendem pelas ribanceiras de cursos 
rapidos de agua. A oncocerciase africana ocorre principalmente na bacia do Congo, no Zaire, em Angola e no 
Sudao; nas Americas, e encontrada nas regioes montanhosas da Guatemala, nos estados de Oaxaca e Chiapas no 
Mexico, na Colombia e no nordeste da Venezuela. O ciclo biologico de Onchocerca volvulus esta ilustrado na 
Figura 22.27. 

Suspeita-se clinicamente do diagnostico quando um paciente de uma area endemica apresenta nodulos 
subcutaneos pruriginosos, com dermatite associada, perda da elasticidade e hiperpigmentagao. O prurido constitui 
um importante sintoma em alguns pacientes, resultando em fadiga, fraqueza e incapacidade de dormir, a ponto de 
desenvolver debilidade fisica e social. As areas acometidas da pele podem tomar-se quentes e edematosas, 
pigmentadas e prematuramente enrugadas, uma afecgao conhecida como malmorado na America Central (ou ainda 
como sowda). Na Africa, o comprometimento da regiao do quadril, particularmente ao redor dos linfonodos 
inguinais, resulta em uma afecgao conhecida como “virilha pendente”, levando frequentemente a hernias femorais e 
inguinais. Garcia 8 publicou varias fotografias excelentes, ilustrando essas manifestagoes clinicas. 
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■ FIGURA 22.27 Ciclo biologico de Onchocerca volvulus. No ciclo biologico desse parasita, os seres humanos tornam-se 
infectados pela picada de uma mosca Simulium, cujas pegas bucais contem as formas larvarias de terceiro estagio 
infectantes. Os vermes adultos desenvolvem-se em massas emaranhadas no interior de nodulos abaixo da pele, e as femeas 
produzem microfilarias (Prancha 22.9 D). As microfilarias permanecem nos locais de infecgao e nao circulam no sangue 
periferico, exceto em raros casos. O ciclo biologico e completado quando um borrachudo novamente pica um ser humano 
infectado em um dos locais de infecgao, capturando as microfilarias nas pegas bucais. Em seguida, as microfilarias 
desenvolvem-se na mosca, penetrando na parede do estomago, alcangando os musculos toracicos e transformando-se em 








larvas de primeiro e de segundo estagio. Amadurecem nas formas larvarias do terceiro estagio infectantes, completando o 
ciclo biologico. 

A Prancha 22.10 D mostra um corte de um nodulo corado pela H&E, incluindo o corte transversal de uma femea 
gravida, que contem numerosas microfilarias. Embora as microfilarias possam permanecer no local de infecgao, elas 
tambem podem migrar atraves da pele adjacente e alcangar outros tecidos, incluindo os olhos. O comprometimento 
ocular constitui a complicagao mais grave, levando, com frequencia, a graus variaveis de perda da visao, uma 
condigao conhecida como “cegueira do rio”. O olbo serve como uma barreira para as microfilarias migratorias, as 
quais podem ser encontradas vivas ou mortas na camara anterior, na cornea, na coroide e no humor vitreo. Acredita- 
se que a agao mecanica e/ou os efeitos das toxinas secretoras liberadas pelo verme adulto em um paciente 
hipersensivel e/ou a resposta inflamatoria as microfilarias sejam responsaveis pelo desenvolvimento da cegueira 
bilateral. A gravidade da cegueira em varias regioes endemicas depende da cepa de O. volvulus envolvida, conforme 
determinado por analise de sequencia do DNA. 1 ' 

Zimmerman et al. 2il utilizaram com sucesso a PCR para a detecgao de microfilarias em fragmentos de pele, 
proporcionando um aumento significativo da sensibilidade na detecgao de infecgao ativa, em comparagao com o 
exame microscopico de rotina ou os ensaios sorologicos. Os imunoensaios enzimaticos tambem tern sido utilizados 
para ajudar a estabelecer o diagnostico em pacientes que apresentam principalmente cegueira do rio. Ogunrinade et 
al. m avaliaram um imunoensaio enzimatico, utilizando os antigenos recombinantes de Onchocerca volvulus OC 3,6 
e OC 9,3 como auxilio para o diagnostico de pacientes com suspeita de oncocerciase. Das 42 amostras de soro de 
pacientes com oncocerciase diagnosticada examinadas, 40 (95%) foram reativas com o antigeno OC 3,6, enquanto 
81% foram positivos para o antigeno OC 9,3. Outros estudos revelaram que o antigeno OC 3,6 e mais util para a 
detecgao de infecgoes inaparentes em seres humanos, enquanto o antigeno OC 9,3 foi mais sensivel em pacientes 
com infecgoes evidentes e de estagio maduro. 

O tratamento consiste na retirada cirurgica dos nodulos detectaveis, quando possivel. Atualmente, a ivermectina 
e considerada o farmaco de escolha para o tratamento da oncocerciase, quando a retirada cirurgica das lesoes nao e 
possivel. Esse farmaco diminui o numero de microfilarias ao bloquear a sua liberagao das femeas. O farmaco e bem 
tolerado, e os efeitos colaterais, como prurido, artralgia e edema cutaneo, sao habitualmente minimos. A 
dietilcarbamazina, inicialmente em doses baixas, mais a suramina constituem farmacos alternatives que tern sido 
usados com sucesso, embora os efeitos colaterais decorrentes da morte das microfilarias possam exigir a adigao de 
anti-inflamatorios. A administragao de mebendazol ou flubendazol (derivados do benzimidazol) tambem foi bem- 
sucedida, com poucos efeitos colaterais. 

Dracunculiase e Dracunculus medinensis. Dracunculus medinensis e um nematoide tecidual, que difere 
taxonomicamente dos outros nematoides. Foi sugerido que D. medinensis, tambem conhecido como verme-da- 
guine, possivelmente represente a “serpente de fogo” da tradigao biblica. 124 Houve uma campanha intemacional 
para a erradicagao de D. medinensis, com sucesso substancial. Foi constatada uma redugao uniforme da 
dracunculiase em decorrencia de esforgos sistematicos de intervengao e erradicagao. Atualmente, a dracunculiase 
tern a sua distribuigao restrita a apenas quatro paises na Africa, Chade, Etiopia, Mali e Sudao do Sul. Houve uma 
redugao na incidencia das infecgoes de um numero impressionante de 3,2 milhoes em 1986 para 78.557 casos em 
1998 (uma redugao de 97%), 148 casos em 2013 e 126 casos em 2014. 128 Um importante contratempo nos esforgos 
de erradicagao foi a descoberta de que esse parasita, que se acreditava infectasse apenas seres humanos, tambem 
infecta caes, os quais podem servir de reservatorio. 

Os seres humanos adquirem a infecgao por meio da ingestao de copepodes infectados presentes na agua potavel. 
As larvas evoluem para vermes adultos nas cavidades serosas, e, em seguida, as femeas gravidas migram para o 
tecido subcutaneo. Essas femeas podem medir ate 100 cm de comprimento e provocam uma sensagao de queimagao 
e ulceragao da pele. O ciclo biologico do parasita se completa quando as larvas produzidas pelas femeas escapam da 
vesicula cutanea e sao liberadas na agua, onde vivem os copepodes. 

A interrupgao desse ciclo biologico em areas endemicas, por meio do tratamento dos individuos infectados e do 
fomecimento de uma agua potavel limpa, promete erradicar fmalmente a dracunculiase. 

Tradicionalmente, esses parasitas tem sido extraidos do tecido subcutaneo ao enrolar lentamente o verme sobre 
um bastao. Modificagoes dessa tecnica sao ainda utilizadas, com enfase nas condigoes sanitarias e na prevengao de 
infecgoes secundarias. 


Dirofilariase e especies de Dirofilaria. As especies de Dirofilaria sao parasitas filiformes de animais que 
acidentalmente infectam os seres humanos por meio da picada do mosquito vetor. No hospedeiro definitivo, as 
formas larvarias infectantes, injetadas no tecido subcutaneo a partir da proboscide do mosquito, penetram na 
circulagao e, por fim, alcangam o coragao, onde se desenvolvem em adultos (verme do coragao) (Prancha 22.10 E). 
O mais bem-conhecido desses vermes e D. immitis, o verme do coragao do cao, porem existem outras especies de 
Dirofilaria que infectam outros animais (p.ex., D. tenuis e D. repens). Nos caes infectados, o diagnostico e 
estabelecido pela observagao de microfilarias circulantes no sangue periferico. Entretanto, quando seres humanos 
sao picados por mosquitos infectados, as larvas, por estarem no hospedeiro incorreto, sao incapazes de completar o 
seu ciclo biologico. Assim, alojam-se nas arteriolas pulmonares, onde causam obstrugao e infarto e desenvolvem 
nodulos granulomatosos locais, que, em certas ocasioes, podem alcangar um tamanho suficiente para serem 
diagnosticadas como “lesoes numulares” em radiografias de torax. As microfdarias nunca sao produzidas e nunca 
circulam no sangue humano. O diagnostico e estabelecido por meio de observagao histologica de larvas de fdaria 
imaturas no interior dos nodulos granulomatosos pulmonares. Recentemente, Flieder e Moran' 4 procederam a uma 
revisao de 39 casos de infecgao pulmonar por dirofilarias histologicamente comprovada. Cerca de 50% desse grupo 
eram assintomaticos, e foi detectado apenas um nodulo pulmonar em radiografias obtidas para exame fisico de 
rotina; os outros 50% apresentaram sintomas respiratorios. Apenas 10% tiveram eosinofilia no sangue periferico. 

Nematoides teciduais | Parasitas nao filiformes 

Os seres humanos podem ser hospedeiros acidentais inadvertidos de varios nematoides e cestoides que apresentam 
ciclos biologicos em outros animais. Os adultos dessas especies normalmente residem no trato intestinal ou em 
determinados tecidos dos hospedeiros defmitivos. Os seres humanos tomam-se infectados pela ingestao de larvas 
presentes em came inadequadamente cozida ou por meio da penetragao cutanea ou ingestao de ovos ferteis. Nos 
EUA, existe uma preocupagao particular quanto a exposigao potencial aumentada a uma variedade de helmintos 
parasitas por meio da ingestao de frutos do mar inadequadamente cozidos, na forma de pratos como sushi, sashimi, 
salmao lomi-lomi e arenque em salmoura, entre outros. Segue-se uma breve discussao de alguns desses tipos de 
doengas parasitarias. 

Triquinose e Trichinella spiralis. A triquinose e uma doenga de camivoros causada predominantemente pela 
infecgao pelo nematoide Trichinella spiralis. Resulta da ingestao de came cma ou inadequadamente cozida. Os 
seres humanos sao hospedeiros acidentais e sao mais comumente infectados pela ingestao de came de porco ou 
derivados de came de porco que contem larvas encistadas." Foram tambem relatadas infecgoes apos o consumo de 
came de urso e de morsa inadequadamente cozida. A defumagao, a saiga ou a came dessecada nao destroem as 
formas larvarias infectantes; entretanto, o congelamento prolongado (20 dias a -15°C) descontamina a carne. A 
doenga possui distribuigao mundial. Em paises ricos em recursos, a prevalencia da doenga diminui com a melhora 
nas praticas de criagao de animais. Por exemplo, nos EUA, foi constatada a presenga de infecgao em 4% dos 
cadaveres humanos em 1968; entretanto, em 1985, menos de 50 novos casos estavam sendo notificados a cada ano 
nos EUA, 38 um tributo ao programa de inspegao de carnes e as leis rigorosas sobre a melhora na criagao dos animais 
(p.ex., contra a alimentagao de suinos com restos cms). As manifestagoes clinicas da triquinose sao apresentadas no 
Quadro de correlagoes clinicas 22.21 e o ciclo biologico esta ilustrado na Figura 22.28. 

IdentificaQao laboratorial. O diagnostico laboratorial de triquinose e mais comumente estabelecido pela 
detecgao das larvas espiraladas no tecido muscular (Prancha 22.11 G e H). O musculo deltoide do brago ou o 
musculo gastrocnemio da panturrilha sao habitualmente selecionados para biopsia. A amostra pode ser examinada 
ao microscopio apos digestao inicial das fibras musculares com tripsina e, em seguida, preparagao de parte do tecido 
digerido em uma lamina de microscopio. Como altemativa, pode-se obter uma preparagao esmagando um pequeno 
fragmento de tecido muscular em uma gota de solugao salina entre duas laminas de vidro, procurando, ao exame 
microscopico, a presenga de formas larvarias espiraladas. Alem disso, podem-se observar formas larvarias lineares 
ou espiraladas em cortes de tecidos corados, embora a sua morfologia frequentemente nao esteja bem-delineada. 

Os testes sorologicos tambem sao uteis para estabelecer o diagnostico. Mahannop el a/., 164 utilizando antigenos 
nao purificados obtidos das larvas de estagio infectante de Trichinella spiralis, em um sistema de ELISA, para a 
detecgao de anticorpos IgG sericos contra T. spiralis, relataram uma sensibilidade de 100% em um grupo de 
pacientes com triquinose confirmada. Esses pesquisadores detectaram reagoes cruzadas em amostras de soro obtidas 


de pacientes com capilariase, gnatostomlase, opistorqulase e estrongiloidlase. Disp5e-se no comercio de testes 
sorologicos para Trichinella em laboratories de referenda. 

Larva migrans visceral e especies de Toxocara. Toxocam canis e T. cati sao nematoides intestinais de caes 
e gatos, respectivamente. Apresentam um ciclo biologico que se assemelba ao do nematoide humano, Ascaris 
lumbricoides. Constituem as causas mais comuns de larva migrans nos seres humanos. 

A larva migrans visceral e uma afecgao em que as larvas de nematoides, parasitas de animais inferiores, 
infectam os seres humanos; como o parasita encontra-se em um hospedeiro inapropriado, ele migra pelos tecidos, 
sem desenvolvimento posterior. 

A infecgao c omega nos seres humanos, um hospedeiro acidental, pela ingestao de ovos embrionados presentes 
no solo. A doenga e mais comum em criangas, devido a ingestao inadvertida de terra e a sua estreita associagao com 
caes. Os ovos embrionados eclodem no intestino do hospedeiro humano, liberando as larvas, que, por sua vez, 
penetram na parede intestinal e entram na circulagao. Todavia, como os seres humanos sao hospedeiros anormais, o 
ciclo pulmonar nao se completa; na verdade, as larvas migram para varios orgaos, principalmente para o figado. 
Pode ocorrer tambem comprometimento dos olhos e do SNC. As larvas migratorias causam reagoes teciduais locais 
ou granulomas. Na maioria dos casos, as larvas acabam morrendo, sem qualquer sequela. Pode-se suspeitar da 
infecgao em uma crianga com hepatomegalia, doenga pulmonar inespeclfica e acentuada eosinofilia no sangue 
periferico, alcangando 50 a 90%. 


Quadro de correlates ch'nicas 


22.21 


Triquinose. 


Na maioria dos pacientes, os sintomas sao leves, visto que o numero de larvas e comumente pequeno. Muitos individuos apresentam sintomas de tipo 
gripal. 0 numero minimo de larvas ingeridas que e necessario para produzir sintomas e de cerca de 100, e a dose fatal e estimada em 300.000. 1 Com 
a ingestao de came contaminada, os sintomas gastrintestinais sao os primeiros a aparecer, induindo nauseas, diarreia e colicas abdominais, 
sugerindo uma intoxicagao alimentar aguda. Esses sintomas podem persistir, com graus variaveis de gravidade, por um perfodo de ate 10 semanas. 
Observa-se o aparecimento de dor, edema e fraqueza dos musculos acometidos durante o estagio de invasao das larvas, acompanhado de febre. 
Durante o estagio de invasao dos musculos, observa-se a ocorrencia de eosinofilia no sangue periferico, com contagens diferenciais que alcan^am ate 
50%. 0 edema periorbital e um sinal diagnostic, devido ao comprometimento frequente dos musculos extra ocu la res. A lesao dos musculos pode 
resultar em irregularidades na mastigaqio, na deglutigao e na respiragao, dependendo dos musculos acometidos e do grau de comprometimento. Em 
cerca de 10 a 20% dos pacientes, podem ocorrer graus variaveis de comprometimento do SNC, com sintomas sugerindo polineurite, miastenia gravis 
ou paresia de grupos musculares localizados. A miocardite aguda constitui a complicagao mais grave, podendo levar a morte em caso de infecgao com 
carga macip de vermes. Watt et at: procederam a uma revisao dos farmacos antiparasitarios efetivos para o tratamento da miosite causada por 
triquinose. 0 mebendazol e o albendazol mostram-se efetivos para destruir os vermes adultos, porem nao matam as larvas encistadas. 




CICLO BIOLOGICO DE Trichinella spiralis 
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■ FIGURA 22.28 Ciclo biologico de Trichinella spiralis. Quando seres humanos ingerem came contaminada com o parasita, 
as larvas encistadas sao liberadas no intestino e penetram nas vilosidades. As larvas amadurecem, acasalam e evoluem para 
as formas adultas macho e femea, medindo 2 a 4 mm de comprimento. O tempo de vida medio dos adultos no intestino 
humano e de cerca de 1 mes. Durante esse periodo, cada femea libera ate 3.000 larvas. Essas larvas penetram no sistema 
linfatico e entram na circulagao e, em seguida, sao depositadas em todos os tecidos do corpo. A maioria dessas larvas e 
destruida; entretanto, muitas alcangam o musculo esqueletico, sofrem encistamento e sobrevivem. O periodo de maior 
invasao muscular ocorre dentro de cerca de 10 dias apos a infecgao. Com 17 a 20 dias, essas formas larvarias diferenciam- 
se e tornam-se encapsuladas, enrolando-se duas vezes e meia sobre si mesmas, circundadas, inicialmente, por uma reagao 
inflamatoria granulomatosa aguda e, posteriormente, cronica (Prancha 22.11 G e H). As fibras musculares adjacentes sofrem 
degeneragao, deixando um cisto que mede cerca de 0,25 a 0,50 mm. Em aproximadamente 3 meses, os vermes morrem, e 
as lesoes cisticas sofrem um processo de calcificagao, que e completado em 6 a 12 meses. 

Embora o diagnostico definitive seja apenas confirmado pela identificagao das larvas em amostras de necropsia 
ou biopsia, recomenda-se a realizagao de um teste sorologico para orientar o manejo e o tratamento do paciente. A 
deteegao de titulos elevados em amostras de liquido ocular confirma o comprometimento ocular (i.e., larva migrans 
ocular). 

Buijs et alP relataram que a soroprevalencia de Toxocara entre criangas pequenas de idade escolar na Holanda, 
em 1994, foi de 11% em Haia e de 6% em Rotterdam. Encontraram uma correlagao significativa de asma e 
bronquite recorrentes em criangas soropositivas para Toxocara. Esses pesquisadores especularam que os niveis 
elevados de IgE alergenio-especifica nesses pacientes podem ser responsaveis pela asma. Jacquier et al . 134 avaliaram 
um kit comercial de ELISA comercializado por Biokema-Affinity Products (Crissier-Lausanne, Suiga), que se 
baseia na deteegao de antigenos excretores/secretores derivados de larvas de T. canis de segundo estagio. Em um 
estudo de 1.000 amostras de soro coletadas de modo aleatorio de doadores de sangue e criangas sadias na Suiga, a 
soroprevalencia da toxocariase foi de 2,7%. Entre as amostras positivas, o kit Biokema teve uma sensibilidade 








diagnostica global de 91% e uma especificidade de 86%. A especificidade mais baixa foi devida a uma reatividade 
cruzada do soro de pacientes com filariase, estrongiloidlase e triquinose. Na interpretagao dos resultados 
sorologicos, e preciso lembrar que uma pequena porcentagem da populagao norte-americana, estimada em 2%, pode 
apresentar tltulos baixos residuals em consequencia de infecgao anterior. Atualmente, os CDC oferecem um 
imunoensaio enzimatico para Toxocara cams', as amostras aceitaveis incluem soro e humor vltreo. 

Larva migrans cutanea - infecgoes por ancilostomideos de animais. As larvas filariformes de 
ancilostomldeos de caes e gatos, comumente das especies Ancylostoma braziliense e A. caninum, sao capazes de 
penetrar na pele exposta de seres humanos, produzindo uma afecgao papular pruriginosa, conhecida como “erupgao 
serpiginosa”. As larvas penetram profiindamente no tecido subcutaneo e produzem trajetos lineares que se estendem 
por varios millmetros a cada dia. As principals manifestagoes cllnicas localizadas as infecgoes cutaneas, que 
persistem por longos perlodos de tempo, consistem em impetigo, reagoes alergicas vesiculares e prurido intenso. 34 
Pode ocorrer migragao tecidual profunda (larva migrans visceral), embora isso seja menos comum do que com as 
especies de Toxocara, conforme descrito anteriormente. O diagnostico e estabelecido com base em uma historia de 
exposigao e presenga de trajetos lineares subcutaneos. Tremblay et al. 247 descreveram um surto de larva migrans 
cutanea em um grupo de 140 veranistas em Barbados. Os fatores de risco consistiram em idade mais jovem, uso 
infrequente de calgados protetores e andar descalgo na praia. 

As biopsias de suspeitas frequentemente sao de pouca ajuda no estabelecimento do diagnostico, revelando 
apenas a presenga de necrose e infiltrado celular eosinofilico. Yamasaki et al. 212 desenvolveram um antlgeno 
recombinante de Toxocara canis, que demonstrou ser altamente especlfico para a toxocarlase, proporcionando uma 
abordagem diagnostica conflavel em situagao pratica em que esse teste esta disponfvel. Camous 25 relatou resultados 
bem-sucedidos no tratamento dessa afecgao com uma dose oral unica de 400 mg de albendazol (taxa de cura de 46 a 
100%) ou com uma dose unica de 12 mg de ivermectina (taxa de cura de 81 a 100%). O mebendazol e o albendazol 
constituem os tratamentos atualmente recomendados. 

Anisaquiase e Anisakis e especies relacionadas. A anisaqulase e uma doenga zoonotica em que os seres 
humanos, por meio da ingestao de frutos do mar crus, em conserva, defumados ou inadequadamente cozidos, como 
sushi, sashimi e peixe defiimado ou em conserva, tomam-se um hospedeiro acidental das larvas de nematoides. As 
causas predominantes consistem em Anisakis simplex e Pseudoterranova decipiens. Nos EUA, o numero de 
infecgoes aumentou com a popularidade do consumo de peixe cru, como salmao lomi-lomi, sushi e sashimi. 
Deardorff e Kent 61 relataram que apenas os salmoes pescados em seu habitat estavam infectados; aqueles criados em 
viveiros estavam livres de infecgao. Por conseguinte, conhecer a origem do pescado pode ajudar a evitar infecgoes. 

Apos entrar no estomago, as larvas penetram na parede intestinal, formando pequenos tuneis e escavagoes entre 
uma densa reagao inflamatoria granulomatosa. Em alguns casos, podem-se identificar ulceras da mucosa. Dentro de 
24 horas apos o consumo de peixe contaminado, podem ocorrer nauseas e vomitos. As manifestagoes posteriores 
consistem em dor aguda e periodica na parte superior do abdome e diarreia, que algumas vezes Simula gastrite, 
ulcera duodenal ou em certas ocasioes, apendicite aguda. Dascher et al. " relataram a ocorrencia de manifestagoes 
alergicas de hipersensibilidade em uma serie de 40 pacientes com anisaquiase. Os sintomas iniciais comuns 
consistiram em urticaria, angioedema, eritema, broncospasmo e graus variaveis de anafilaxia. Lopex-Serrano et 
a/. 166 comunicaram 22 casos adicionais de pacientes com anisaquiase gastroalergica. Em tres desses pacientes, 
foram detectados dois ou mais vermes por gastroscopia. Moneo et al." 4 demonstraram que essas reagoes alergicas 
ocorrem em resposta a um potente alergenio (Ani SI) produzido na glandula excretora do verme adulto de Anisakis 
simplex. Como esses sintomas sao frequentemente tardios, o diagnostico de anisaquiase pode ser diflcil; todavia, 
precisa ser considerado, particularmente se houver uma historia clinica de ingestao de peixe cru ou 
inadequadamente cozido. Em certas ocasioes, as larvas de Anisakis migram alem do estomago, produzindo 
infecgoes metastaticas no omento, no figado, no pancreas e nos pulmoes. 21 Ikeda et a/. 131 relataram o tratamento 
bem-sucedido de nove pacientes com anisaquiase gastrica por meio da retirada das formas larvarias atraves de um 
endoscopio, proporcionando alivio imediato da dor abdominal aguda. O tratamento recomendado consiste na 
retirada cirurgica do granuloma com o parasita e/ou administragao de albendazol. 

Yaquihashi et al. 22 " relataram o estabelecimento bem-sucedido do diagnostico de anisaquiase com um 
microensaio imunoabsorvente ligado a enzima, utilizando um anticorpo monoclonal dirigido contra uma larva 
especifica de A. simplex. Entretanto, essa abordagem limita-se a alguns laboratories de pesquisa ou de referenda, 
visto que ainda nao se dispoe de reagentes comerciais. 


Gnatostorrriase e Gnathostoma spinigerum. Gnathostoma spinigerum e um nematoide que normalmente 
infecta o trato intestinal de caes e gatos; entretanto, os seres humanos podem tomar-se hospedeiros acidentais pela 
ingestao de frutos de mar inadequadamente cozidos ou em conserva, contendo formas larvarias imaturas. A doenga 
e endemica em caes e gatos na Asia. Apos a ingestao de came de peixe contaminada por um cao ou por um gato, as 
larvas liberadas desenvolvem-se na parede do estomago ou do intestino, produzindo formas adultas que ficam 
retidas dentro de nodulos inflamatorios granulomatosos. Todavia, nos seres humanos, as larvas nao amadurecem; na 
verdade, penetram na parede gastrica e migram atraves dos tecidos. Pode-se observar a formagao de tuneis cutaneos 
ou subcutaneos profiindos, que simulam a larva migrans cutanea, ou pode ocorrer edema doloroso, nao depressivel e 
duro. Hira et al . 122 descreveram o caso de um residente em tailandes no Kuwait, que contraiu gnatostomiase e 
apresentou dor aguda na fossa iliaca direita. Foi removida massa no ileo terminal e no ceco, revelando um verme 
macho imaturo de G. spinigerum. Grobusch et a /. 103 descreveram a remogao desse parasita de um granuloma 
cutaneo no brago de uma mulher de Bangladesh vivendo na Alemanha. Nessa paciente, foi tambem observada a 
ocorrencia de eosinofilia pronunciada e niveis elevados de IgE. O diagnostico foi estabelecido pela demonstragao de 
anticorpos sericos especificos contra Gnathostoma, utilizando um imunoensaio enzimatico. 

Parastrongili'ase (angiostrongih'ase) e especies de Parastrongylus. A parastrongiliase humana, 
anteriormente e ainda designada com frequencia como angiostrongiliase, e causada pelas larvas de nematoides, 
cujos adultos vivem em ratos, que servem de hospedeiros definitivos. Nos seres humanos, a doenga manifesta-se em 
duas formas clinicas, dependendo da especie: P. cantonensis, que e endemico na Tailandia, no Taiti e em Taiwan, 
entre outros locais do Sul do Pacifico, provoca uma sindrome de meningite, pleocitose eosinofilica no LCR e 
eosinofilia no sangue periferico (conhecida como meningite eosinofilica). P. costaricensis, o nematoide parasita dos 
pulmoes de rato, que e endemico principalmente na Costa Rica, com infecgoes tambem relatadas no Mexico e nas 
Americas Central e do Sul, provoca doenga abdominal, acometendo principalmente a parte distal do intestino 
delgado e o colon ascendente, os locais de penetragao das larvas em desenvolvimento. 

A femea adulta produz ovos no local de infecgao nos pulmoes do rato, que sao entao deglutidos e eliminados nas 
fezes. As lesmas, os caramujos terrestres e outros moluscos (menos comumente tambem camaroes de agua doce, 
caranguejos terrestres e ras) ingerem esses ovos e servem de hospedeiros intermediarios, no interior dos quais se 
desenvolvem as larvas de terceiro estagio infectantes. Os seres humanos adquirem a infecgao ao consumir 
alimentos, habitualmente verduras, contaminados com lesmas e caramujos infectados ou com a camada de muco 
que eles produzem. Apos ingestao pelo ser humano, as larvas de P. cantonensis migram para o cerebro, causando 
meningite eosinofilica. Os sintomas variam desde cefaleia leve, rigidez de nuca e fraqueza ate sintomas mais graves, 
incluindo nauseas, vomitos, exantema cutaneo pruriginoso e uma variedade de sintomas neurologicos, como 
parestesias, paralisia dos quarto e sexto nervos cranianos e, nas infecgoes macigas, coma e morte. 

Witoonpanich et al , 271 relataram dois casos de infecgao fatal, que ocorreram entre tres membros infectados de 
uma familia. Dois dias apos a ingestao de moluscos Pila, houve desenvolvimento de exantema maculopapular 
pruriginoso e generalizado em todos os tres pacientes, seguido de mialgia, parestesia acentuada, febre e cefaleia. 
Dois pacientes que tiveram evolugao fatal apresentaram fraqueza dos membros, retengao urinaria e obnubilagao da 
consciencia, progredindo para o coma. A necropsia revelou multiplos trajetos e cavidades com a presenga de P 
cantonensis no cerebro e em varios niveis da medula espinal. 

Nos hospedeiro normal, o rato, as formas adultas de P costaricensis ocupam as arterias e arteriolas na parte 
ileocecal do intestino. Os ovos depositados no tecido do rato eclodem e sao eliminados nas fezes. As lesmas 
tambem servem de hospedeiros intermediarios, e os seres humanos adquirem a infecgao ao consumir alimentos 
contaminados com essas lesmas. As larvas penetram nos tecidos da porgao ileocecal do intestino humano, incluindo 
o apendice, onde uma associagao dos vermes adultos e dos ovos depositados provoca uma grave reagao inflamatoria 
granulomatosa, resultando na formagao de massa semelhante a um tumor. Hulbert et al . 1 ' 0 relataram o caso de duas 
criangas que adquiriram infecgao por P. costaricensis nos EUA. Um dos pacientes apresentou sintomas sugestivos 
de apendicite aguda, ao passo que, no outro, foi considerada a possibilidade de diverticulo de Meckel. 

O diagnostico e habitualmente estabelecido em pacientes em areas endemicas, com base nos sintomas descritos, 
juntamente com a presenga de contagens elevadas de eosinofilos no liquido cefalorraquidiano (LCR) e no sangue 
periferico. As larvas ou os vermes adultos jovens podem ser isolados do LCR. Um titulo sorologico positivo de 
ELISA, particularmente quando obtido em amostras de soro e do LCR, tambem pode ajudar no estabelecimento do 
diagnostico. 2 '' 3 ' 2 ' 1 " 


Equinococose (doenga hidatica) e especies de Echinococcus. A equinococose ou doenga hidatica 
constitui, possivelmente, uma das doengas parasitarias de compreensao mais dificil, em virtude das lesoes cisticas 
peculiares que se formam quando os estagios larvarios do parasita invadem as visceras. 246 Existem duas especies 
principais que podem infectar os seres humanos, as quais exibem morfologia e padroes de comportamento 
ligeiramente diferentes. Essas especies sao Echinococcus granulosus e Echinococcus multilocularis. Os seres 
humanos sao hospedeiros acidentais de ambas as especies. O ciclo biologico normal de E. granulosus envolve caes 
ou raposas como hospedeiros definitivos, no interior dos quais os vermes adultos residem no intestino. Esses 
cestoides sao muito pequenos e medem apenas cerca de 3 a 6 mm de comprimento; possuem tres proglotes e um 
escolex armado com uma dupla fileira de ganchos (Prancha 22.11 F). Os ovinos, os bovinos ou os suinos servem 
como hospedeiros intermediaries, nos quais ocorre doenga larvaria cistica, descrita adiante. Echinococcus 
multilocularis difere ligeiramente nesse aspecto, visto que os hospedeiros definitivos incluem caes, raposas, lobos e 
gatos, enquanto os hospedeiros intermediaries sao pequenos roedores, incluindo esquilos, camundongos de campo e 
ratos-calungas. Quando o ser humano e infectado, ele tambem serve de hospedeiro intermediario, no qual se aloja a 
forma larvaria do parasita. O ciclo biologico de Echinococcus esta ilustrado na Figura 22.29. 

Os cistos de E. granulosus crescem lentamente e, em geral, permanecem quiescentes durante muitos anos. 
Apenas raramente os cistos sofrem ruptura, algumas vezes no trato biliar e, outras vezes, atraves da capsula hepatica 
para dentro da cavidade peritoneal. Quando o cisto sofre ruptura, seja espontaneamente no corpo ou durante uma 
cirurgia, o risco de morte por choque anafilatico e elevado. Alem disso, pode haver desenvolvimento de lesoes 
cisticas metastaticas em praticamente qualquer um dos orgaos viscerais apos a ruptura do cisto primario na cavidade 
peritoneal. Se o material do cisto se disseminar pelo revestimento peritoneal, pode ocorrer proliferagao maciga, com 
invasao vascular e disseminagao para outros orgaos. Em certas ocasioes, pode-se observar tambem a presenga de 
cistos cerebrais. Os cistos de E. multilocularis crescem mais rapidamente, e a invasao do parenquima hepatico 
Simula um carcinoma. A Prancha 22.11 B e C ilustra exemplos de cistos hidaticos. 
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■ FIGURA 22.29 Ciclo biologico de Echinococcus granulosus. Os ovos hexacantos, isoladamente ou no interior de 
proglotes, que se assemelham estreitamente aos das especies de Taenia, sao eliminados nas fezes do cao e tornam- 
se embrionados no solo. Em circunstancias normais, esses ovos sao ingeridos pelos hospedeiros intermediaries 
naturais - ovinos, bovinos ou suinos - ou pelos pequenos roedores anteriormente mencionados no caso de E. 
multilocularis. As larvas sao liberadas dos ovos no intestino do hospedeiro intermediary e, por meio de seus ganchos, 
penetram na parede intestinal e entram na circulagao. 

Os embrioes circulantes sao filtrados nos capilares de varios orgaos, habitualmente no figado por ser o primeiro 
orgao a drenar o sangue mesenterico. Echinococcus granulosus produz um unico cisto de multiplas camadas, a partir 
do qual podem se formar pequenos cistos, denominados vermes vesiculares (Prancha 22.11 B). Os cistos de E. 
multilocularis, como indica o proprio nome da especie, possuem multiples loculos. Em alguns casos, podem-se 
observar multiplos cistos de ate 5 cm de diametro, que se assemelham as estruturas que Aristoteles denominou 
granizo (Prancha 22.11 C). O ciclo biologico se completa quando as visceras infectadas do hospedeiro definitivo sao 
ingeridas por um cao, uma raposa ou outro carnivora relacionado. Os seres humanos tambem podem tornar-se 
hospedeiros intermediaries quando ingerem ovos de Echinococcus, cujas larvas tambem podem migrar para varios 
orgaos, particularmente o figado e os pulmoes. 

Identificagao laboratorial. O diagnostico laboratorial pode ser estabelecido pela demonstragao de cistos filhos 
ou de capsulas prollgeras com protoescolex no tecido cirurgicamente removido. O revestimento intemo do cisto 
consiste em uma membrana germinativa, a partir da qual se desenvolvem numerosos embrioes filhos. Esses 
embrioes forma diminutas estruturas polipoides (capsulas prollgeras), que revestem a membrana reprodutora 
interna, a partir da qual sao produzidos grandes numeros de cistos filhos (Prancha 22.11 D). Quando as formas 
imaturas (protoescolex) sao liberadas da membrana e flutuam no llquido dentro do cisto, sao conhecidas como areia 
hidatica (Prancha 22.11 E). Quando examinado ao microscopio, cada “grao de areia” e, na realidade, uma minuscula 






formagao embrionaria de um novo cestoide complete, com escolex invertido e rostelo armado com ganchos 
(Prancha 22.11 E). 

Varias tecnicas de imunodiagnostico pelas quais e posslvel confirmar o diagnostico clfnico estao disponlveis. 
Gottstein 98 fomeceu uma revisao abrangente das abordagens moleculares e imunologicas para o diagnostico da 
doenga hidatica. As tecnicas de imunodiagnostico envolvem, em sua maioria, a deteegao de anticorpos especificos 
contra Echinococcus no soro de pacientes com suspeita de infeegao, utilizando uma variedade de antigenos nao 
purificados. O problema com os metodos que utilizam antigenos nao purificados consiste na reatividade cruzada 
sorologica dos testes de anticorpos contra equinococos com outras doengas parasitarias, cirrose hepatica e doengas 
do colageno. Os problemas com a reatividade cruzada melhoraram substancialmente com o desenvolvimento de um 
antigeno selecionado, denominado arc-5. Em um estudo conduzido por Schantz e McAuley, 223 uma alta 
porcentagem dos individuos arc-5-positivos subsequentemente demonstrou abrigar cistos hidaticos. Foi 
demonstrada uma reatividade cruzada do antigeno arc-5 nas amostras de soro de pacientes com cisticercose; 
entretanto, o diagnostico diferencial deve ser clinicamente possivel nesses casos. 

Verastegui et air 1 desenvolveram um ensaio de immunoblot eletrotransferencia ligado a enzima para o 
diagnostico da doenga hidatica, que evita o problema da reatividade cruzada em pacientes com cisticercose. Foi 
constatado que o antigeno, preparado a partir de liquido hidatico bovino liofdizado, contem tres bandas de 8, 16 e 
21 kDa, que apresentaram reagao cruzada em apenas 12%, 4% e 4%, respectivamente, das amostras de soro de 
pacientes com cisticercose, o que representa uma redugao significativa em comparagao com a maioria dos ensaios 
ELISA. Os novos IEE apresentam sensibilidade e especificidade de mais de 90% na deteegao de anticorpos 
especificos contra Echinococcus. Utilizando um procedimento de ELISA, Poretti et a/. 206 demonstraram 
sensibilidade de 91% e especificidade de 82% para a deteegao de antigeno especifico de E. granulosus em ensaios 
diretos do liquido cistico, proporcionando uma discriminagao de 99% entre os casos soropositivos de cisto hidatico 
e infeegoes parasitarias nao causadas por cestoides ou neoplasias malignas. Helbid etal. m conseguiram diferenciar 
a doenga cistica da doenga alveolar com um ensaio utilizando antigenos larvarios recombinantes, e os resultados 
obtidos provaram ser mais especificos do que os exames radiologicos. Atualmente, os CDC oferecem ensaios IEE e 
immunoblot para amostras de soro, auxiliando no diagnostico de equinococose. 

Apesar do desenvolvimento de testes de amplificagao de acido nucleico para a deteegao de Echinococcus, eles 
nao chegaram a ser usados na pratica. E interessante ressaltar que, quando o cisto e aspirado ou excisado, o 
diagnostico e, em geral, morfologicamente evidente, e, se o cisto estiver intacto, os testes sorologicos sao 
superiores. 98 

Cenurose e Taenia multiceps e T. serialis. A cenurose e outra doenga humana relacionada com tenias de caes e 
raposas, Taenia multiceps e T. serialis. Os hospedeiros intermediaries normais consistem em coelhos, ovinos, 
bovinos, equinos e outros animais herbivoros. Os seres humanos tomam-se infectados quando ingerem agua ou 
alimentos contaminados com fezes de cao contendo os ovos dessas especies de Taenia. Nos seres humanos, a 
doenga compromete principalmente o SNC, onde as larvas metacestodeas (i.e., cenuro) migratorias formam cistos 
de tipo cisticerco. Esses cistos diferem dos cistos dos equinococos por apresentarem multiplos protoescoleces, 
porem sem ganchos. Nao se observa nenhuma capsula proligera, nem cistos filhos. Com frequencia, os sintomas sao 
aqueles produzidos por uma lesao expansiva e consistem em cefaleia, vomitos e sintomas neurologicos localizados, 
como hemiplegia, paraplegia, afasia e convulsoes. A aracnoidite basal, que leva a sindrome da fossa posterior e 
hidrocefalia interna, tambem constitui um sinal de apresentagao. Em geral, o diagnostico e estabelecido apos 
retirada cirurgica do cisto e reconhecimento histologico do cenuro. 

Esparganose e especies de Spirometra e Sparganum. Os caes e os gatos servem como hospedeiros 
defmitivos de varias especies de cestoides difllobotroides, que pertencem ao genero Spirometra. Os ovos de 
Spirometra sao eliminados nas fezes de caes ou gatos, eclodem na agua doce e sao ingeridos por minusculos 
crustaceos Cyclops, no interior dos quais se desenvolvem em larvas procercoides. Por sua vez, essas larvas 
transformam-se em larvas plerocercoides, individualmente conhecidas como espargano, na came de um segundo 
hospedeiro intermediario (peixe, serpentes, ras), que se alimenta de Cyclops. Os seres humanos tomam-se 
infectados pela ingestao de Cyclops infectado, consumindo a carne crua infectada do segundo hospedeiro 
intermediario, ou pela pratica, em certas culturas, de aplicar carne crua de um hospedeiro intermediario a pele, aos 
olhos ou a vagina como cataplasma. Apos a sua ingestao, as larvas de espargano penetram na parede intestinal e 
alcangam a circulagao ou penetram atraves das mucosas. 


Nos seres humanos, as lesoes sao, em sua maioria, subcutaneas, onde se desenvolvem nodulos edematosos, 
vermelhos e dolorosos, de crescimento lento. O diagnostico defmitivo so e estabelecido apos a retirada cirurgica de 
um espargano e a identificagao do delicado verme branco e delgado, que mede 60 a 80 x 1 a 2 mm de largura. 
Foram observados esparganos aberrantes na parte externa do olho, onde foi relatada a ocorrencia de tumefagao 
edematosa da palpebra, simulando o sinal de Romana da doenga de Chagas, nos vasos linfaticos, produzindo edema 
semelhante a elefantfase, e no cerebro, na forma de abscessos cerebrals. 

Diagnostico sorologico e molecular das infecgoes parasitarias 

A abordagem sorologica para a avaliagao das doengas parasitarias e mais aplicavel quando ha necessidade de 
tecnicas invasivas, alem do exame de rotina de amostras de sangue, fezes ou outros llquidos corporals para 
estabelecer o diagnostico. Por exemplo, as formas parasitarias infectantes na toxoplasmose, na amebiase 
extraintestinal, na triquinose e na cisticercose com frequencia se alojam profundamente nos tecidos e nos orgaos, 
havendo necessidade de biopsias com agulha profunda ou cirurgica aberta para a confirmagao do diagnostico. 
Nesses casos, o diagnostico sorologico pode ser possivel se forem considerados varios problemas potenciais, 
conforme delineado por Garcia: 87 

• Certos parasitas que passam por varias fases de desenvolvimento podem nao proporcionar estimulos antigenicos 
constantes ou continuos o suficiente para induzir a formagao de anticorpos 

• Em individuos especificos, as respostas dos anticorpos podem estar ausentes, devido a um estimulo antigenico 
limitado, ao imunocomprometimento do individuo, impedindo a produgao de uma resposta humoral, ou devido a 
falta de um antigeno relevante no sistema do teste 

• Os antigenos utilizados nos ensaios consistem em misturas ou extratos heterogeneos pouco defmidos de formas 
parasitarias. Essas preparagoes de antigenos podem exibir reatividade cruzada, que afeta a especificidade, 
tornando a interpretagao dificil 

• Os pacientes que vivem em areas endemicas podem apresentar titulos basais mais elevados de anticorpos do que 
aqueles que residem em areas nao endemicas; por conseguinte, quando possivel, e preciso determinar alteragoes 
dos titulos. Em geral, os testes sorologicos sao mais valiosos para pessoas que viajam para areas endemicas. Nao 
se espera que esses individuos tenham anticorpos preexistentes, de modo que a observagao de uma resposta 
sorologica seria uma forte evidencia de infecgao recentemente adquirida 

• Com frequencia, nao se dispoe no comercio de kits de testes confiaveis para uso diagnostico geral. Mesmo 
quando disponiveis, a incidencia de doenga parasitaria e habitualmente muito baixa na maioria das localidades 
nao endemicas. A baixa prevalencia da doenga tern uma influencia negativa sobre o possivel valor preditivo 
positivo de qualquer teste. 

Varias das aplicagoes da detecgao de anticorpos e antigenos fomecidas na revisao de Garcia estao incluidas em 
segoes curtas na discussao de cada parasita animal neste livro. Decidimos incluir esses comentarios em cada segao, 
em lugar de fomecer aqui uma apresentagao independente. Muitos dos detalhes dos diversos metodos atualmente 
utilizados em laboratories de pesquisa estao alem do proposito deste livro. Em um sentido pratico, a quantidade de 
doengas parasitarias encontradas na maior parte dos ambientes de pratica nos EUA e baixa, de modo que a 
realizagao de testes sorologicos nao e pratica para a maioria dos laboratories de microbiologia diagnostica. Na 
maioria dos casos, as amostras de pacientes com suspeita de determinada doenga parasitaria sao encaminhadas a 
laboratories de referencia locais e regionais, incluindo os varios laboratories de saude publica estaduais. Cada 
laboratorio de referencia dispde de uma combinagao de tecnologias tradicionais e mais modemas, que e exclusiva 
do laboratorio, tornando necessaria uma consulta para esclarecer quais as aplicagoes e os tipos de amostras mais 
apropriados. A Figura 22.30 fomece uma lista de testes sorologicos realizados nos CDC para diversas doengas 
parasitarias, juntamente com os titulos considerados significativos para o diagnostico, de acordo com a publicagao 
original de Walls e Smith. 255 

Nos ultimos 5 anos, os avangos realizados na parasitologia clinica diagnostica envolveram, em sua maior parte, 
a introdugao de novas tecnicas moleculares para a detecgao dos acidos nucleicos de determinados parasitas. Dispde- 
se de dois produtos para diagnostico molecular o comercio, que foram aprovados pela FDA. Ambos assumem uma 
abordagem sindromica para o diagnostico da gastrenterite infecciosa e incluem um painel de patogenos bacterianos, 
virais e parasitas. Cryptosporidium, Entamoeba histolytica e Giardia estao incluidos no Luminex Gastrointestinal 


Panel. O FilmArray inclui Cyclospora cayetanensis, alem dos tres parasitas incluidos no painel Luminex. Existem 
produtos semelhantes em desenvolvimento por outras companhias. A aplicagao das tecnicas moleculares fmalmente 
tomou-se parte da parasitologia diagnostica. Espera-se que esses metodos muito sensiveis venham a possibilitar 
maior detecgao de pacientes com doengas parasitarias. 196,263 
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■ FIGURA 22.30 Ensaios sorologicos disponiveis nos CDC. 

Farmacos comumente utilizados no tratamento das doengas parasitarias 

O tratamento farmacologico das doengas parasitarias e direcionado para interromper a capacidade de invasao dos 
parasitas. As infecgoes que ocorrem principalmente no trato gastrintestinal sao mais bem tratadas com compostos 
que sofrem pouca absorgao, resultando em concentragoes elevadas do farmaco ativo no lumen intestinal. Para o 
tratamento de doengas parasitarias invasivas, particularmente aquelas causadas por formas larvarias, sao necessarios 
agentes que sejam bem-absorvidos e que alcancem niveis elevados no soro e nos tecidos. Em pacientes com 
amebiase intestinal e extraintestinal, pode ser necessaria uma combinagao de um farmaco absorvivel e de um 
farmaco nao absorvivel para o tratamento dos organismos residuais no intestino. Muitos parasitas existem na forma 
cistica, cuja penetragao por muitos dos farmacos pode ser pequena, resultando, posteriormente, em reativagao 
potencial da infecgao. Por exemplo, as formas encistadas e inativas de Toxoplasma gondii sao resistentes a farmacos 
e podem sofrer reativagao quando ocorre perda da imunidade. 

A Tabela 22.1 fomece um resumo do modo de agao e de outras propriedades dos farmacos antiparasitarios 
comumente utilizados. Para uma revisao completa de todos os farmacos atuais, incluindo os farmacos 
recomendados e as doses necessarias para a maioria das doengas parasitarias humanas, o leitor deve consultar 
publicagoes especificas e textos de doengas infecciosas. 87,175 





















Tabela 22.1 Farmacos comumente utilizados no tratamento das infecgoes parasitarias. 
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tratamento das infecgoes por 


benzeno) 

superficie e a mobilizagao das 

filarias. 0 farmaco ebem- 



microfilarias, determinando a 

absorvido, alcanna 



sua sai'da da circula^ao por 

concentrates sericas maximas 



meio de urn efeito 

dentro de 3 h e distribui-se 



neuromuscular especifico. As 

microfilarias sao retidas no 

ffgado e sao sujeitas a 

fagocitose 

amplamente por todo o corpo 

Ivermectina 

Derivado 22,23-di-hidro da 

0 farmaco atua sobre os receptores 

0 farmaco possui amplo espectro de 



Mebendazol 


Melarsoprol 


Metronidazol (Flagyl*) 


avermectina B, uma lactona 
macroci'dica complexa 
produzida por Streptomyces 
avermitilis 


Benzimidazol - benzamina + uma 
estrutura em anel de cinco 
componentes, induindo tres 
moleculas de carbono e duas de 
nitrogenio 


Arsenicais (derivado dimercaprol do 
oxido de melarseno) 


5-nitroimidazol 


de acido g-amibutirico (GABA) 
na musculatura do parasita. Os 
neuronios inibidores que 
causam a liberagao de GABA 
das terminates pre-sinapticas 
sao estimulados, blogueando 
essendalmente a transmissao 
de sinais de interneuronios para 
os neuronios excitatorios. 0 
efeito consiste na perda da 
atividade locomotora do 
parasita, tornando os parasitas 
normalmentemoveis 
altamente suscetiveis a varios 
mecanismos de defesa do 
hospedeiro 

lnibi<;ao seletiva da capta<;ao de 
glicosenosnematoidese 
cestoides, resultandoem 
aumento da utiliza^ao do 
glicogenio do parasita; por 
conseguinte, os parasitas sao 
privados de sua principal fonte 
de energia. Sob a a^ao do 
farmaco, o parasita e 
imobilizado, eo 
desenvolvimento de larvas/7? 
vitro e interrompido 

Os arsenoxidos ligam-se aos 
tripanossomaspormeiode 
ligagao covalente - os grupos 
de enxofre dos arsenoxidos 
exercem efeito letal ao 
bloguear os grupos enzimaticos 
glicoliticos essenciaise 
biologicamente ativos. Os 
arsenicais reagem com grupos 
sulfidrila, com conseguente 
inativa^ao de varias enzimas 
sintetizadas pelo parasita para 
a glicolise 

0 metronidazol e metabolizado a 


atividade contra nematoides, 
porem carece de efeitos sobre 
trematodeos e cestoides. A 
ivermectina tern sido usada 
efetivamente na oncocerciase, 
na larva migrans visceral e 
cutanea, na infecgao por 
Angiostrongylus meningitis, e 
em varias infecgoes 
gastrintestinais por nematoides 


0 mebendazol mostra-se ativo 
contra nematoides e e utilizado 
principalmente no tratamento 
da tricuriase, ascaridfase, 
ancilostomiase e infecgoes por 
Strongyloides. 0 farmaco sofre 
absor^ao minima pelo trato 
gastrintestinal, sendo, 
portanto, mais efetivo no 
tratamento dos helmintos 
intestinais 

Utilizado no tratamento da 
tripanossomiase. 0 farmaco 
penetra nas celulas dos 
parasitas mais rapidamente do 
gue nas celulas humanas e, 
portanto, e mais toxico para o 
parasita. 0 farmaco atravessa a 
barreira hematencefalica e 
penetra no LCR, tornando-o 
altamente efetivo no 
tratamento da infecgao do SNC 


Utilizado no tratamento da 


derivados, induindo radicais 
superoxido, os guais interferem 


amebiase invasiva, bem como 
nas infecgoes causadas por 


Nidosamida 


Praziquantel (pirazinoquinolina) 


Primaquina 


no metabolismo do DNAdos 
parasitas, causando rupturas 
extensas nas fitas do DNA e 
interrompendo a estrutura 
helicoidal. Por conseguinte, 
ocorre comprometimento na 
sfntese de proteinas do parasita 


Derivado pirazinoisoquinolina Ocorre interrupt na fosforilagio 
heteroddico oxidativa das mitocondrias nos 

cestoides. 0 efeito sobre as 
formas adultas maduras e letal, 
provocando paralisia muscular 
completa em determinadas 
especies. 0 farmaco induz o 
desprendimento do escolex, e 
ocorre desintegragio dos 
parasitas antes desua 
eliminagao nas fezes. 


Derivado da 8-aminoquinolina 0 farmaco atua ao aumentar a 

permeabilidade da membrana 
ao calcio, causando contra^oes 
e paralisia da musculatura dos 
parasitas. Os efeitos 
neuromusculares levam a urn 
aumento da motilidadee 
paralisia espastica, induzindo o 
desprendimento e a 
desintegragao dos helmintos no 
intestino 

Tetra-hidropirimidina 0 farmaco e gametocida e 

esporonticida paratodasas 
especies que causam a malaria 
humana. Seu mecanismo de 
agio nao e conhecido, embora 
seja provavel a ocorrencia de 
inibigao da sintese de DNA 


Trichomonas vaginalis e Giardia 
intestinali 

Como apenas 10% do farmaco 
ligam-se as proteinas sericas, o 
metronidazol alcanna 
concentrates elevadas nos 
tecidos, incluindo pulmoes, 
osso, ffgado, cerebro e bile, 
ultrapassando os niveis sericos 
para inibir os organismos contra 
os quais e ativo 

A nidosamida e urn farmaco 
alternativo para o tratamento 
das infecgoes causadas por 
tenias. 0 tratamento para 
Hymenolepis e prolongado por 
5 dias, devido ao 
desenvolvimento das 
oncosferas nas vilosidades do 
jejuno e o aparecimento de 
cisticercoides no lumen 
intestinal dentro de 
aproximadamente4dias 

Utilizado no tratamento da 
esquistossomose, cisticercose, 
infecgoespor cestoides e 
trematodeos hepaticos, 
pulmonareseintestinais. 0 
farmaco alcanna niveis 
terapeuticos excelentes no 
ffgado, na bilee no tecido 
muscular e atravessa a barreira 
hematencefalica para alcangar 
tambem o cerebro e o LCR 

A primaquina nao e urn 
esquizonticida sanguineo 
eficaz, porem mostra-se efetiva 
contra os hipnozoitas 
exoeritrocitarios. Por 
conseguinte, o farmaco e 
efetivo na prevengio das 
recidivas por P. vivax e P. ovale. A 
cura radical da malaria pode ser 


obtida por uma combina^ao de 
terapia com cloroquina e 
primaquina 


Pamoato de pirantel 


Suramina 


Tiabendazol 


Estibogliconato de sodio 


Acido naftilamina sulfonico, urn 
corante polianionico 


Benzimidazol 


Composto contendo antimonio 


0 pirantel (e seus analogos) atua 
como antagonista colinergico, 
causando a despolariza^ao das 
celulas musculares no interior 
do parasita, com consequentes 
contraturas irreversiveis 


0 farmaco inibe a glicerol 3-fosfato 
oxidase e a glicerol 3- 
desidrogenase, impedindo a 
reoxida^ao da nicotinamida 
adenina dinucleotidio e 
reduzindo a sintese de trifosfato 
deadenosina. Essa interrupgao 
no metabolismo e letal para o 
parasita 


0 mecanismo preciso de a^ao do 
tiabendazol nao e conhecido, 
porem acredita-se que o 
farmaco provavelmente inibe a 
fumarato redutase do helminto. 
A inibigao dessa enzima 
interrompe o ciclo do acido 
citrico e, subsequentemente, a 
produ^ao de energia 

Acredita-se que o farmaco atue 
sobre enzimas que contem 
sulfidrila no interior do 
parasita, diminuindo o fluxo de 
glicose no ciclo do acido 
tricarboxilico, resultando em 
acumulodesubprodutos 
glicoliticos que sao toxicos para 
osamastigotasem 
desenvolvimento 


Utilizadoprincipalmenteno 
tratamento das infecgoes por 
ascaris, ancilostomfdeos, 
oxiuros e Trichostrongylus. 0 
farmaco e insoluvel em agua e 
sofre pouca absor^ao pelo trato 
gastrintestinal, resultando em 
pouca toxicidade 

0 farmaco tern ampla distribuigao 
pelo corpo; entretanto, devido a 
intensa liga^ao as proteinas no 
soro, nao atravessa a barreira 
hematencefalica. A suramina e 
utilizada no tratamento do 
estagio inicial da 
tripanossomiase; entretanto, 
como ela nao penetra no SNC, 
nao e efetiva no tratamento da 
doen<;a progressiva do SNC 

0 farmaco e apropriado para o 
tratamento da infecqio 
disseminada por Strongyloides e 
atua sobre qualquer forma 
larvaria causadora de larva 
migrans visceral e cutanea. A 
maior parte do farmaco 
absorvido e metabolizada no 
figado e excretada na forma de 
metabolites naurina 

0 farmaco eutilizado 

principalmente no tratamento 
da leishmaniose. Apos 
administrate intramuscular ou 
intravenosa, obtem-se urn nivel 
serico maximo dentro de 2 h, e 
mais de 90% do farmaco sao 
excretados dentro de 8 h. 
Entretanto, o farmaco acumula- 
se gradualmente nos tecidos, 


explicandoanecessidadede 
ciclos prolongados de terapia 
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Introdugao 

A virologia diagnostica evoluiu rapidamente no decorrer dos ultirnos anos, passando de um servigo que dependia 
predominantemente de culturas celulares para um servigo que utiliza, em sua maior parte, o diagnostico molecular. 
Nesse periodo de transigao, decidimos manter as descrigoes das tecnicas tradicionais, visto que algumas delas ainda 
sao utilizadas em laboratories que nao dispoem de recursos moleculares. Entretanto, a enfase sera nos novos ensaios 
moleculares diagnosticos que transformaram o laboratorio de virologia clinica, fomecendo aos medicos resultados 
rapidos e acurados para a detecgao de patogenos virais em tempo habil. 


Revisao historica 



A primeira etapa de interesse historico abrange os anos durante os quais foi estabelecida a existencia de infecgocs 
causadas por particulas submicroscopicas. Durante muitas decadas, apos a hipotese proposta por Carlos Finlay sobre 
a transmissao da febre amarela pela picada de um mosquito, o unico metodo disponivel para o isolamento de 
agentes virais era a inoculagao de animais ou ovos embrionados. Novos agentes de doenga continuam sendo 
descobertos pelo uso tradicional de primatas nao humanos (p. ex., virus do kuru e virus de Creutzfeldt-Jakob), 1 " por 
meio de microscopia eletronica (p. ex., sindrome respiratoria aguda grave [SRAG]) 178 e ate mesmo por meio de 
voluntaries humanos (p. ex., o agente Norwalk da gastrenterite infecciosa). 259 A fase seguinte utilizou culturas de 
celulas como maneira de propagar os virus. Hoje em dia, esses metodos anteriormente empregados sao 
complementados por sofisticados metodos moleculares de diagnostico, incluindo sequenciamento de ultima geragao 
(NGS). 19 

Evolucao das tecnicas de cultura de celulas 

Um dos principais avangos historicos na virologia diagnostica foi proporcionado por Enders et al., 129 que 
demonstraram que o virus causador da poliomielite podia ser isolado em celulas nao neurais in vitro. Nas decadas de 
1950 e 1960, houve uma rapida expansao do conhecimento sobre as manifestagoes clinicas, a epidemiologia e o 
diagnostico das infecgoes virais comuns, proporcionada, em grande parte, pelo uso cada vez maior da cultura 
celular. Os esforgos diagnosticos, que eram parte integral dos estudos clinicos, foram incorporados aos laboratories 
de pesquisa das universidades e do govemo. O elevado custo da identificagao defmitiva de isolados, a ausencia de 
quimioterapia antiviral efetiva e a escassez de recursos para as culturas de celulas limitaram o aproveitamento 
desses testes pelo laboratorio de microbiologia diagnostica. Uma revisao mais detalhada do desenvolvimento 
historico da virologia e fornecida por Levine. 292 

Evolucao dos servigos de diagnostico virologico 

A primeira etapa foi a incorporagao de servigos diagnosticos nos laboratories de microbiologia clinica, muitos dos 
quais limitavam a sua atuagao a bacteriologia (incluindo micobacteriologia), micologia e parasitologia. O Boxe 23.1 
fomece uma lista de alguns dos fatores que facilitaram e que estimularam essa transferencia de tecnologia e tecnicas 
do laboratorio de pesquisa para um laboratorio de diagnostico clinico, habitualmente em um departamento de 
patologia ou de microbiologia. Uma discussao mais detalhada dessa transigao pode ser encontrada em edigoes 
anteriores deste livro. 

A complexidade e a sofisticagao do diagnostico virologico tradicional limitaram a introdugao desses metodos 
nos laboratories clinicos localizados em grandes centros medicos, muitos dos quais estavam associados a centres 
academicos. Nessa ultima decada, houve uma aceleragao no ritmo do desenvolvimento tecnologico, em particular 
no campo do diagnostico molecular, de modo que foi possivel introduzir testes de diagnostico virologico para 
multiplos patogenos (p. ex., painel de virus respiratorios) em hospitais comunitarios. 

Alem das questoes cientificas, um importante determinante foi a promulgagao e o cumprimento do CLIA ‘88 
(Clinical Laboratory Improvement Amendments, 1988), o primeiro avango importante na fiscalizagao dos 
laboratories desde o CLIA ‘67. As numerosas exigencias quanto aos tecnicos e a execugao dos testes eram 
conhecidas da maioria dos laboratories clinicos, porem estranhas (e extremamente indesejaveis) para a maioria dos 
laboratories de pesquisa e essencialmente fora do alcance dos laboratories de consultorios medicos. Embora muitos 
dos ensaios moleculares direcionados para virus sejam aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), ainda 
existem muitos testes desenvolvidos em laboratorio (LDT; do ingles, laboratory developed test) usados em todos os 
EUA. FDA exigiu uma fiscalizagao para esses ensaios, porem a forma de fiscalizagao ainda nao foi determinada. 
Muitos desses ensaios, para os quais nao ha opgoes atualmente disponiveis aprovadas pela FDA (p. ex., PCR 
quantitativa para o virus Epstein-Barr), sao de importancia critica nos cuidados dos pacientes. Existe uma 
preocupagao de que, se as regras de fiscalizagao impostas pela FDA forem demasiadamente rigorosas, havera entao 
a possibilidade de suspensao dos testes locais, que demandam um tempo de execugao maior, para esses patogenos. 

Niveis de servigo 

Cada diretor ou supervisor de laboratorio precisa decidir o nivel de servigos apropriado para as necessidades clinicas 
locais. Isso deveria ser realizado apos uma consulta com equipes medicas. E muito melhor limitar o alcance dos 
esforgos para testes que podem ser executados com alta eficiencia do que tentar uma ampla cobertura quando os 


recursos sao insuficientes e a eficiencia pode ser perdida, em virtude de um desempenho infrequente. O Boxe 23.2 
fomece uma lista de varios niveis provaveis de serviqos. 

A maioria dos laboratories de hospitais de pequeno porte provavelmente encontra-se no nivel 1 ou 2, 428 
enquanto os laboratories de hospitais comunitarios e universidades de maior porte podem oferecer servigos de nivel 
3, 4 ou 5. Esses hospitais tern mais probabilidade de atender pacientes que necessitem de servigos completes de 
virologia. E possivel utilizar esses laboratories como recursos diagnosticos regionais. Os niveis possiveis de 
servigos mudaram acentuadamente nesses ultimos anos com a introdugao de testes diagnosticos moleculares de uso 
simples, alguns dos quais estao livres do CLIA. 


Boxe 23.1 


Alguns fatores que facilitam a transference de um laboratorio de pesquisa para um laboratorio de diagnostico 

Fatores que promoveram a transference de testes Progressos na virologia diagnostic 
para o laboratorio ch'nico 

Frequencia crescente de situates dinicas que dependem de um diagnostico 
virologico; por exemplo, monitoramento das cargas virais em receptores de 
transplante e aumento da sensibilidade dos ensaios para HPV 

Numero aumentado de doen^as para as quais e possivel usar a quimioterapia 
antiviral, induindo terapia de combinaqio 

Disponibilidade de fontes comerciais de materials para cultura celular, que induem 
celulas em laminulas para culturas em frascos; desenvolvimento de linhagens 
celulares mistas (p. ex., R-Mix) e disponibilidade de modificaqio genetica para 
melhorara deteegao (p. ex., sistema ELVIS) 

Disponibilidade comercial de reagentes imunofluorescentes de alta qualidade; 
alguns desses reagentes sao agrupados (p. ex., virus respiratorios) ou melhoram a 
eficiencia do rastreamento 

Transferencia da tecnologia de amplificaqio de acidos nudeicos do laboratorio de 
pesquisa para o laboratorio ch'nico na forma de testes desenvolvidos no laboratorio 
(LDT); disponibilidade comercial de sistemas ou reagentes validados para ensaios 
multiplex, monoplex e quantitativos, muitos dos quais foram aprovados pela FDA, 
e disponiveis em plataformas de uso simples 

Embora os imunoensaios sejam, em sua maioria, rapidos e de baixo custo, eles 
apresentam pouca sensibilidade; Foram desenvolvidos imunoensaios aprimorados 
para aumentar a sensibilidade, que empregam dispositivos para leitura. Esses 
ensaios estao sendo trocados por ensaios moleculares realizados no local da 
assistencia ("beira de leito") 

Suporte para investigaqio de surtos; alguns dos mais novos dispositivos de 
imunoensaios possuem capacidade wireless de notificar os resultados de influenza 
a laboratories de saude publica de acordo com o HIPPA. 


• Aparecimento de situates dinicas nas quais o 
diagnostico virologico e essencial; por exemplo, 
herpes simples em mulheres gravidas 

• Desenvolvimento da quimioterapia antiviral 

• Disponibilidade de fontes comerciais confiaveis de 
celulas de mamiferos para cultura 

• Aplicaqio da tecnologia dos anticorpos monoclonais 
ao diagnostico, com disponibilidade comercial de 
reagentes confiaveis 

• Facilitagao de um diagnostico mais rapido pela 
aplicagao de ensaios moleculares direcionados para 
virus de importance dinica 

• Aplicaqio de imunoensaios enzimaticos (IEE) no 
diagnostico direto 

• Aplicagao de maior numero de metodos de 
diagnostico molecular de uso simples 

• Suporte para a epidemiologia das doengas 
transmissi'veis na saude publica. 


Taxonomia e nomenclatura 

A taxonomia e a ciencia da classificagao sistematica, que utiliza regras e principios gerais; esse termo e mais 
comumente empregado para referir-se ao estudo dos seres vivos. A nomenclatura e a atividade de atribuir nomes aos 



sujeitos taxonomicos. 

Muitas infecgoes virais, como a influenza, a varicela, o sarampo e a hepatite, foram clinicamente bem 
caracterizadas muito antes da identificagao do agente etiologico. Uma vez isolado, o virus recebe a denominagao do 
quadro clinico correspondente. Em uma tentativa de organizar o esquema de classiflcagao, os taxonomistas 
utilizaram os conhecimentos mais modemos da estrutura viral e da composigao antigenica para elaborar uma 
classiflcagao sistematicaf 3 Os nomes das ordens, familias e generos tern raizes latinas, porem o conceito de especie 
tern sido mais dificil para os virologistas. 48,463 Com frequencia, sao utilizados os nomes vemaculares classicos para a 
designagao das especies. 

O International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) propos o sistema universal de taxonomia dos virus 
do ICTV. O Boxe 23.3 fomece um resumo das convengoes para a nomenclature dos virus. Os nomes hierarquicos 
estao escritos em italico e podem ser precedidos pelo taxon, que nao esta em italico. No caso do nome das especies, 
deparamo-nos com a situagao peculiar em que as mesmas palavras podem estar ou nao em italico, dependendo de 
sua inclusao em uma designagao taxondmica ou de seu uso na forma vernacular. A designagao taxondmica so 
precisa ser utilizada uma unica vez em uma publicagao cientifica. Por exemplo, uma discussao pode referir-se ao 
virus do sarampo (Virus do sarampo, genero Morbillivirus , familia Paramyxoviridae). No momento atual, essa 
abordagem da taxonomia e da nomenclature parece ter prioridade, porem o assunto nao esta defmitivamente 
estabelecido. 


Boxe 23.2 


Ni'veis de servigos diagnostics 

Nivel I: Nao sao prestados servigos de virologia. As amostras sao coletadas para envio a um laboratorio de referenda. 

Nivel2: Sao realizados procedimentos virologicos limitados. Esses laboratories tambem podem ou nao ter a capacidade de detectar antigenos virais 
em secregoes e liguidos corporais. Esses laboratories tambem podem ou nao ter condigoes para a semeadura de amostras em cultura de tecidos 
para sua transferencia a laboratories de referenda. Esses laboratories podem utilizar plataformas totalmente automaticas (/. e., amostra- 
resultado) para testes moleculares. 

Nivel 3: Esses laboratories sao capazes de isolar grupos de virus selecionados, gue crescem em culturas de celulas comumente utilizadas. Alem disso, 
podem efetuar uma identificagao limitada de agentes seledonados para os quais existem, no comercio, sistemas de transporte, de isolamento de 
celulas e de confirmagao imunologica simples, com envio de outros isolados a laboratories de referenda. Esses laboratories podem utilizar testes 
moleculares para diagnostic mais complexos, de maneira nao modificada e aprovados pela FDA. 

Nivel4: Esses laboratories devem ter tecnicos com alto grau de experience em virologia, capazes de isolar todos os grupos comuns de virus e efetuar 
identificagoes clinicamente relevantes. Esses laboratories sao capazes de realizar testes complexos desenvolvidos em laboratorio (LDT), alem de 
ensaios aprovados pela FDA e, possivelmente, sequenciamento tradicional do DNA. 

Nivel 5: Alem de um alto grau de experience em virologia, esses laboratories podem realizar testes de sensibilidade a agentes antivirais. Alem dos 
LDT, esses laboratories realizam o sequenciamento de ultima geragao. 


Boxe 233 

Convengoes para a denominagao dos virus 


Hierarquia taxondmica 

Terminagao 

Exemplo 

Ordem 

-virales 

Mononegavirales 

Familia 

-viridae 

Paramyxoviridae 

Subfamilia 

-virinae 

Pneumovirinae 

Genero 

-virus 

Pneumovirus 

Especie 

Nenhuma 

Virus sincicial respiratorio humano 




Grande parte da taxonomia viral tradicional provem do conhecimento detalhado da estrutura dos virus, porem 
foi atualmente suplementada pelos estudos de acidos nucleicos. Os virus estao entre os menores agentes infecciosos 
(Figura 23.1). Os poxvirus, que constituem os maiores membros da familia dos virus e cujo tamanho se assemelha 
ao das menores bacterias, estao proximos da resol ugao do microscopio optico; para a visual izagao de todos os outros 
virus, e necessario um microscopio eletronico. 

Quase sem excegao, os virus contem DNA ou RNA, mas nao ambos. Os virus DNA de importancia clinica sao, 
em sua maioria, de fita dupla, sendo os parvovirus uma excegao, e a maioria dos virus RNA de importancia clinica 
sao de fita simples, sendo os rotavirus (/'. e., reovirus) uma excegao. O centra de qualquer particula viral, o ceme de 
ribonucleoproteina, contem acido nucleico espiralado e proteina. 204 Em tomo do ceme, existe um involucro protetor, 
constituido por unidades proteicas repetidas, denominadas capsdmeros, que, em conjunto, formam o capsidio. Com 
o ceme de nucleoproteinas, a unidade de nucleocapsidio e completa. A arquitetura da maioria dos vims possui uma 
simetria, que e helicoidal, semelhante ao acido nucleico ou icosaedrica, como a arquitetura de uma cupula 
geodesica. Essas duas simetrias, ilustradas na Figura 23.2, proporcionam a maneira mais eficiente de organizar as 
camadas estruturais, uma economia essencial para essas particulas muito pequenas com recursos geneticos 
limitados. 



Herpes-virus Virus influenza Poliovirus 


■ FIGURA 23.1 Os virus sao os menores agentes infecciosos. O tamanho relativo de uma bacteria, Staphylococcus, e 
comparado com Chlamydia, com o grupo de virus de maior tamanho (poxvirus) e com um dos menores virus (poliovirus, um 
membro do grupo dos enterovirus). 

Como regra geral, os vims DNA replicam-se no nucleo, onde ocorre a sua montagem. A montagem dos vims 
RNA ocorre no citoplasma. As principais excegoes quanto ao local de replicagao sao os vims influenza (RNA), que 
comegam a sua replicagao no nucleo, e os poxvirus (DNA), cuja replicagao ocorre no citoplasma. Os complexos 
eventos que ocorrem apos a infecgao de uma celula por um vims refletem-se apenas de modo incompleto nas 
alteragoes celulares morfologicas. Entretanto, em alguns casos, pode-se observar claramente como o vims 
apropriou-se dos recursos geneticos da celula (Figura 23.3). A montagem final de alguns vims ocorre na membrana 
nuclear ou citoplasmatica. A formagao do “envelope” para os vims envelopados ocorre a medida que o virion se 
desloca do nucleo para o citoplasma ou passa do citoplasma para o espago extracelular; e durante essas transigoes 
que um envelope extemo contendo lipidios e acrescentado ao nucleocapsidio (Figuras 23.2 e 23.3 A a F). Os 
solventes lipidicos e os detergentes inativam prontamente esses vims envelopados, porem nao afetam aqueles nao 
envelopados. A replicagao de alguns vims resulta em morte da celula, frequentemente por meio de lise celular, com 
liberagao dos nucleocapsidios organizados. Os vims envelopados que amadurecem na membrana citoplasmatica sao 
liberados das celulas por “brotamento” atraves da membrana (Figuras 23.3 F e 23.4). Nesse processo, o envelope 
acumula porgoes da membrana lipidica da celula, bem como glicoproteinas especificas do vims que foram inseridas 
nessa membrana. 

Os principais gmpos de vims estao resumidos nas Tabelas 23.1 e 23.2. As micrografias eletronicas ilustrativas 
de particulas virais de coloragao negativa (fomecidas por Frederick A. Murphy) estao acompanhadas de uma breve 
descrigao das familias e dos generos. A lista nao e completa, porem inclui os patogenos humanos de maior 



importancia. As caracteristicas taxonomicas estao resumidas nas tabelas, porem os nomes vemaculares sao 
utilizados subsequentemente no texto. 

As caracteristicas estruturais e bioquimicas utilizadas para a classificagao incluem as caracteristicas do acido 
nucleico, a configuragao ou simetria do nucleocapsidio (helicoidal, icosaedrica ou complexa), a presenga ou 
ausencia de um envelope lipidico, o tamanho do virion, o numero de capsomeros, a estabilidade do virion ao 
tratamento quimico e a composigao antigenica. 

A polaridade dos virus RNA e considerada positiva quando o virus pode funcionar como mRNA (/. e., as 
proteinas necessarias para a construgao do virion podem ser sintetizadas diretamente a partir do acido nucleico viral 
uma vez liberado dentro da celula por ruptura do capsidio do virion). Os virus RNA com polaridade negativa 
precisam utilizar uma RNA polimerase dependente de RNA (i. e., uma enzima que deve ser acondicionada com o 
acido nucleico no virion infectante) para produzir uma molecula de RNA complementar (/. e., uma molecula de 
RNA com polaridade positiva), quando entao as proteinas necessarias podem ser sintetizadas. O genoma da maioria 
dos virus RNA e contido em um segmento linear; todavia, alguns virus possuem um genoma segmentado. O 
genoma segmentado proporciona maior potencial de rearranjos geneticos quando duas cepas infectam a mesma 
celula. Uma das explicagoes para a extraordinaria capacidade de alteragao drastica dos virus influenza (/. e., a causa 
do deslocamento antigenico) e adaptagao consiste no seu genoma segmentado, que facilita a recombinagao dos 
segmentos quando dois virions diferentes infectam a mesma celula. 
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■ FIGURA 23.2 Morfologia dos virus. Os virus sao construidos com grande economia. Um cerne de nucleoproteina e 
circundado por um capsidio de proteina, que e formado de capsomeros individuals. Alguns virus tambem possuem uma 
membrana de lipoproteina derivada do hospedeiro ao redor do nucleocapsidio. Os dois padroes de organizagao mais comuns 
de simetria sao os padroes icosaedrico (A) e helicoidal (B). Em nivel ultraestrutural, os virus icosaedricos aparecem esfericos, 
embora, em certas ocasioes, as facetas possam ser visualizadas (ver a ilustragao do adenovirus na Tabela 23.2). 


Manifestagoes clinicas das infecgoes virais 

As manifestagoes clinicas das infecgoes virais sao inumeras. Os sintomas gerais consistem em febre, com ou sem 
calafrios, mal-estar e mialgias. Os sintomas especificos decorrem principalmente da propensao do virus a infectar 
varias celulas e tecidos (tropismo), mas tambem pode depender da via de infecgao, da virulencia da cepa, do estado 























imunologico do paciente e de outros fatores predisponentes, como doenga pulmonar ou cardiaca subjacente. Para 
maiores detalbes, o leitor pode consultar varios livros excelentes. 285,395 

Ortomixovirus 

Os ortomixovirus, que incluem os virus influenza A, B e C, provocam uma ampla variedade de infecgoes 
respiratorias. 50 ’ 368 A sindrome de influenza ou “gripe” caracteriza-se pelo inicio abrupto de cefaleia, febre, calafrios 
e tosse seca; posteriormente, aparecem febre alta, mialgias, mal-estar e anorexia. Nas criangas de pouca idade, os 
sintomas gastrintestinais podem ser proeminentes. Quase todos os casos de influenza ocorrem durante o invemo. Os 
virus influenza A e B sao responsaveis pela maior parte das doengas respiratorias epidemicas, nas quais ha um 
excesso de mortalidade. Esses virus sao raramente isolados na ausencia de infecgao. O virus influenza A infecta 
uma variedade de especies de mamiferos e aves. Em certas ocasioes, foi descrita a transmissao da influenza suina e 
aviaria, de porcos/frangos, para os seres humanos. 4 O virus influenza C constitui uma causa incomum de infecgao 
humana, mas pode provocar bronquite e pneumonia."" Os virus da influenza podem causar diretamente doenga 
grave das vias respiratorias inferiores ou, com mais frequencia, podem preparar o paciente para uma infecgao 
bacteriana secundaria." 10 Uma propensao felizmente rara a infecgao secundaria tern sido a produgao da sindrome de 
choque toxico pela invasao de Staphylococcus aureus ?" 0 Mais comumente, S. aureus provoca pneumonia 
necrosante em situagao de pos-influenza. Outras complicagoes da influenza incluem miocardite 1 ’" e 
encefalopatia, 222 ’ 44 " embora o virus habitualmente nao seja detectado nessas situagoes. 





■ FIGURA 23.3 Ultraestrutura dos virus. A. Herpes-virus simples. O herpes-virus e montado no nucleo da celula (N). A 
cromatina celular (C) e deslocada para a borda do nucleo pela desoxirribonucleoproteina viral, que esta levemente corada na 
fotomicrografia. Esse material corresponde a inclusao intranuclear eosinofilica observada ao microscopio optico (Prancha 
23.1). Os virions nao envelopados (setas) sao organizados no nucleo. Fora do nucleo, alguns virions maduros que adquiriram 
urn envelope lipidico a partir da celula hospedeira ( pontas de seta) sao visiveis (celulas MRC-5 infectadas pelo herpes-virus 
simples tipo 1, 22.400x). B. A montagem dos adenovirus ocorre no nucleo (N). Possuem simetria icosaedrica e carecem de 
envelope. Com frequencia, estao densamente acondicionados em disposigoes paracristalinas (setas). A medida que os virus 
se acumulam, todo o nucleo pode ficar repleto de virions, produzindo as inclusoes observadas ao microscopio optico 
(Prancha 23.1 E) (celulas HEp-2 infectadas, 22.400*). C. A montagem do virus sincicial respiratorio ocorre no citoplasma, e o 
virus amadurece na membrana celular. Podem-se observar inclusoes no citoplasma das celulas infectadas, tanto in vivo 
quanto in vitro (Prancha 23.1 G). As inclusoes (setas) sao intracitoplasmaticas e compostas de ribonucleoproteina fibrilar. 
Compare a densidade do nucleolo (ponta de seta) com a das inclusoes (celulas HEp-2 infectadas, 3.150*). D. Virus 
Coxsackie B. Os enterovirus sao pequenos virus RNA que possuem simetria icosaedrica e que frequentemente estao 
acondicionados em uma disposigao paracristalina (setas). A sua montagem ocorre no citoplasma. Nao sao observadas 
inclusoes ao microscopio optico (celulas de rim de macaco rhesus infectadas, 56.000*). E. Virus da raiva. Esse rabdovirus 
em forma de bala e organizado no citoplasma. A nucleoproteina (P) fibrilar e os virus alongados (setas) ocorrem juntos. A 
massa de material viral corresponde ao corpusculo de Negri, que e observado ao microscopio optico (Prancha 23.1 H). A 
estrutura interna que pode ser observada no interior dos corpusculos de Negri classicos provem da incorporagao de material 
citoplasmatico no corpusculo de inclusao (cerebro humano infectado, 25.000*). F. Virus da encefalite equina do leste. Esse 
togavirus ilustra o processo de maturagao das particulas virais na superficie da celula. Os virus maduros (setas) encontram- 
se no espago extracelular. Urn virion em maturagao (brotamento) e indicado pelo cerne denso de nucleoproteina e por uma 
condensagao da membrana celular no local de formagao do envelope (ponta de seta). Alguns virus, como os mixovirus, 
inserem as suas hemaglutininas dentro da membrana nesse estagio; na virologia classica, isso possibilitou a sua detecgao 
pela aderencia de eritrocitos a hemaglutinina viral na membrana celular (hemadsorgao) (cerebro de camundongo infectado, 
60.000*). (E, cortesia de Daniel Perl; F, cortesia de Frederick Murphy.) 



■ FIGURA 23.4 Microscopia eletronica de hemadsorgao e hemaglutinagao do virus influenza A. A. Dois eritrocitos (R) 
aderiram a uma monocamada de celulas de rim de macaco rhesus (C). A aderencia entre eritrocitos e produzida pelo grande 





numero de virions da influenza que estao “brotando” a partir da superficie das celulas renais (setas) ou aderindo aos 
eritrocitos (pontas de seta) (35.000*). B. Com urn aumento maior, e possivel observar claramente as protuberancias da 
membrana celular no local de brotamento (setas). As espiculas de hemaglutinina e de neuraminidase nas particulas virais 
aparecem como uma “franja” (80.000*). 

A estrutura e a fungao do virus da influenza estao estreitamente relacionadas com a patogenese e com o 
diagnostico laboratorial. 27,) O antigeno de nucleoproteina no ceme viral define o tipo de virus, como, por exemplo, 
influenza A ou B. Esse antigeno e estavel e e reconhecido por muitos dos antissoros diagnosticos, que sao capazes 
de detectar todas as cepas circulantes de determinado tipo. Existem dois antigenos glicoproteicos na superficie do 
virion da influenza, que sao importantes para a patogenese, a epidemiologia e a terapia. O antigeno dominante e a 
hemaglutinina, que e responsavel pela fixagao do virus as celulas epiteliais respiratorias e que constitui, portanto, 
um importante alvo para as vacinas de influenza. A enzima neuraminidase de superficie participa na entrada do 
virus na celula. Os antigenos de superficie sao constantemente trocados, nao sendo, dessa maneira, alvos 
conservados para os anticorpos utilizados para fins diagnosticos e terapeuticos. A continuidade, a periodicidade e a 
quantidade de mudangas antigenicas ocorridas sao os fatores que possibilitam as epidemias recorrentes e as 
pandemias, respectivamente, de influenza. 

Os virus sao designados com base na sua estrutura e geografia. Por exemplo, um isolado pode ser caracterizado 
como influenza A/Leningrado/360/86 (H3N2). Esse nome significa que a cepa foi o isolado numero 360 da 
influenza em Leningrado, em 1986, e contem o terceiro tipo antigenico de hemaglutinina e o segundo tipo de 
neuraminidase. A hemaglutinina e a neuraminidase nao sao antigenos uteis para fins diagnosticos, porem sao 
essenciais para o epidemiologista estudar quais anticorpos a vacina do ano seguinte deve conter para ter agao contra 
os antigenos em circulagao no momento. Embora ainda nao tenham sido efetuados, continuam os esforgos para 
prever futuras mudangas antigenicas das cepas do virus influenza A, de modo que a vacina, para a proxima estagao 
da gripe, possa ser formulada de modo mais racional. 44 

Tabela 23.1 Classificagao dos virus RNA (generos e especies selecionados que infectam seres 
humanos). 


FannIia: Orthomyxoviridae 

Espbcie: virus influenza A 
Esp6cie: virus influenza B 
Espbcie: virus influenza C 


Tamanho: 80 a 120 nm, esfbricos ou 
pleombrficos 

Acido nucleico: Segmentado, de polaridade 
negativa, RNA de filamento simples 
Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Antlgenos: Hemaglutinina e neuraminidase 
Hbbitat natural: Seres humanos e animais 
Distribuigao: Mundial 


Modo de transmissao: Disseminagao interpessoal 
por gotlculas de aerossbis; raramente de animais 
para seres humanos 
Via de infecgao: Respiratoria 
Doengas: Infecgoes respiratorias, incluindo coriza 
(resfriado comum), traqueobronquite e pneumonia. 
Os sintomas extrapulmonares sao proeminentes 
na slndrome de influenza: raramente, pode ocorrer 
doenga extrapul monar, como miocardite. 



Virus influenza A. As partfculas sao aproximadamente esfericas, 
porbm irregulares. E diflcil observar a estrutura helicoidal interna, 
porbm as projegoes de hemaglutinina e neuraminidase semelhantes a 
franjas estao bem evidentes. 135.000 X. 


Familia: Paramyxoviridae 

Subfamllia: Paramyxovirinae 
Genera: Respirovirus 
Espbcie: Virus parainfluenza 1 humana 
Espbcie: Virus parainfluenza 3 humana 
G§nero: Rubulavirus 
Espbcie: Virus parainfluenza 2 humana 
Especie Virus parainfluenza 4 humana 
Espbcie: Virus da caxumba 
Genera: Morbillivirus 
Espbcie: Virus do sarampo 
Subfamllia: Pneumovirinae 
Genera: Pneumovirus 

Espbcie: Virus sincicial respiratorio humano 
Genera: Metapneumovirus 
Especie: Metapneumovirus humano 


Virus parainfluenza 1 humana. 0 virion irregular foi 
rompido, liberando um longo filamento de RNA nao 
espiralado. As franjas de hemaglutinina no virion sao 
evidentes. 72.000X. 



Tamanho: 150 a 300 nm, pleom6rfico 
Acido nucleico: RNA de filamento simples 
nao segmentado, de polaridade negativa 
Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Antlgenos: Hemaglutinina, neuraminidase, 
protefna de fusao, nucleocapsldio 
(dependendo do virus) 

Hbbitat natural: Seres humanos e animais 
Distribuigao: Mundial 


Modo de transmissao: Aeross6is de gotlculas ou 
inoculagao direta 
Via de infecgao: Respiratoria 
Doengas: Resfriado comum, traqueobronquite, 
raramente pneumonia (parainfluenza); traqueo¬ 
bronquite, bronquiolite e pneumonia (virus sinci¬ 
cial respiratbrio); parotidite, pancreatite, orquite, 
meningite (caxumba); exantema, pneumonia, 
encefalite, pan-encefalite esclerosante subaguda 
(sarampo) 


Familia: Rhabdoviridae 

Genera: Lyssavirus 
Espbcie: Virus da raiva 


Tamanho: 50 a 95 nm por 130 a 389 nm, 
em forma debala 

Acido nucleico: RNA de filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade negativa 
Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Hbbitat natural: Animais silvestres e 
domesticos 
Distribuigao: Mundial 


Modo de transmissao: Secregoes infectadas, raiva 
habitualmente transmitida por mordedura 
Via de transmissao: Cutanea ou respiratbria 
Doenga: Encefalite (raiva) 



Virus da estomatite vesicular. A forma do virion em bala 6 
evidente. A natureza helicoidal espiralada da ribonucleo- 
protefna interna reflete-se nas estrias. 216.000X. 


Familia: Filoviridae 

G§nero: Marburgvirus 
Espdcie: Marbovirus Marbug 
Genero: Ebolavirus 
Especie: Ebolavirus do Zaire 
Espbcie: Ebolavirus Bundibugyo 
Especie: Ebolavirus da Tai Forest 
Especie: Ebolavirus do Sudao 


Tamanho: 80 nm por 800 a 1.000 nm, 
filamentoso 

Acido nucleico: RNAde filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade negativa 
Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Hdbitat natural: Primatas nao humanos 
Distribuigao: Africa, Filipinas 


Modo de transmissao: Desconhecido; entretanto, ha 
necessidade de contato pr6ximo 
Doengas: Febre hemorragica com taxas de 
mortalidade de ate 90% 



Virus Ebola. A forma longa efilamentosa assumiu uma 
forma em "cajado". 59.000x. 


Familia: Bunyaviridae 

Genero: Orthobunyavirus 

Espbcie: Virus da encefalite da California 

Espdcie: Virus LaCrosse 

Gdnero: Hantavirus 

Espdcie: Virus Hantaan 

Espdcie: Virus Sin Nombre 

Genero: Nairovirus 

Espdcie: Virus da febre hemorrdgica da 
Crimeia-Congo 

Especie: Virus da febre do Vale Rift 
Espdcie: Virus da febre do flebotomo 
napolitano 


Tamanho: 80 a 120 nm 
Acido nucleico: RNAde filamento simples, 
segmentado. Pode ser de polaridade 
negativa (Bunyavirus, Hantavirus e 
Nairovirus) ou pode conter exemplos de 
cada polaridade (Phlebovirus) 

Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Lipidios: Hemaglutinina de superficie 
Hdbitat natural: Animais de pequeno porte 


Distribuigao: Mundial 

Modo de transmissao: Picada de mosquitos infecta- 
dos ( Bunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus ); exposi- 
gao a excrementos de roedores ( Hantavirus ) 
Doengas: Doenga febril, meningite asseptica 
(Bunyavirus ); doenga febril, febre hemorragica, 
insuficilncia respiratdria ( Hantavirus ); doenga 
febril, febre hemorragica ( Nairovirus ); doenga 
febril, encefalite, febre hemorragica ( Phlebovirus ) 



Familia: Coronaviriilae 

Gbnero: Alphacoronavirus 
Esp6cie: Coronavirus humano 229E 
Espbcie: Coronavirus humano 0C43 
Genera: Betacoronavirus 
Especie: Vfrus relacionado a sfndrome 
respiratbria aguda grave 


Tamanho: 120 a 160 nm 
Acido nucleico: RNA de filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade positiva 
Simetria: Helicoidal 
Envelope lipldico: Presente 
Habitat natural: Seres humanos ou animais 
(Coronavirus) 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Interpessoal, presumivelmente por 
aerossois 

Via de infecgao: Respiratbria 

Doenga: Resfriado comum; raramente, doenga das 
vias respiratorias inferiores; sfndrome respiratoria 
aguda grave 



Coronavirus humano 0C43. As projegoes claviformes 
constituem as caracterlsticas mais distintas dessas partlculas 
pleombrficas. 150.000X. 


Familia: Picornaviridae 

Gbnero: Enterovirus 

Especie: Enterovirus C (poliovirus humano 1 a 3) 
Espbcie: Enterovirus A (vfrus coxsackie humano A2) 
Espbcie: Enterovirus B (vfrus ECHO humano) 
Espbcie: Rinovlrus A-C 
Genera: Hepatovims 
Espbcie: Vfrus da hepatite A 
Genera: Parechovirus (Rhinovirus) 

Espbcie: Parechovirus humano 


Tamanho: 22 a 30 nm 
Acido nucleico: RNA de filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade positiva 
Simetria: Icosabdrica 
Envelope lipfdico: Ausente 
Hbbitat natural: Trato gastrintestinal 
humano; sobrevive no meio ambiente 
[Enterovirus, Hepatovirus, Parechovirus ); 
vias respiratbrias superiores humanas 
[Rhinovirus) 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Fecal-oral inter-humana ou por 
agua contaminada [Enterovirus, Hepatovirus, 
Parechovirus ); aerossbis do trato respiratbrio 
humano ou maos ( Rhinovirus ) 

Via de infecgao: Gastrintestinal [Enterovirus, 
Hepatovirus, Parechovirus ); respiratoria ( Rhinovirus ) 
Doengas: Doenga febril, meningite, encefalite, 
miocardite [Enterovirus, Parechovirus ); hepatite 
[Hepatovirus]', resfriado comum ( Rhinovims ) 



Poliovirus 1 . As partlculas sao pequenas, regulares e nao 
envelopadas. 180.000X. 


Familia: Caliciviridae 

Genera: Norovirus 
Espbcie: Vfrus Norwalk 
Genera: Sapovirus 
Espbcie: Vfrus Sapporo 


Tamanho: 35 a 40 nm 
Acido nucleico: RNA de filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade positiva 
Simetria: Icosabdrica 
Envelope lipfdico: Ausente 
Hbbitat natural: Trato gastrintestinal 
humano 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Fecal-oral; agua contaminada 
Porta de entrada: Gastrintestinal 
Doengas: Gastrenterite 



Virus do exantema sulno. Partlculas regulares e muito pequenas, 
com depressoes caliciformes proeminentes. As depressoes 
superficiais dos vfrus humanos semelhantes ao Norwalk nao sao 
tao pronunciadas. 




Familia: Reoviridae 

Gbnero: Orthoreovirus 

Esp6cie: Ortorreovirus de mamiferos 

G§nero: Rotavirus 

Espbcie: Rotavirus A-C 

Genero: Coltivims 

Espbcie: Vfrus da febre do carrapato do 
Colorado 


Tamanho: 60 a 85 nm, com morfologia 
varidvel 

Acido nucleico: RNAde filamento duplo, 
segmentado 
Simetria: Icosaedrica 
Envelope lipldico: Ausente 
Hdbitat natural: Trato gastrintestinal de 
seres humanos ( Rotavirus ) e animais 
( Rotavirus ) 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Fecal-oral por contato direto; de 
animais para seres humanos 
Porta de entrada: Trato gastrintestinal 
Doengas: Gastrenterite ( Rotavirus ); nenhuma 
( Rotavirus ) 



Rotavirus. A caracterfstica distinta dos Reoviridae consiste na 
presenga de uma dupla camada, cada uma com simetria icosaedrica. 


135.000X. 


Familia: Astrovirirlae 

Genero: Mamastrovirus 
Especie: Mamastrovirus 1 , 6 , 8 e 9 


Tamanho: 28 a 30 nm 
Acido nucleico: RNAdefilamentos sim¬ 
ples, nao segmentado, de polaridade 
positiva 

Simetria: Icosaedrica 
Envelope lipidico: Ausente 
Habitat natural: Trato gastrintestinal de 
seres humanos 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Fecal-oral; agua contaminada 
Porta de entrada: Trato gastrintestinal 
Doengas: Gastrenterite 


Familia: Togaviridae 

Genero: Alphavirus 

Esp6cie: Vfrus da encefalite equina do leste 
Especie: Vfrus da encefalite equina 
venezuelana 

(Outras especies transmitidas por artrdpodes) 
Especie: Vfrus Chikungunya 
Genero: Rubivirus 
Especie: Vfrus da rubeola 


Tamanho: 60 a 70 nm 
Acido nucleico: RNAde filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade positiva 
Simetria: Icosaedrica 
Envelope lipldico: Presente 
Hebitat natural: Mamfferos de pequeno 
porte e insetos ( Alphavirus ); seres 
humanos ( Rubivirus ) 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Por picadas de mosquito ( Alphavirus ); 
aerossois ou por via transplacentaria ( Rubivirus ) 

Porta de entrada: Cutanea ( Alphavirus ); respirat6ria 
ou vascular ( Rubivirus ) 

Doengas: Hepatite, meningite, encefalite, artrite, 
doenga febril ( Alphavirus ), doenga exantematosa, 
infecgao congenita (Rubivirus) 



Virus da rubeola. Os virions esfericos apresentam uma 
membrana lipfdica e projegoes de hemaglutinina na 
superffcie. 135.000X. 


Familia: Flaviviridae 

Genero: Flavivirus 
Espbcie: Vfrus da febre amarela 
Esp6cie: Vfrus da encefalite de St. Louis 
Esp6cie: Vfrus da encefalite japonesa 
Especie: Vfrus do Oeste do Nilo 
Esp6cie: Vfrus da dengue 


Tamanho: 40 a 60 nm 
Acido nucleico: RNAde filamento simples, 
nao segmentado, de polaridade positiva 
Simetria: Icosaedrica 
Envelope lipldico: Presente 
Habitat natural: Mamfferos de pequeno 
porte e insetos ( Flavivirus ); seres 
humanos ( Hepacivirus ) 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Por picadas de mosquitos ou carrapa 
tos ( Flavivirus ); pelo sangue ( Hepacivirus ) 

Porta de entrada: Cutanea ( Flavivirus ); vascular; 
sexual | Hepacivirus ) 

Doengas: Hepatite, meningite, encefalite, doenga 
febril, febre hemorragica ( Flavivirus), hepatite, 
cirrose, carcinoma hepatocelular ( Hepacivirus) 






(Numerosas outras espdcies, muitas 
transmitidas por artrbpodes) 

Gdnero: Hepacivirus 
Espdcie: Vfrus da hepatite C 
Genera: Hepevirus 
Espdcie: Vfrus da hepatite E 

Familia: Retroviridae 

Genera: Deltaretrovirus 
Espdcie: Vfrus linfotrdpico de celulas T de 
primatas, Tipos 1 e 2 (HTLV) 

Gdnero: Lentivirus 

Espdcie: Vfrus da imunodeficidncia huamana, 
Tipos 1 e 2 (HIV) 


Tamanho: 80 a 100 nm 
Acido nucleico: Dfmero de RNA de 
filamento simples, nao segmentado, de 
polaridade positiva (acondicionado com 
DNA polimerase dependente de RNA) 
Simetria: Varidvel 
Envelope lipfdico: Presente 
Habitat natural: Seres humanos 


Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Sexual, agulhas contaminadas, 
transfusoes, materno-fetal/recem-nascido 
Porta de entrada: Membranas mucosas, vascular 
Doengas: Leucemia e linfoma de celulas T (HTLV); 
sfndrome de imunodeficidncia adquirida (HIV) 



Vfrus da imunodeficiencia humana. Micrografia eletronica de 
varredura de linf6cito T humano com partfculas de vfrus brotando a 
partirda superffcie. 


Familia: Arenaviridae 

Genera: Arenavirus 
Grupo do Velho Mundo 
Espdcie: Vfrus da coriomeningite linfocftica 
(LCM) 

Espdcie: Vfrus Lassa 
Grupo do Novo Mundo 
Espdcie: Vfrus Junin 
Espdcie: Virus Machupo 
Espdcie: Vfrus Sabid 
Espdcie: Vfrus Guanarito 


Tamanho: 50 a 300 nm 
Acido nucleico: Filamento simples bisseg- 
mentado, com ambas as polaridades 
Simetria: Pleomdrfica 
Envelope lipfdico: Presente 
Hdbitat natural: Roedores 


Distribuigao: Mundial (LCM), America do Sul (Junin, 
Machupo, Sabid, Guanarito); Africa (Lassa) 
Transmissao: Contato com secregao de roedores ou 
de seres humanos 

Porta de entrada: Respiratoria, cutanea (laceragoes) 
Doengas: Doenga febril, meningite (LCM); febre 
hemorrdgica (vfrus Lassa, Junin, Machupo, Sabid, 
Guanarito) 



Vfrus da coriomeningite linfocftica. O vfrus esferico 
apresenta grandes projegoes na superffcie. 0 nome deriva 
da palavra latina arenosus (arenoso), quefoi sugerido 
pelas partfculas internas semelhantes a ribossomos que 
sao observados na microscopia eletrdnica de transmissao. 
225.000 X. 


Tabela 23.2 Classificagao dos vfrus DNA (generos e especies selecionados que infectam seres 
humanos). 



Familia: Herpesviridae 

Subfamflia: Alphaherpesvirinae 
Gbnero: Simplexvirus 
Esp6cie: Herpes-vfrus humano 1 
(Herpes-vfrus simples tipo 1; HSV1) 

Esp6cie: Herpes-vfrus humano 2 
(Herpes-vfrus simples tipo 2; HSV2) 

G§nero: Varicellovirus 

Esp6cie: Herpes-vfrus humano 3 (Virus Varicela-Zoster; VZV) 
Subfamflia: Betaherpesvirinae 
Genera: Cytomegalovirus 

Espbcie: Herpes-vfrus humano 5 (Citomegalovfrus; CMV) 

Genera: Roseolovirus 

Espbcie: Herpes-vfrus humano 6A (HHV6A) 

Especie: Herpes-vfrus humano 6B (HHV6B) 

Espbcie: Herpes-vfrus humano 7 (HHV7) 

Subfamflia: Gammaherpesvirinae 
Genero: Lymphocryptovirus 

Espbcie: Herpes-vfrus humano 4 (Virus Epstein-Barr; EBV) 

Genero: Rhadinovirus 

Espbcie: Herpes-vfrus humano 8 (Herpes-vfrus associado ao sarcoma 
de Kaposi; HHV8) 


Tamanho: 120 a 300 nm 

Acido nucleico: DNA de filamento duplo, nao segmentado 

Simetria: Icosaedrica 

Envelope lipfdico: Presente 

Habitat natural: Seres humanos 

Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Por secregoes orais ou genitais infectadas, pelo sangue ou 
por via transplacentaria 

Porta de entrada: Respiratdria, cutanea, intravascular, transplacentaria 
Doengas: Faringite, cervicite, lesoes cutdneas locais, pneumonia, eso- 
fagite, encefalite, infecgao disseminada (HSV1); lesoes cutbneas, 
meningite, sepse neonatal (HSV2); infecgao congbnita, hepatite, mo- 
nonucleose, pneumonia (CMV); varicela, infecgao disseminada, zdster 
(VZV); faringite, mononucleose, hepatite (EBV); exantema sdbito (HHV6, 
HHV7); sarcoma de Kaposi, linfoma (HHV8) 



Herpes-vfrus simples. (A esquerda) Os nucleocapsfdios 
desnudos demonstram a estrutura regular do vfrion. 

As unidades estruturais claramente definidas parecem 
ter uma depressao central. (A direita) A partfcula 
envelopada apresenta, alem disso, uma membrana 
lipfdica derivada dacelula infectada. 189.000X. 


Familia: Adenoviridae 

Genero: Mastadenovirus 
Espbcie: Mastadenovirus humano A-G 

Simetria: Icosabdrica 

Transmissao: Fecal-oral, possivelmente por gotfculas de aeross6is 

Envelope lipfdico: Ausente 

Porta de entrada: Respiratbria, gastrintestinal 

Hbbitat natural: Seres humanos 

Doengas: Conjuntivite, ceratite, faringite, traqueobronquite, pneumonia, 
cistite; gastrenterite (tipos 40 e 41). 


Tamanho: 70 a 90 nm 

Acido nucleico: DNA de filamento duplo, nao segmentado 
Distribuigao: Mundial 



Adenovirus, tipo 5. A distribuigao regular das unida¬ 
des estruturais do vfrion estb claramente evidente. 


FaniiIia: Papillomaviriilae 

Gdnero: Alphapapillomavirus 

Esp6cie: Alfapapilomavfrus 1 (papilomavfrus humano 32; HPV) 
Gdnero: Betapapillomavirus 

Esp6cie: Betapapilomavfrus 1 (papilomavfrus humano 5; HPV) 


Tamanho: 55 nm 

Acido nucleico: DNAde filamento duplo, nao segmentado 
Envelope lipfdico: Au sente 
Simetria: Icosaddrica 
Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Contato com secregoes infectadas, sexual; o virus perma- 
nece latente nos tecidos e/ou integra-se no genoma do hospedeiro 
Porta de entrada: Cutdnea, mucocutanea (oral e/ou genital), respiratoria 
Doengas: Papilomas cutdneos, genitais e respiratdrios (/. e., verrugas) e 
neoplasia epitelial, predominantemente carcinoma de celulas escamo- 
sas do colo do utero e da cabega e pescogo 



Papilomavfrus humano. Esses virus nunca foram propagados 
com sucesso em culturas de cdlulas. As doengas tdm sido 
associadas pela demonstragao de vfrions, antfgenos virais 
ou dcido nucleico nas lesoes. 135.000X. 


Familia; Polyomaviridae 

Genera: Polyomavirus 
Espbcie: Poliomavfrus BK 
Espdcie: Poliomavfrus JC 


Familia: Parvoviridae 

Subfamflia: Parvovirinae 
Genera: Erythroparvovirus 

Espdcie: Eritroparvovfrus de primatas (Parvovirus humano B19) 


Tamanho: 40 a 45 nm 

Acido nucleico: DNA de filamento duplo, nao segmentado 
Envelope lipfdico: Ausente 
Simetria: Icosaddrica 
Distribuigao: Mundial 

Transmissao: Desconhecida; foram postulados mecanismos respiratdrios 
e urinarios/orais. 0 virus permanece latente e pode sofrer reativagao na 
presenga de sistema imune suprimido 
Porta de entrada: Provavelmente respiratoria ou oral 
Doengas: Cistite hemorragica e nefropatia do transplante renal (virus BK); 
leucoencefalopatia multifocal progressiva (virus JC) 

Tamanho: 21 a 26 nm 
Distribuigao: Mundial 

Acido nucleico: DNA de filamento simples; nao segmentado 
Simetria: Icosaddrica 
Envelope lipfdico: Ausente 
Hdbitat natural: Seres humanos 
Transmissao: Interpessoal (via desconhecida); transfusao 
Porta de entrada: Desconhecida; vascular 
Doengas: Eritema infeccioso (quinta doenga), doenga hemolftica do 
recdm-nascido, anemia 




Familia: Heparlnaviridae Tamanho: 42 a 50 nm 

Gbnero: Orthohepadnavirus Distribuigao: Mundial 

Espdcie: Vfrus da hepatite B Acido nucleico: DNA circular de filamento duplo; nao segmentado 

Transmissao: Secregoes e sangue infectados, sexual, transfusao 
Simetria: Complexa 

Porta de entrada: Pele, vascular, genital 

Envelope lipldico: Presente 

Doengas: Hepatite, cirrose, carcinoma hepatocelular 

Habitat natural: Seres humanos 

Antfgenos: 

Antfgeno de superffcie (HBsAg) 

Antfgeno do cerne (HBcAg) 

Antfgeno precoce (HBeAg) 



Virus da hepatite B. Essas partfculas de 42 nm, que consti- 
tuem o agente infeccioso, eram originalmente conhecidas 
como partfculas de Dane. 225.000X. 


Familia: Poxviridae 

Subfamflia: Chordopoxvirinae 

Genera: Orthopoxvirus 

Espbcie: Vfrus da variola 

Espbcie: Vfrus da vacfnia 

Especie: Vfrus da variola bovina 

Espbcie: Vfrus da variola do macaco 

Genera: Parapoxvirus 

Espbcie: Vfrus Orf 

Genera: Molluscipoxvirus 

Espbcie: Vfrus do molusco contagioso 

Genero: Yatapoxvirus 

Espbcie: Vfrus do tumor de macaco Yaba 


Tamanho: 140 a 260 X 220 a 450 nm 

Acido nucleico: DNA de filamento duplo; nao segmentado 

Simetria: Complexa 

Envelope lipldico: Habitualmente presente 
Hbbitat natural: Seres humanos e animais 
Distribuigao: Mundial; varfola "erradicada" 

Transmissao: Respiratbria, cutanea 
Porta de entrada: Respiratdria, cutanea 

Doengas: Lesoes ulcerativas cutSneas, doenga disseminada [Orthopoxvi¬ 
rus), lesoes ulcerativas cutSneas [parapoxvirus, Yatapoxvirus), molusco 
contagioso ( Molluscipoxvirus ) 



Virus da vacfnia. 0 envolt6rio externo convoluto dessas grandes partfculas em forma de tijolo 
6 evidente. Quando existia a varfola, a microscopia eletrbnica com coloragao negativa era uma 
ferramenta util para diferenciar o vfrus da varfola do vfrus da varicela. 49.500X. 


Ate o momento, foram identificados varios tipos diferentes de hemaglutininas. Com base em analises 
sorologicas, foi sugerido que o antfgeno inicial (HI) e um constituinte da cepa que provocou a pandemia de 
influenza em 1918. Foram obtidas evidencias independentes disso com o uso de tecnicas moleculares modernas em 
tecidos de vitimas da influenza. ’ 90 Na Inglaterra, foram obtidas duas amostras de tecido pulmonar fixado em formol, 
porem a amostra que produziu a sequencia mais completa foi obtida do corpo de uma mulher inuite enterrada no 
gelo permanente do subsolo do Alasca. Foi constatada uma notavel homogeneidade entre as tres amostras 
provenientes de diversas regioes geograficas. 

As principais epidemias subsequentes foram associadas a importantes deslocamentos na hemaglutinina: H2 
durante a epidemia de gripe asiatica, em 1957, e H3 durante a epidemia de gripe de Hong Kong de 1968. 
Posteriormente, cepas com a hemaglutinina HI ou H3 circularam ate que uma nova cepa de influenza aviaria 
(hemaglutinina H5) matou 6 de 18 individuos infectados em Hong Kong. Esse virus, que se disseminou diretamente 
de galinaceos para seres humanos sem outro intermediario, tinha caracteristicas particularmente virulentas. 205 
Felizmente, a disseminagao entre seres humanos parece ser limitada. Subsequentemente, apareceu outra cepa 



(hemaglutinina H9) em Hong Kong, com caracteristicas epidemiologicas semelhantes, porem felizmente associada a 
menor taxa de mortalidade. O virus H5 reapareceu no Sudeste Asiatico, mais uma vez com taxas elevadas de 
mortalidade em pacientes que foram expostos a aves domesticas, porem sem transmissao interpessoal 
significativa. 214 ' 269 

Surtos da denominada gripe aviaria A asiatica altamente patogenica (HPAI) (/. e., H5N1) ocorreram em 15 
paises, com infecgoes documentadas em mais de 700 pessoas. A maioria das infecgoes ocorreu na Indonesia, no 
Vietna e no Egito, porem houve individuos infectados que viajaram para a Europa e o Canada. A maioria dos 
pacientes infectados teve uma exposigao epidemiologica a aves domesticas infectadas. As infecgoes acometeram, 
em sua maioria, adultos < 40 anos de idade e criangas. Essa cepa pode causar pneumonia, insuficiencia respiratoria e 
morte; todavia, em alguns pacientes, particularmente criangas, foi relatada uma doenga mais leve. 72 O aspecto mais 
importante e o fato de que o virus H5N1 asiatico HPAI nao e transmitido eficientemente de uma pessoa para outra. 

O fato de que os virus da influenza aviaria cruzaram a barreira da especie para infectar seres humanos e motivo 
para monitoramento vigilante. O aparecimento de uma pandemia devastadora da doenga so aguarda a emergencia de 
uma cepa com combi nagao de alta virulencia e transmissao eficiente entre seres humanos. 

A pandemia mais recente de influenza foi a pandemia H1N1 de 2009. 71 Essa cepa especifica, que foi 
epidemiologicamente ligada aos suinos, foi altamente contagiosa; entretanto, ela felizmente nao foi mais virulenta 
do que as cepas de influenza A que sao normalmente encontradas a cada ano. Por conseguinte, a doenga variou de 
leve a grave. O novo virus surgiu no Mexico, porem disseminou-se rapidamente para a California. Felizmente, o 
virus foi inicialmente sensivel ao oseltamivir, que foi amplamente usado para tratamento. Houve duas observagoes 
interessantes da pandemia e dos anos que se seguiram. Em primeiro lugar, a cepa H1N1 pandemica nao 
desapareceu, porem tomou-se uma cepa endemica de influenza (z. e., muito semelhante a endemicidade atual do 
virus do Nilo Ocidental na America do Norte). O outro achado interessante foi a velocidade com que esse virus 
desenvolveu resistencia ao oseltamivir. 

Para mixovirus 

Os paramixovirus constituem um grupo variado, que inclui os virus parainfluenza, o virus da caxumba, o virus do 
sarampo, o virus sincicial respiratorio (RSV; do ingles, respiratory syncytial virus ) e o metapneumovirus humano 
(hMPV). 

Virus da parainfluenza. Os virus da parainfluenza, dos quais existem quatro sorotipos, constituem causas 
importantes de doenga respiratoria, que e habitualmente leve nos adultos, mas que pode ser grave em criangas de 
pouca idade ou em pacientes imunocomprometidos. 208 Os virus da parainfluenza 1 e 2 causam crupe 
(laringotraqueobronquite) em criangas de 2 a 6 anos de idade durante a estagao dos virus respiratorios do invemo no 
Hemisferio Norte. O virus da parainfluenza 3 constitui uma importante causa de bronquiolite em criangas com 
menos de 2 anos de idade; as infecgoes sao observadas durante todo o ano, com picos no outono e na primavera. O 
virus da parainfluenza 4 provoca infecgoes menos graves, o que representa provavelmente o motivo pelo qual esse 
virus e menos comumente isolado no laboratorio de virologia clinica (z. e., os pacientes com doenga subclinica nao 
procuram assistencia medica para a realizagao de exames). Muitos ensaios, incluindo reagentes com anticorpo 
fluorescente direto (AFD) e testes moleculares diagnostics, nao pesquisam a presenga do virus parainfluenza 4. 

Virus da caxumba. O virus da caxumba produz parotidite infecciosa. Alem disso, causa meningite asseptica, que 
e habitualmente leve, e tambem pode acometer o pancreas, as gonadas e, mais raramente, as articulagoes. A 
introdugao de uma vacina efetiva reduziu acentuadamente a incidencia de infecgao pelo virus da caxumba, embora a 
vacina nao seja 100% efetiva. E interessante assinalar que, apos a introdugao da vacina caxumba, as cepas 
circulantes, que eram homogeneas, tomaram-se mais diversificadas. 247 Existem pequenos surtos de caxumba a cada 
ano. 1 Com frequencia, esses surtos ocorrem no outono ou no invemo, quando ha aglomeragao, ou entre individuos 
com contatos proximos, como equipes de esporte. De acordo com os Centers for Disease Control and Prevention 
(CDC), 1.151 individuos contrairam a caxumba em 2014 (http://www.cdc.gov/mumps/outbreaks.html). 

Virus do sarampo." O vims do sarampo tern pouca probabilidade de ser encontrado no laboratorio clinico; 42 ' 
todavia, lamentavelmente, esse vims continua causando surtos focais, dos quais o mais recente ocorreu na 
California. O relaxamento no monitoramento e nas praticas de reforgo da imunizagao levou a surtos explosivos tanto 
em jovens quanto em adultos, que podem apresentar redugao da imunidade. Outras populagoes de risco incluem 
criangas, particularmente em cidades do interior, onde os niveis de imunizagao sao baixos, e em individuos que 


recusam a vacinagao por uma variedade de motivos. 4 A analise molecular sugere a existencia de multiplas cepas 
importadas, em lugar de uma unica cepa endemica. 400 

As implicagoes para a saude publica das exposigoes na sociedade norte-americana em contlnuo deslocamento 
foram ilustradas por uma epidemia classica de 247 indivlduos, que comegou em uma area de esqui em 
Breckenridge, no Colorado. 58 Apos a dispersao dos indivlduos infectados, foram detectados pacientes com sarampo 
em 10 estados norte-americanos. 

Tres fatores minimizam a probabilidade de isolamento do virus do sarampo: o diagnostico e habitualmente 
estabelecido em bases clinicas, e, com frequencia, as amostras nao sao enviadas ao laboratorio. Alem disso, o virus 
e isolado de secregoes respiratorias e da urina apenas no inicio da evolugao da infecgao. Por fim, muitos laboratories 
estao passando da cultura de celulas, que sustenta o crescimento do virus, para o uso de ensaios moleculares 
diagnostics especificos. Por conseguinte, o virus do sarampo nao e detectado por meio dos ensaios moleculares 
rotineiramente usados para os virus respiratorios, a nao ser que seja especificamente investigado (/. e., seria 
necessario solicitar um ensaio de reagao da cadeia da polimerase [PCR; do ingles, polymerase chain reaction ] de 
transcrigao reversa [RT-PCR] especifico, dirigido para o virus do sarampo). 

O exantema diagnostico e produzido por complexos de antigenos virais e anticorpos. Por conseguinte, por 
ocasiao do estabelecimento do diagnostico pelo medico, o virus esta sendo neutralizado, e as culturas provavelmente 
sao negativas. Antigamente, eram observados sintomas clinicos atipicos em pacientes que haviam recebido 
precocemente a vacina sarampo inativada; 10 entretanto, esse fendmeno nao e mais prevalente. A pneumonia e a 
encefalite constituem as complicagoes mais graves do sarampo. 128 ’ 253 Alem disso, o virus do sarampo raramente 
provoca uma encefalite cronica, conhecida como pan-encefalite esclerosante subaguda. 365 

Virus sincicial respiratorio. O RSV provoca infecgoes respiratorias recorrentes desde o periodo de lactancia ate 
a idade adulta. As epidemias sao comuns e podem estar associadas a hospitalizagao do individuo. Existem dois 
grupos sorologicos distintos de RSV (A e B). Na maioria das epidemias, predomina um unico grupo; 343 todavia, o 
tipo viral nao se correlaciona com a gravidade da infecgao. 313 A doenga concentra-se nos meses de invemo, embora 
possam ocorrer infecgoes durante o verao nos climas quentes. 478 

A infecgao dissemina-se por meio de grandes goticulas e fomites (p. ex., particulas ambientais contaminadas, 
como poeira), mais do que por aerossois de pequenas particulas. Essa infecgao viral constitui uma importante causa 
de infecgao hospitalar, e e fundamental dispensar uma atengao cuidadosa aos principios de controle de infecgao. 1 7 E 
necessario um bom suporte diagnostico laboratorial, que e realizado mais efetivamente com o uso de diagnostico 
molecular rapido, nao apenas para o tratamento de cada paciente, mas tambem para limitar a disseminagao 
hospitalar da infecgao. 

O RSV pode causar crupe, bronquite, bronquiolite ou pneumonia intersticial. 196 Trata-se da causa mais comum 
de doenga respiratoria em lactentes hospitalizados com menos de 1 ano de idade, rivalizando apenas com o hMPV 
(ver adiante). As infecgoes pelo RSV sao frequentemente graves em criangas de pouca idade. Na presenga de 
cardiopatia congenita ou de deficiencia imunologica, a doenga pode ser particularmente letal. Em um estudo, 8 
(73%) de 11 lactentes com cardiopatia congenita e hipertensao pulmonar morreram em consequencia da infecgao. ' 01 
Muitas criangas previamente normais, particularmente lactentes, fleam doentes o suficiente para exigir suporte 
ventilatorio. A apneia constitui uma parte proeminente da sindrome. 

A imunidade contra o RSV e de curta duragao e incompleta. Durante muito tempo, acreditou-se que a infecgao 
pelo RSV fosse uma doenga de lactentes e criangas pequenas; todavia, hoje em dia, a infecgao em adultos, incluindo 
doenga grave, e reconhecida como um importante problema clinico. 138,197 Foram relatadas epidemias em clinicas 
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genatneas. 

Foi reconhecida a natureza grave da infecgao pelo RSV em adultos imunocomprometidos. 314 Ocorre tambem 
infecgao grave pelo RSV em adultos com doengas cronicas, como diabetes melito, cirrose e doenga pulmonar 
obstrutiva cronica. 193 

Outros paramixovirus. Varios outros paramixovirus foram identificados como causas importantes de infecgoes 
em seres humanos. Entre esses paramixovirus, o mais notavel e o hMPV (metapneumovirus humano). Esse virus foi 
inicialmente identificado em Hong Kong; todavia, na atualidade, ja foi documentado no mundo inteiro. Trata-se de 
um membro da subfamilia Pneumovirinae, que inclui o RSV;’ 2: ’ o virus humano esta estreitamente relacionado a 
dois virus aviarios. A doenga provocada pelo hMPV assemelha-se ao RSV tanto do ponto de vista clinico quanto na 
sua cpidemiologia. O virus foi isolado utilizando celulas LLC-MK2 (i. e., uma linhagem continua de celulas renais 


de macaco rhesus), um metodo que nao e comumente utilizado nos laboratories de diagnostico. O virus foi 
reconhecido pelo seu efeito citopatico; todavia, hoje em dia, a sua identificagao e obtida de modo mais efetivo com 
o uso de tecnicas moleculares. Atualmente, dispoe-se ensaios moleculares comerciais para a detecgao do hMPV, 
embora o seu uso disseminado nao seja comum. 

Dois outros paramixovlrus mais recentemente identificados foram associados a doenga neurologica grave, bem 
como a ocorrencia de infecgao respiratoria. Ambos os virus sao transmitidos aos seres humanos por animais (i. e., 
infecgoes zoonoticas). O virus Nipah causou encefalite em criadores de porcos na Malasia e em Cingapura. 176 Os 
morcegos do genero Pteropus (i. e., grandes morcegos que se alimentam de frutas) constituem o reservatorio natural 
do virus Nipah. A doenga provocada por esse virus inclui desde doenga assintomatica ate infecgoes respiratorias ou 
encefalite de evolugao fatal. O virus Nipah esta estreitamente relacionado com o virus Hendra, que compartilha o 
mesmo reservatorio natural. O virus Hendra causa doenga em equinos, e ocorreram alguns casos de infecgoes 
humanas na Australia. O espectro de apresentagao clinica assemelha-se ao do virus Nipah descrito anteriormente. 
Foram tambem observadas infecgoes adquiridas em laboratories. 

Picornavirus 

Os picornavirus, que incluem os rinovirus e os enterovirus, constituem outro grupo grande e importante de virus 
RNA. Os rinovirus constituem causas frequentes do resffiado comum. Sao sensiveis aos acidos e nao infectam o 
trato gastrintestinal. A transmissao dos rinovirus ocorre por meio da produgao de aerossois respiratorios 96 e por 
contato com superficies inanimadas contaminadas (i. e., fomites). 

A quantidade de sorotipos de rinovirus e tao grande que o diagnostico imunologico e impraticavel, alem de nao 
ter valor clinico. No passado, as culturas eram solicitadas com pouca frequencia, visto que as infecgoes por 
rinovirus, apesar de desconfortaveis, quase nunca sao potencialmente fatais, e nao existe nenhum tratamento. 
Alguns dos ensaios multiplex mais recentes para virus respiratorios incluem o rinovirus ou um resultado combinado 
de rinovirus/enterovirus. Esses ensaios podem ser uteis em hospedeiros imunocomprometidos, nos quais as 
infecgoes causadas ate mesmo pelos virus habituais, considerados apenas “incomodos”, podem contribuir para 
maior morbidade global. 

Os enterovirus classicos incluem os poliovirus 1 a 3, os virus coxsackie A e B e os virus ECHO. 359 O grupo de 
virus Coxsackie recebeu esse nome em referenda a uma pequena cidade do estado de Nova York, onde foram 
obtidos os primeiros isolados. “Echo” provem de enteric cytopathic /zuman orphan, um termo aplicado antes do 
reconhecimento do potencial patogenico desses virus. Subsequentemente, outros membros do genero foram 
reconhecidos e denominados enterovirus 68 a 71. Entretanto, uma avaliagao molecular detalhada modificou essa 
taxonomia. 290 Atualmente, os enterovirus sao divididos em quatro especies, Enterovirus A a D, contendo, cada uma 
delas, numerosos sorotipos. Em sua classificagao taxonomica, esse grupo tambem contem os rinovirus. Os 
enterovirus podem ser isolados de 40 a 80% dos pacientes com meningite “asseptica”. 84 Um numero muito maior de 
casos de meningite asseptica esporadica e epidemica e provavelmente causado por enterovirus, com base no achado 
de que a curva epidemica de todos os casos de meningite asseptica acompanha exatamente a curva dos casos em que 
foram isolados enterovirus. Esse quadro esta se tomando mais evidente com o uso mais frequente dos metodos de 
diagnostico moleculares. A incidencia maxima da doenga e observada no verao e no inicio do outono. 

Os enterovirus, particularmente o virus coxsackie B, tambem provocam miocardite, pericardite e pleurodinia 
epidemica. Existe tambem uma associagao desses virus com miocardiopatia, um disturbio nao inflamatorio do 
musculo cardlaco. 456 O virus coxsackie A provoca herpangina e doenga da mao-pe-boca. Os enterovirus tambem 
produzem doenga febril com exantema, que habitualmente e maculopapular, mas que raramente pode ser vesicular. 
O enterovirus 70 causa conjuntivite hemorragica epidemica, enquanto o enterovirus 71 provoca infecgao do sistema 
nervoso central (SNC), incluindo paralisia semelhante a poliomielite. Mais recentemente, o enterovirus D68 causou 
uma epidemia significativa na estagao dos virus respiratorios de 2014 para 2015. Esse virus provoca infecgoes 
respiratorias, que incluem desde infecgoes leves a graves e potencialmente fatais (www.cdc.gov/non-polio- 
enterovirus/about/ev-d68.html). 

A infecgao por enterovirus e mais comum em lactentes e criangas de pouca idade. Paradoxalmente, a doenga 
paralitica por poliovirus e mais prevalente em adultos jovens. A disseminagao dos enterovirus e facilitada por 
higiene e servigos sanitarios precarios, bem como por aglomeragoes. Nas populagoes em que o virus se dissemina 
ativamente (p. ex., grupos de baixo nivel socioeconomico), a infecgao ocorre em uma idade precoce, e a doenga 


paralitica e infrequente. Os individuos que pertencem a grupos de nivel socioeconomico elevado escapam da 
infecgao quando lactentes, porem tem mais tendencia a sofrer paralisia apos a ocorrencia de infecgao na 
adolescencia. Foi documentado um fenomeno sernelhante com o virus varicela-zoster, o virus Epstein-Barr (EBV) e 
o virus da rubeola. Felizmente, a doenga paralitica era quase totalmente causada por sorotipos virulentos de 
poliovirus, os quais foram praticamente eliminados por imunizagao na maioria dos paises. Na atualidade, o 
poliovirus de tipo silvestre foi erradicado de grande parte do mundo, e a Organizagao Mundial da Saude (OMS) 
relata que o mundo nunca esteve em melhor posigao para erradicar a poliomielite. 65,497 As principals areas onde 
continua havendo transmissao da doenga incluem Nigeria, Africa central e o nordeste africano, onde ocorreram 
surtos, bem como Paquistao e Afeganistao. A doenga paralitica pode ser causada por virus coxsackie e enterovirus 
tradicionais, porem apenas muito raramente. Foi observada a produgao de doenga paralitica pelo enterovirus 71. 

A patogenese da maioria das infecgoes por enterovirus inclui infecgao primaria dos tratos respiratorio ou 
gastrintestinal, seguida de viremia e infecgao de um orgao-alvo distante, como pele, coragao ou meninges. A vacina 
poliomielite inativada (Salk) estimula a produgao de anticorpos sericos neutralizantes, mas nao a imunidade das 
mucosas. A vacina atua devido ao bloqueio da disseminagao do virus para as meninges pelos anticorpos sericos. A 
incapacidade da vacina Salk de impedir a ocorrencia de infecgao gastrintestinal leve nao representa um serio 
problema para o individuo, embora permita a circulagao continua da cepa virulenta. 

Nesses ultimos anos, os casos de poliomielite paralitica relatados nos paises desenvolvidos foram causados, em 
sua maior parte, pelas cepas da vacina atenuadas (Sabin). Consequentemente, as vacinas poliomielite inativadas 
(Salk) voltaram a ser recomendadas para uso nos EE1A. As informagoes atualizadas sobre a vacina poliomielite 
podem ser encontradas no website dos CDC (http://www.cdc.gov/vaccines/vpd-vac/polio/vacc-in-short.htm). 

Os sintomas da maioria das infecgoes por enterovirus sao produzidos pelo efeito citopatico direto do virus sobre 
o orgao-alvo. A meningoencefalite e acompanhada de infecgao produtiva do SNC pelo virus em replicagao ativa. 
Por outro lado, a sindrome clinica de miocardite e causada por uma reagao imunologica ao tecido cardiaco infectado 
por enterovirus. Quando o paciente toma-se sintomatico, o virus habitualmente foi eliminado do coragao. 

Com base na patogenese da infecgao enteroviral, e evidente que a detecgao do virus por cultura ou metodos 
moleculares a partir de pacientes com meningite asseptica (/. e., infecgao produtiva) seja valida; entretanto, uma 
pesquisa sernelhante em pacientes com miocardite (doenga imunopatologica) tem pouca probabilidade de produzir 
isolados do virus ou resultados positivos. 

O parechovirus humano e outro membro da familia Picomaviridae que foi descoberto e cuja patogenicidade 
continua sendo descrita. 441 Esse virus tem sido associado a diarreia, sepse, hepatite e, o mais importante, 
meningite/encefalite, que se assemelham aquelas causadas por enterovirus. 30,142 Nos principais laboratories de 
referenda, dispoe-se de metodos moleculares que sao necessarios para a detecgao desse virus em tempo habil. 

Rabdovirus 

Foram descritos muitos outros virus RNA importantes, alguns dos quais produzem infecgoes altamente letais. Esses 
virus sao principalmente tropicais e, por conseguinte, tem menos tendencia a ser encontrados nos laboratories 
clinicos do que os picomavirus e os mixovirus. Dentre esses virus, destacam-se os rabdovirus, incluindo o agente 
causador da raiva, de importancia mundial. 

O diagnostico da raiva e estabelecido pela detecgao do antigeno viral ou do acido nucleico do virus em amostras 
clinicas de animais ou de seres humanos. A cultura do virus da raiva raramente e realizada, devido a simplicidade, 
acuracia e rapidez da imunofluorescencia direta. Esse flagelo historico e endemico em animais silvestres nos EUA, 
porem e extremamente raro nos seres humanos. Entretanto, a exposigao humana continua ocorrendo devido a caes 
de caga expostos a animais silvestres infectados, morcegos infectados e animais domesticos. 353 Embora os morcegos 
possam ser insetivoros, e o contato possa ser apenas casual, esses animais continuam sendo um importante 
reservatorio do virus. Em alguns casos, o unico contato reconhecido foi o achado de um morcego em um quarto, na 
ausencia de mordedura reconhecida. Em outros casos, pode ser impossivel identificar qualquer fonte da raiva 
humana. Nao raramente, o diagnostico so e suspeito na necropsia. 

As possiveis exposigoes produzem muita ansiedade, devido a letalidade da infecgao. O custo da prevengao da 
doenga humana pode ser enorme, como ocorreu em New Hampshire, quando um grande numero de individuos foi 
potencialmente exposto a um gato raivoso em uma loja de animais. 59 O custo estimado para a investigagao 
epidemiologica e a profilaxia alcangou 1,5 milhao de do lares. No leste dos EUA, a doenga epizootica continua 


observada em guaxinins causa muita preocupagao, em virtude da frequencia com que esses animais agressivos 
invadem as residencias humanas. A estrutura molecular das cepas do virus da raiva reflete o seu hospedeiro animal. 
Na atualidade, e posslvel identificar a provavel origem de um virus isolado a partir da composigao de seu acido 
nucleico. Infelizmente, a raiva foi acrescentada a lista de infecgoes transmitidas por transplantes. 438,429 Em 2004, 
ocorreu encefalite, cuja causa foi fmalmente atribuida ao virus da raiva, em tres receptores de orgaos (/. e., um 
receptor de figado e dois de rim). O doador, que tinha falecido de complicagoes de uma hemorragia subaracnoidea, 
nao apresentava suspeita de doenga infecciosa, e o virus da raiva nao esta entre os virus para os quais se realiza um 
rastreamento de rotina antes da doagao de orgaos. Somente durante uma investigagao subsequente e que amigos do 
doador lembraram que ele havia sido mordido por um morcego. A investigagao subsequente e um exame de 
necropsia revelaram um quarto paciente, tambem receptor de tecido hepatico infectado, que tambem morreu da 
doenga. Alem desse lamentavel incidente, houve tambem um caso de transmissao cirurgica inadvertida de raiva em 
decorrencia de um transplante de cornea. 2 '’ 4 

Arenavirus 

Os arenavirus constituem uma familia de virus RNA que compartilham caracteristicas biologicas fascinantes. 42 Seus 
hospedeiros naturais sao constituidos por uma variedade de roedores, que sao persistentemente infectados, sem 
nenhuma resposta imunologica efetiva ou doenga sintomatica. O virus infeccioso e excretado na urina, que constitui 
a fonte da infecgao humana. Por conseguinte, os individuos que correm risco de infecgao sao aqueles que entram em 
contato com excrementos de roedores infectados, tanto em suas casas quanto durante o trabalho no campo. A 
transmissao interpessoal ocorre regularmente apenas no caso do virus Lassa, habitualmente em profissionais de 
saude que foram expostos a liquidos corporais infectados, sobretudo durante a realizagao de necropsias. Varios dos 
virus causadores de febre hemorragica parecem ser transmitidos por homens convalescentes as suas parceiras 
sexuais. O paciente infectado nao representa um risco significativo para os individuos que tem contato casual com 
ele. As infecgoes laboratoriais tem sido incomuns, mas podem ocorrer (p. ex., um funcionario laboratorial foi 
infectado pelo virus Sabia). 56 As fontes de infecgao tem consistido em aerossolizagao de liquidos de cultura e, 
provavelmente, urina de roedores. Foi constatada a ocorrencia de epidemias do virus da coriomeningite linfocitica 
(CML) entre funcionarios de um laboratorio que trabalhavam com hamsters e entre individuos que tinham hamsters 
como animais de estimagao. 186 A Tabela 23.3 fomece um resumo dos principais patogenos humanos, a sua 
distribuigao geografica, os roedores reservatorios, a doenga clinica e a data da descoberta. 

O virus da CML foi descoberto durante a investigagao da epidemia pelo virus da encefalite de St. Louis, em 
1933. Em pouco tempo, foi constatado que o virus causava meningite asseptica nos seres humanos. A frequencia da 
infecgao provavelmente e subestimada, visto que os medicos nao suspeitam da infecgao, e nao se dispde facilmente 
de instrumentos diagnostics. Alguns pesquisadores detectaram a presenga de anticorpos contra o virus da CML em 
5,1% das mulheres saudaveis em Birmingham, no Alabama. 445 O virus Junin foi o primeiro arenavirus reconhecido 
como causa de febre hemorragica, a febre hemorragica argentina na regiao dos Pampas. Os misterios que envolviam 
a epidemiologia foram esclarecidos alguns anos depois por Karl Johnson et al. durante a pesquisa de um surto de 
febre hemorragica boliviana na provincia de Beni, causada pelo virus Machupo. 249 Esses virus adquiriram ainda 
mais notoriedade apos o reconhecimento da doenga hemorragica grave em varios paises da Africa ocidental, 
causada pelo virus Lassa. Outras contribuigoes para esse grupo provem da America do Sul: o virus Guanarito na 
Venezuela e o virus Sabia no Brasil. Os virus antigos continuam sendo uma importante causa de doenga, conforme 
demonstrado pelo surto de febre hemorragica boliviana em 1994, nas provincias de El Beni e Santa Cruz. 5 

Os arenavirus possuem morfologia distinta (Tabela 23.1) que levou ao reconhecimento do grupo. 45 Trata-se de 
particulas aproximadamente esfericas e envelopadas, com estruturas proeminentes semelhantes a ribossomos no 
centra. O nome do grupo deriva da palavra latina arenosus (arenoso), que foi sugerido pelas particulas intemas 
observadas. O nome original proposto, arenovirus, foi subsequentemente modificado para arenavirus, de modo a 
evitar qualquer confusao com os adenovirus. 

Filovirus 

Durante muitos anos, o unico membra conhecido desse grupo era o virus Marburg, causador de uma misteriosa 
doenga fatal entre tratadores de macacos em um laboratorio em Marburg, na Alemanha, em 1967. 405 O virus 
provinha de macacos-verdes africanos, mas as tentativas de identificar o agente em macacos recem-capturados na 
Africa nao tiveram sucesso. Durante a decada seguinte, foram obtidos poucos isolados do virus, que continuou 


sendo uma curiosidade, apesar de sua natureza fatal. Em 1977, um novo virus, designado como virus Ebola, foi 
isolado a partir de surtos simultaneos de doenga no Zaire e no Sudao. Os surtos compartilhavam caracterlsticas 
epidemiologicas e cllnicas, e foi constatado que os virus eram estreitamente relacionados, embora distintos em nlvel 
antigenico. A doenga era caracterizada por febre alta, choque, comprometimento de multiplos sistemas organicos e 
hemorragia difusa. A taxa de mortalidade associada ao virus Marburg foi de 25%; ao virus Ebola do Sudao, de 50%, 
e ao virus Ebola do Zaire, de 90%. A semelhanga do virus Marburg, a fonte da infecgao era desconhecida, porem a 
transmissao estava claramente associada a exposigao ao sangue e a llquidos corporals de pacientes infectados. As 
equipes medicas de alguns dos pequenos hospitals missionaries eram dizimadas pela misteriosa doenga. 


Tabela 23.3 Caracteristicas dos arenavirus patogenicos para os seres humanos. 


Virus 

Distribuigao 

geografica 

Hospedeiro roedor 

Doenga humana 

Taxa de mortalidade 

Ano de 

descoberta 

Virus da coriomeningite 

linfocitica (CML) 

Europa, America do 

Norte e America do 

Sul 

Mus domesticus; Mus 

musculus 

Meningite asseptica 

<1% 

1939 

Virus Junin 

Argentina 

Calomys musculinus 

Febre hemorragica 

15 a 30% 

1958 

Virus Machupo 

Bolivia 

Calomys callosus 

Febre hemorragica 

25% 

1963 

Virus Lassa 

Africa ocidental 

Mastomys spp. 

Febre hemorragica 

15% 

1969 

Virus Guanarito 

Venezuela 

Zygodontomys 

brevicauda; 

Sigmodon alsoni 

Febre hemorragica 

25% 

1990 

Virus Sabia 

Brasil 

Desconhecido 

Febre hemorragica 

Poucos casos para 

estabelecerataxa 

de mortalidade 

1990 

Virus do Arroio de Agua 

Branca 

Sudoeste dos EUA 

Neotoma albicula 

Febre hemorragica 

Varios casos 

identificados de 

modo presuntivo 

1999 

Virus Lujo 

Africa do Sul 

Desconhecido 

Febre hemorragica 

80% 

2008 


As duas epidemias em areas remotas do Sudao e do Zaire alarmaram os circulos envolvidos na saude publica e 
doengas infecciosas, porem nao tiveram impacto sobre o publico geral. Essa situagao mudou radicalmente quando 
ocorreu um grande surto em Kikwit, na Nigeria, em 1995. Foram registrados mais de 300 casos dentro de um curto 
periodo de tempo, dos quais aproximadamente um tergo acometeu profissionais de saude, com uma taxa de 
mortalidade de aproximadamente 80%. A epidemia foi fmalmente controlada pela introdugao de precaugoes estritas 
com barreiras, de modo a evitar qualquer contato das familias e dos profissionais de saude com as secregoes de 
pacientes infectados. A origem dessa extensa epidemia ainda nao foi esclarecida. 

Uma terceira cepa do virus Ebola foi identificada na Costa do Marfim, em 1994. As conjecturas sobre a origem 
do virus Ebola na natureza concentraram-se nos macacos, devido a origem simiana do virus Marburg, porem nao 
foram encontradas evidencias solidas para sustentar essa hipotese. Uma cepa do virus Ebola mais estreitamente 
relacionada com o tipo Zaire foi isolada do sangue de um pesquisador, que provavelmente adquiriu a infecgao 
enquanto estava realizando uma necropsia em um chimpanze infectado. A epidemia altamente letal entre os 
chimpanzes foi a primeira demonstragao da infecgao natural em animais silvestres. Os cuidados de limpeza entre os 
animais e outros contatos estreitos nao representavam um fator de risco para a aquisigao da infecgao por um 
chimpanze, enquanto o consumo de came constitula um risco. 1 "" A elevada taxa de mortalidade entre os chimpanzes 
torna pouco provavel que esses primatas sejam o reservatorio natural da infecgao. 



Foram obtidas evidencias adicionais de uma origem simia do virus Ebola a partir de uma epidemia de infecgao 
letal ocorrida entre macacos cinomolgos em duas instalagoes de criagao de animais - a primeira em Reston, na 
Virginia e a segunda, no Texas. Em ambos os casos, os animais tinham sido importados das Filipinas, e o virus era 
antigenicamente distinto das cepas isoladas no Zaire, no Sudao e na Costa do Marfim. Foram documentados apenas 
cinco casos de infecgao humana pela cepa Restom do virus Ebola, todos os quais foram assintomaticos. Houve 
evidencias de transmissao da infecgao de um animal para outro por aerossois, uma caracteristica epidemiologica 
aterradora, que felizmente nao foi encontrada na epidemia humana. Foram tambem comunicados dados indicando a 
ocorrencia de doenga epidemica entre macacos cinomolgos em cativeiros nas Filipinas, antes de sua exportagao. A 
taxa de mortalidade entre os macacos infectados foi de 82%, e a infecgao desenvolveu-se mais provavelmente nos 
animais mantidos agrupados em uma mesma jaula do que naqueles mantidos em jaulas individuais. 

A epidemia do virus Ebola de 2014 a 2016 continuava devastadora na Africa ocidental no momento em que este 
capitulo estava sendo redigido; todavia, felizmente, como resultado de extensas medidas de controle e dos esforgos 
heroicos de muitas pessoas, ela parece comegar a estar sob controle. Em 9 de junho de 2015, foram documentados 
27.273 casos de doenga pelo virus Ebola, com 11.173 mortes. 70 Isso equivale a uma taxa de mortalidade de 41%. 
Essa epidemia concentrou-se nos paises da Africa ocidental de Serra Leoa, Guine e Liberia. A transmissao para 
paises fora das areas endemicas ocorreu, em grande parte, por meio de viagens aereas; foram relatados pacientes 
infectados nos EUA, no Reino Unido, em Mali e na Italia. 70 

Os filovirus sao virus RNA com ultraestrutura caracteristica (Tabela 23.1) e morfologia filamentosa distinta, que 
confere a familia o seu nome. Os dois virus, Marburg e Ebola, podem ser diferenciados pela sua morfologia 
ultraestrutural, e os tipos de virus Ebola sao antigenicamente distintos. 

Esses agentes de biosseguranga de nivel 4 tem pouca probabilidade de ser encontrados em laboratories clinicos. 
Entretanto, as medidas de controle da infecgao e de amostras passaram por uma revisao, devido a importagao de 
alguns pacientes infectados pelo virus Ebola ou expostos na epidemia atual. 70 Os leitores interessados podem 
consultar varias revisoes excelentes da biologia desses virus fascinantes e das doengas que eles provocam . 369,405 

Togavirus e flavivirus 

Atualmente, Togaviridae e Flaviviridae incluem muitos dos virus anteriormente conhecidos como arbovirus (virus 
transmitidos por artropodes), bem como alguns outros virus nao transmitidos por artropodes. 70 Esses grupos sao 
constituidos por virus RNA de filamento simples, com envelope lipidico. 411,413 Os togavirus foram assim 
denominados em virtude de sua “toga” lipidica que os circunda. Esses agentes biologicamente diversos possuem 
uma ecologia complexa. Eles habitualmente infectam mamiferos de pequeno porte ou aves e sao transmitidos de um 
animal para outro por carrapatos ou mosquitos vetores. Muitos desses virus tambem sao mantidos dentro da 
linhagem dos artropodes por passagem transovariana da femea gravida para as larvas. Os seres humanos sao 
hospedeiros acidentais quando sao inadvertidamente infectados em lugar dos reservatorios animais habituais. 

Tres membros desses grupos nao se enquadram no perfd tradicional e serao discutidos em seus contextos 
tradicionais, sao eles o virus da rubeola, um togavirus, e os virus da hepatite C e da hepatite E, que sao flavivirus. 

A outra divisao dentro da familia Togaviridae, os alfavirus, contem os agentes da encefalite equina do leste, da 
encefalite equina do oeste e da encefalite venezuelana, bem como o virus Chikungunya, que e um patogeno 
emergente. Os flavivirus incluem os agentes da encefalite de St. Louis, da dengue (febre quebra ossos), febre 
amarela e da febre do oeste do Nilo. 

A cada ano, ocorre um pequeno numero de casos humanos de encefalite equina do leste e de encefalite equina 
do oeste. A doenga humana pode ser prevista por um aumento na incidencia de doenga em equinos. As epidemias de 
encefalite de St. Louis ocorrem aproximadamente a cada 2 anos no sul dos EUA, particularmente no Texas, nos 
estados da Costa do Golfo e na Florida. Os reservatorios do virus da encefalite de St. Louis consistem em aves, e os 
mosquitos vetores variam de acordo com a localizagao geografica. A doenga e mais grave nos individuos idosos, e 
as infecgoes tendem a se concentrar em areas densamente arborizadas com casas inadequadamente protegidas. 

A febre da dengue 1 " e prevalente no Caribe e no Sudeste Asiatico. Nos EUA, sao observados casos importados 
com frequencia crescente, e foram relatados casos esporadicos de transmissao autoctone do virus na parte 
continental dos EUA, mais comumente no Texas. Nos EUA, foi identificada uma via de entrada extremamente 
incomum do virus, quando foram encontrados mosquitos infectados em agua estagnada acumulada em pneus 
importados do Sudeste Asiatico. A infecgao nao complicada e uma doenga febril indiferenciada, algumas vezes 


acompanhada de exantema, artralgias e artrite. O diagnostico diferencial deve incluir outras infecgoes virais, como a 
rubeola. Existem quatro sorotipos distintos do virus da dengue. De acordo com a hipotese aventada por Halstead, 
infecgoes sucessivas por diferentes sorotipos desencadeiam mecanismos imunopatologicos que produzem a 
slndrome de febre hemorragica da dengue. 199 ' 308 Antigamente limitada ao Sudeste Asiatico, a forma hemorragica 
letal da doenga tern ocorrido no Caribe com frequencia crescente, e atualmente a sua incidencia esta aumentando. 

O virus do oeste do Nilo produz um espectro de doengas neurologicas, incluindo encefalite, meningite e uma 
slndrome semelhante a poliomielite. 41 Ate 1999, esse virus provocou infecgoes localizadas na Africa, no Oriente 
Medio e na Europa oriental. Naquele ano, foi descoberto na cidade de Nova York e, subsequentemente, disseminou- 
se pelos EUA. Acredita-se que, no primeiro paciente com encefalite, a doenga tenha sido causada pelo virus da 
encefalite de St. Louis, que esta estreitamente relacionado, do ponto de vista imunologico, com o virus do oeste do 
Nilo. Esses dois virus compartilham outras caracteristicas, incluindo as aves como hospedeiros frequentes (/. e., uma 
caracteristica que pode estar relacionada com a rapida disseminagao do virus). A importagao e a disseminagao do 
virus do oeste do Nilo demonstra quao rapidamente um agente infeccioso considerado uma trivialidade exotica pode 
assumir relevancia cotidiana. 371 

O virus Zika 1 ' e um flavivirus que se acredita seja responsavel pela ampla epidemia de microcefalia no Brasil e 
em outras regioes tropicais. 

O virus Chikungunya v pode ser acuradamente descrito como patogeno emergente, que e um termo empregado, 
com frequencia, de maneira excessiva. Isso e justificado pela emergencia de uma variante genetica que aumenta a 
capacidade de replicagao do virus dentro do mosquito, bem como por outras caracteristicas. Conforme assinalado 
anteriormente, o virus Chikungunya e um togavirus. A doenga e transmitida pelos mosquitos Aedes aegvpti e Aedes 
albopictus, ambos os quais tambem transmitem o virus da dengue. O virus Chikungunya provoca febre alta, 
semelhante aquela produzida na dengue, porem tern mais tendencia a causar poliartralgias graves. 

O periodo de incubagao e habitualmente de 3 a 7 dias, porem pode ser mais curto, de apenas um dia, ou mais 
longo, estendendo-se por 12 dias. A infecgao aguda habitualmente soffe resolugao dentro de 10 dias; em certas 
ocasioes, podem ocorrer complicagoes, como nefrite, meningoencefalite e sindrome de Guillain-Barre. Nao existe 
nenhum tratamento especifico, porem pode haver necessidade de cuidados de suporte. E importante estabelecer um 
diagnostico defmitivo, devido a sobreposigao dos sintomas com os da dengue, e os agentes anti-inflamatorios nao 
esteroides, que podem ser usados em pacientes infectados pelo virus Chikungunya, nao devem ser administrados a 
pacientes com dengue. Esses dados e outras informagoes sobre o virus Chikungunya estao disponiveis nos CDC 
(www. cdc. go v/chikungunya/). 

Buniavirus 

A familia Bunyaviridae e constituida por um grande grupo diversificado de virus, que sao transmitidos aos seres 
humanos por artropodes vetores, principalmente carrapatos e mosquitos, bem como pelos excrementos de roedores 
infectados. Existem quatro generos de importancia medica: (1) Bunyiavirus, que inclui o grupo dos virus da 
encefalite da California; (2) Nairovirus, que inclui o virus da febre hemorragica do Congo-Crimeia; (3) Phlebovirus, 
que inclui o virus da febre do Vale do Rift e o virus da febre do flebotomo; e (4) Hantavirus, que abrange os agentes 
da febre hemorragica da Coreia, da nefropatia epidemica e da sindrome pulmonar por hantavirus. 7 "' 02 

Virus da encefalite da California. O grupo dos virus da encefalite da California esta entre um dos mais 
importantes virus do grupo dos buniavirus nos EUA. Apesar do nome “da California”, esses virus provocam doenga 
mais comumente nos estados do meio-oeste e do centro-norte. O grupo dos virus da encefalite da California provoca 
comumente meningite asseptica, uma doenga que ocorre no verao e que e clinicamente indistinguivel da doenga 
causada por enterovirus. 47 ' '’ 2 As infecgoes pelo proprio virus da encefalite da California sao incomuns; o virus 
LaCrosse e o patogeno humano mais comum do grupo. A maioria dos pacientes recupera-se da infecgao sem 
nenhuma complicagao. 

Hantavirus. Os hantavirus expandiram-se de simples agentes infecciosos exoticos para uma ameaga endemica nos 
EUA. 413 As caracteristicas uniformes do grupo consistem em infecgao persistente e assintomatica de um hospedeiro 
roedor, a transmissao para seres humanos por meio de urina e excrementos de roedores infectados e a infecgao do 
endotelio vascular. A distribuigao dos virus, os roedores hospedeiros e as doengas clinicas associadas estao 
resumidas na Tabela 23.4. 


Durante a Guerra da Coreia, foi constatada a ocorrencia de febre hemorragica grave entre soldados norte- 
americanos. Os sintomas proeminentes, que consistiam em choque e insuficiencia renal, proporcionaram o nome 
descritivo de febre hemorragica com sintomas renais (FHSR). O quadro clinico classico dessa doenga consiste em 
febre, trombocitopenia e insuficiencia renal. No contexto clinico, a normal izagao das plaquetas indica a restauragao 
da fungao renal normal. Os casos mais graves caracterizam-se por choque e falencia de multiplos orgaos, simulando 
a sepse bacteriana. As manifestagoes menos comuns consistem em hemorragia retroperitoneal e edema pulmonar. 
Alguns pacientes apresentam doenga febril indiferenciada, com fungao renal normal. Na Grecia, foi descrita uma 
sindrome clinica de doenga hepatica grave, na qual prevalecem cepas semelhantes ao virus associado as infecgoes 
ocorridas na Coreia. 

Apos a documentagao da doenga na Coreia, foi constatado que essa grave sindrome clinica tambem ocorria no 
leste da Uniao Sovietica e na Manchuria. O agente etiologico so foi isolado em 1982, quando foi isolado o virus 
Hantaan, cujo nome provem do rio da Coreia onde ocorreu a doenga epidemica. Esse virus provoca infecgao 
persistente e assintomatica no hospedeiro roedor, Apodemus agrarius. Subsequentemente, foi isolado um segundo 
agente relacionado, o virus Seoul, que provoca infecgao menos grave. Os hospedeiros roedores do virus Seoul 
consistem em ratos urbanos, Rattus norvegicus e Rattus rattus. O virus Seoul foi encontrado em ratos de laboratorio 
e provocou infecgao nos funcionarios do laboratorio. Nao existe nenhum caso documentado de infecgao pelo virus 
Hantaan nos EUA; todavia, casos de FHSR induzida pelo virus Seoul foram documentados sorologicamente em 
Baltimore. Nos EUA, os hantavirus associados a ratos foram associados a doenga renal hipertensiva, mas nao a 
outras doengas renais cronicas. 171 Embora a doenga renal hipertensiva nao esteja habitualmente associada a agentes 
infecciosos, a experiencia com o Helicobacter pylori e a gastrite deve nos alertar para nao descartar a possibilidade 
desse tipo de associagao. 


Tabela 23.4 Hantavirus selecionados | Hospedeiros e doengas ch'nicas. 


Virus 

Distribuigao geografica 

Hospedeiro roedor 

Doenga clinica 

Hantaan 

Extremo Oriente 

Apodemus agrarius (forma oriental) 

Febre hemorragica com sindrome renal 

(FHSR) 

Seoul 

Mundial 

Rattus rattus; Rattus norvegicus (ratos 

urbanos) 

FHSR leve 

Dobrava 

Balcas 

Apodemus flavicollis 

FHSR 

Puumala 

Escandinavia; Europa 

Clethrionomys glariolus (rato-calunga) 

Nefropatia endemica 

Sin nombre 

Sudoeste dos EUA 

Peromyscus maniculatus (rato-veadeiro) 

Sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) 

Bayou 

Louisiana 

Oligoryzomys palustris (rato do arroz) 

SPH 

Black Creek Canal 

Florida 

Sigmodon hispidus (rato-de-algodao) 

Descon hecida 

New York 

Nordeste dos EUA 

Peromyscus leucopus (camundongo de pata 

branca) 

SPH 

Monongahela 

Leste dos EUA 

Peromyscus maniculatus nubiterrae (forma 

florestal do rato-veadeiro) 

SPH 

Andes 

Americas do Sul e Central 

Oligoryzomys longicaudatus 

SPH 


Para informagoes sobre outros virus, consultar a referenda 441. 


Uma versao mais leve dessa infecgao, conhecida como nefropatia epidemica, e produzida pelo virus Puumala e 
ocorre na Escandinavia (Tabela 23.4). 41 ' O virus provoca infecgoes assintomaticas no rato-calunga; nos seres 
humanos, produz uma doenga febril aguda com dor lombar e poliuria, acompanhada ou nao de manifestagoes 
hemorragicas leves, porem sem choque. Os pacientes recuperam-se sem qualquer sequela. Com frequencia, os 



sintomas sao inespecificos, e o diagnostico clinico foi correto em apenas 28% dos casos em um estudo conduzido na 
Finlandia. 

Em 1993, a atengao foi concentrada nos hantavirus, quando ocorreu um surto de doenga respiratoria grave na 
area de Comers no sudoeste dos EUA. 370,413 Os pacientes apresentaram uma sindrome prodromica de febre, mialgia, 
tosse ou dispneia, sintomas gastrintestinais e cefaleia, que progrediu rapidamente para edema pulmonar irreversivel. 
Com uma rapidez surpreendente, o agente etiologico foi identificado como novo membro do genero hantavims, 
denominado vims Sin Nombre (inicialmente designado como vims Four Comers). O hospedeiro roedor do vims Sin 
Nombre e o rato-veadeiro, Peromyscus maniculatus. Foi aventada a hipotese de que as chuvas intensas aumentaram 
as fontes alimentares naquele ano ou no ano anterior, ocasionando um grande aumento no numero de roedores, com 
consequente aumento na frequencia de contato do homem com camundongos, alterando a epidemiologia de uma 
doenga endemica esporadica para uma infecgao epidemica. Nao ha evidencias de transmissao humana interpessoal 
da sindrome pulmonar por hantavims. O diagnostico retrospectivo de casos de infecgao pelo vims Sin Nombre ou 
por um vims relacionado, que datam de 1978, foi estabelecido por meio de coloragao com imunoperoxidase de 
amostras de tecidos incluidos em parafma e conservados. 505 Todas as 12 infecgoes identificadas de modo 
retrospectivo ocorreram no oeste do Rio Mississippi, a maioria no extremo-oeste dos EUA. 

Apos a descoberta do vims Sin Nombre, foram identificados outros hantavims relacionados nos EUA, incluindo 
Louisiania, Florida e leste dos EUA (Tabela 23.4). A frequencia da infecgao por hantavims fora das areas endemicas 
nao e conhecida. 

O pulmao constitui o orgao-alvo do ponto de vista tanto patologico quanto clinico. 370 O edema e o deposito de 
fibrina com deposigao de membranas hialinas nos espagos aereos sao acompanhados de exsudato mononuclear 
intersticial. Muitos orgaos sao infiltrados por grandes celulas imunoblasticas. Os achados hematologicos incluem 
leucocitose de neutrofilos com desvio para a esquerda, trombocitopenia, imunoblastos circulantes e, nos casos 
graves, hemoconcentragao. O deposito de antigenos virais concentra-se nas celulas endoteliais, particularmente na 
vascularizagao pulmonar, e, nessas celulas, podem-se observar particulas virais. 304 Sao tambem encontrados 
antigenos do hantavims em celulas dendriticas foliculares, macrofagos e linfocitos. 

Virus da gastrenterite humana 

A gastrenterite viral ocupa o segundo lugar depois das doengas respiratorias virais como causa de morbidade 
associada a vims nos EUA. A incidencia anual de gastrenterite viral foi estimada em cerca de 11%. 114 A mortalidade 
e rara. Foram adquiridos muitos conhecimentos sobre os agentes etiologicos da doenga, porem apenas cerca de 50% 
dos casos de gastrenterite infecciosa podem ser relacionados a uma etiologia. A maioria desses agentes foi 
inicialmente identificada por imunomicroscopia eletronica, porem mais frequentemente, agora, por tecnicas 
moleculares avangadas, incluindo NGS. Na imunomicroscopia eletronica, o soro imune e misturado com uma 
suspensao de vims ou uma amostra de fezes. A aglutinagao das particulas virais submicroscopicas pode ser 
observada ao examinar preparagoes com coloragao negativa com microscopio eletronico. Nao e possivel efetuar 
facilmente culturas da maioria desses agentes. Por conseguinte, os detalhes sobre a sua composigao nao sao 
conhecidos ou estao sendo descritos; por conveniencia, serao discutidos com os patogenos mais comuns, os 
rotavirus. 

Os agentes da gastrenterite viral podem ser divididos em seis gmpos. A classificagao esta sujeita a mudangas, 
em virtude das evidencias emergentes sobre alguns dos agentes: 

Rotavirus 

Calicivirus 

Vims Norwalk (i. e., Norovims) 

Vims Sapporo 
Astrovims 

Adenovirus entericos 

A frequencia desses vims esta resumida na Tabela 23.5. 195 Os dados provem de um estudo de amostras de fezes 
apresentado a uma organizagao de manutengao de saude na Georgia. Nesse estudo, a identificagao dos vims foi 
totalmente obtida por metodos moleculares e foi realizada nos CDC. 

Muitos aspectos dessas infecgoes gastrintestinais virais sao semelhantes. Causam vomitos agudos ou diarreia, 
que habitualmente e leve, autolimitada e nao inflamatoria. Nao ocorre diarreia sanguinolenta. A analise 


microscopica de biopsia de amostras de voluntaries humanos que ingeriram esses agentes infecciosos revela uma 
atenuagao das vilosidades intestinais e a presenga de alteragoes inflamatorias leves da submucosa, alteragoes que 
indicam ma absorgao do intestino delgado. As celulas lesionadas nas extremidades das vilosidades sao substituidas 
por celulas da base das criptas dentro de 5 a 10 dias apos a lesao. A diarreia, cuja duragao e de mais de 7 a 10 dias, 
tern pouca probabilidade de ser viral. O tratamento consiste na reposigao dos llquidos e eletrolitos perdidos, 
habitualmente em decorrencia dos vomitos. Infelizmente, a imunidade parece ser apenas parcial. 114 

Tabela 23.5 Carga estimada (porcentagem) de casos de gastrenterite aguda na comunidade causada 


por virus. 

Qualquer virus 

26,80% 

Norovirus 

15,90% 

Astrovirus 

4,40% 

Rotavirus 

2,1%" 

Sapovirus 

2,20% 

Adenovirus 

2,40% 

Bacterias 

4,10% 

Parasitas 

1,00% 

Nao identificados 

68,30% 


a A incidencia varia de acordo com a idade. Os numeros apresentados sao para todas as faixas etarias. No estudo de 
referencia, o rotavirus foi mais comum do que o norovirus na faixa etaria de 5 a 15 anos. 

Adaptada da referencia 195. 

E notavel assinalar a ausencia de virus intestinais convencionais na lista dos patogenos. Ha poucas evidencias de 
que os enterovirus ou os adenovirus respiratorios possam causar doenga gastrintestinal. 

Rotavirus. Os rotavirus constituem os patogenos humanos mais importantes na familia Reoviridae. Os proprios 
reovirus nao estao associados a doenga humana, porem tern sido uteis no estudo dos mecanismos moleculares da 
patogenese viral. “Reo” vem de respiratory-enteric orphan, uma designagao proveniente da origem dos virus 
isolados e da falta de associagao a qualquer doenga clinica. O rotavirus adquiriu esse nome pela aparencia do virion 
semelhante a uma roda nas micrografias eletronicas (Tabela 23.1). 

Os rotavirus incluem patogenos tanto humanos quanto de animais; entretanto, os rotavirus de animais nao 
infectam os seres humanos. Os rotavirus humanos foram classificados sorologicamente, e as cepas humanas mais 
patogenicas nos EUA e na Europa pertencem ao grupo AT 1 O rotavirus humano constitui uma causa comum de 
gastrenterite em lactentes e criangas de pouca idade. 258 A apresentagao clinica e variavel; todavia, os vomitos e a 
desidratagao constituem as caracteristicas proeminentes, em comparagao com a gastrenterite produzida por outros 
virus. A associagao dos vomitos a uma ocorrencia sazonal nos meses de invemo levou os pesquisadores a 
denominar a condigao de “doenga de vomitos do invemo”. Na infeegao por rotavirus, a frequencia e a especificidade 
dos sintomas respiratorios sao controversas. E possivel que a prevalencia dos vomitos na infeegao por rotavirus 
possa refletir a idade do paciente, mais do que uma propriedade do vims, visto que o vims Norwalk provoca 
significativamente mais vomitos em lactentes do que em adultos. Ilhnoo e Svensson estudaram as caracteristicas 
comparativas do gmpo A, subgmpos 1 e 2, em lactentes da Suecia. 459 Os pacientes com cepas do subgmpo 1 
apresentaram febre de ate 39°C com frequencia significativamente maior do que os pacientes com cepas do 
subgmpo 2; todavia, os lactentes com infeegoes por cepas do subgmpo 2 ficaram mais doentes, foram 
hospitalizados com mais frequencia e tiveram mais tendencia a apresentar sintomas respiratorios. A frequencia da 
diarreia e dos vomitos foi semelhante em ambos os gmpos. 

Pode ocorrer infeegao cronica por rotavirus em criangas imunossuprimidas. Nos adultos, a infeegao por rotavirus 
e habitualmente assintomatica. Esses vims constituem causas notorias de infeegao hospitalar, incluindo epidemias, 



em criangas. 

Calicivirus. Esses virus foram originalmente identificados por microscopia eletronica e caracterizados, 
morfologicamente, como pequenos virus de estrutura arredondada. 201 Existem dois grupos principais de virus dentro 
da familia Caliciviridae: o Norovirus, cuja especie e o virus Norwalk, e o Sapovirus, cuja especie e o virus Sapporo. 

Virus Norwalk. Esse agente, originalmente designado como agente Norwalk da gastrenterite, foi identificado 
como particula de 27 nm em amostras de fezes de individuos em um surto de gastrenterite de comunidade em 
Norwalk, Ohio. Subsequentemente, foram isolados virus RNA semelhantes em outras epidemias. A analise 
molecular desses virus revelou a existencia de dois grupos principais. 9 Esses agentes sao tambem designados como 
norovirus. 261 

Com frequencia, os virus Norwalk tem produzido epidemias de doenga e tambem provocam infecgoes 
esporadicas. 201 Esses virus produzem infecgao e doenga ativa em individuos de todas as idades, diferentemente da 
maioria dos outros agentes virais, que provocam doenga sintomatica predominantemente em lactentes e em criangas 
de pouca idade. Constituem a causa predominante de gastrenterite infecciosa em adultos. Os agentes semelhantes a 
Norwalk tem sido associados a agua e alimentos contaminados, e deve-se considerar essa possibilidade quando um 
paciente recentemente ingeriu mariscos e desenvolveu gastrenterite. Foi descrita a ocorrencia de doenga epidemica 
em diversos locais, incluindo desde partidas de futebol ate cruzeiros maritimos ou clinicas geriatricas. 

Virus Sapporo. Esses agentes assemelham-se, na sua morfologia, aos virus Norwalk, porem diferem do ponto de 
vista imunologico e genetico. Esse virus, a semelhanga do virus Norwalk, recebeu o seu nome a partir do local de 
sua descoberta, Sapporo, no Japao, onde foi identificado, em 1977, como causa de gastrenterite em lactentes. Pode 
causar surtos de gastrenterite infantil; embora tenha ocorrido transmissao por alimentos, esta nao constitui a sua via 
habitual de disseminagao. 51 

Astrovirus. Os astrovirus tambem contem RNA, e a sua cultura tem sido dificil in vitro, embora se tenha obtido o 
crescimento bem-sucedido de algumas cepas. 320 Seu nome provem de sua aparencia ultraestrutural em forma de 
estrela. Algumas autoridades acreditam que os astrovirus, identificados pela primeira vez em 1975 como causa de 
diarreia em criangas, ocupem o segundo lugar depois dos rotavirus como causa de gastrenterite em criangas. 1 "' - Esses 
virus tambem constituem uma importante causa de infecgoes em uma ampla variedade de animais. 105 Tem 
produzido doenga epidemica em criangas de pouca idade, em enfermarias pediatricas, em centros de cuidados 
diarios e em clinicas geriatricas. Foi descrita a ocorrencia de infecgao concomitante por astrovirus e calicivirus. 
Adenovirus enterico. Nao foi possivel estabelecer uma associagao causal entre os sorotipos classicos de 
adenovirus e a doenga diarreica, porem foram demonstrados sorotipos “nao cultivaveis” por imunomicroscopia 
eletronica. Os adenovirus tipos 40 e 41, que nao crescem adequadamente em celulas de cultura tecidual habitual, sao 
patogenos intestinais. 245 Esses adenovirus entericos constituem a segunda causa mais comum de gastrenterite viral 
nos lactentes e tem sido associados a intussuscepgao. 191 Provocam infecgao esporadica, embora se tenha descrito a 
ocorrencia de epidemias. Os pacientes tem, em sua maioria, menos de 2 anos de idade. 

Coronavirus 

Os coronavirus classicos constituem causas do resfriado comum. 225 A maioria requer o uso de cultura de orgaos para 
o seu isolamento confiavel, e esses virus nao tendem a ser encontrados no laboratorio clinico. 

Em 2003, foi reconhecida uma tragica adigao ao genero, quando foi identificado um novo coronavirus como 
causa de uma nova doenga respiratoria misteriosa na China. Acredita-se que esse virus provavelmente tenha sido 
contraido, no inicio, do gato-de-algalia ( Paguma larvata), porem tambem tem sido isolado de outros animais, como 
o furao-texugo chines, entre outros. 190 Essa infecgao foi denominada SRAG. Diferentemente das infecgoes por 
coronavirus anteriormente descritas, a SRAG caracteriza-se por infecgao das vias respiratorias inferiores, que 
frequentemente exige a internagao do paciente em uma unidade de terapia intensiva e que pode ser fatal. 33,82 

O periodo de incubagao da SRAG varia de 2 a 10 dias, com media de 4 a 6 dias. 42 " Nao ha evidencias 
convincentes de transmissao antes do aparecimento dos sintomas ou dentro de 10 dias apos a resolugao da febre. 
Pode ocorrer uma doenga prodromica semelhante a influenza, que consiste em febre, mialgias e cefaleia. Com o 
aparecimento de evidencias radiologicas de pneumonia e agravamento da condigao do paciente, sao observados 
sintomas adicionais, como calaffios, dispneia e tosse. Verifica-se a presenga de leucopenia e linfopenia. Os pacientes 
parecem ser mais infecciosos com cerca de 10 dias da doenga. E interessante assinalar que foi tambem descrita a 
ocorrencia de diarreia aquosa como sintoma proeminente em pacientes com SRAG. 495 A transmissao ocorre 


predominantemente por goticulas respiratorias, porem a doenga pode ser transmitida por fomites e pela 
aerossolizagao de outros liquidos corporais ou fezes. Se o paciente sobreviver, a doenga ira comegar a regredir em 
tomo da terceira semana. Entre 6 e 20% dos pacientes que sobrevivem apresentam algum tipo de comprometimento 
pulmonar. Curiosamente, o virus so raramente infecta criangas, e as que foram infectadas apresentaram doenga leve. 

Outra caracteristica preocupante dessa infecgao e a propensao de sua ocorrencia na equipe hospitalar, 
particularmente naqueles que tern contato proximo com o paciente. 21 ' 1 Mais de 40% das infecgoes no Canada e em 
Cingapura foram adquiridos no hospital, o que demonstra a necessidade de adesao estrita as precaugoes de 
prevengao de infecgao respiratoria para pacientes com infecgoes do trato respiratorio. 498 Com espantosa rapidez e 
com a colaboragao de cientistas no mundo inteiro utilizando a microscopia eletronica e tecnicas moleculares 
avangadas, a causa da infecgao foi identificada como um novo coronavirus. A importancia de um hMPV que foi 
isolado de alguns pacientes permanece incerta, porem e provavel que tenha representado apenas um patogeno de 
coinfecgao/' E interessante assinalar que um coronavirus convencional, OC243, tenha recentemente produzido um 
surto de infecgoes respiratorias, incluindo pneumonia. 

Ocorreram 8.096 casos documentados de SRAG em 26 paises diferentes por ocasiao da interrupgao da 
epidemia. 425 Foi constatada uma taxa de mortalidade de 10% durante a primeira pandemia do seculo XXI. 

Embora o coronavirus associado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) tenha se retirado para o seu 
nicho zoologico, outro coronavirus, o coronavirus associado a sindrome respiratoria do Oriente Medio (MERS- 
CoV), emergiu e atualmente (i. e., no momento em que este capitulo estava sendo redigido) esta causando infecgoes 
problematicas no mundo inteiro. 287 Esse novo coronavirus, que esta associado zoologicamente a camelos, foi 
descrito pela primeira vez na Arabia Saudita. 394 E endemico nos paises em tomo da Peninsula Arabica. Foram 
documentadas 1.026 infecgoes ate fevereiro de 2015, com uma taxa de mortalidade de 36,7% (i. e., 376 mortes). 
Essa infecgao, a semelhanga da SRAG, disseminou-se para locais distantes do mundo em consequencia da 
facilidade das viagens aereas. O MERS-CoV disseminou-se em 19 paises, e havia uma epidemia na Coreia do Sul 
no momento em que este capitulo estava sendo redigido. 394 

Na atualidade, ha um ligeiro predominio do sexo masculino, e a idade mediana dos individuos infectados e de 
50 anos. Esses numeros podem mudar, se forem identificadas mais infecgoes assintomaticas ou subclinicas. Existe 
uma alta probabilidade de transmissao do vims para profissionais de saude, a nao ser que haja uma estrita adesao as 
precaugoes respiratorias. Ate o momento, 18% das infecgoes ocorreram em profissionais de saude. 496 

A sindrome respiratoria do Oriente Medio (SROM) caracteriza-se por febre, tosse e dispneia, porem os pacientes 
tambem podem apresentar calafrios, mialgia, nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia. A semelhanga da SRAG, 
os pacientes podem desenvolver leucopenia e linfopenia. 394 Tanto a trombocitopenia quanto a trombocitose foram 
descritas, bem como uma elevagao das enzimas hepaticas. 394 

Coltivirus 

Esse grupo inclui o virus da febre do carrapato do Colorado, uma doenga febril indiferenciada, que habitualmente e 
leve e autolimitada, mas que, em certas ocasioes, pode ser grave ou ate mesmo fatal. 401 O virus e transmitido pela 
picada de carrapatos. Anteriormente, esse virus era incluido no grupo Orbivirus, que e composto de patogenos de 
animais. Os orbivirus sao membros da familia Reoviridae, juntamente com os rotavirus. 

Retrovirus 

Os retrovirus sao virus RNA; foram assim designados pelo fato de conterem uma enzima que transcreve o RNA em 
DNA, uma reversao da sequencia normal em que o DNA e transcrito em RNA (i. e., retro). Durante muitos anos, 
esses virus foram conhecidos como causa de tumores em animais. Na decada de 1970, foram identificados dois 
virus causadores de linfomas linfociticos de celulas T em seres humanos, que foram classificados como virus de 
linfoma de celulas T humanas (HTLV-I e HTLV-II). Essa descoberta foi de suma importancia do ponto de vista 
biologico, porem os tumores sao incomuns. 1 

O grupo dos retrovirus assumiu uma subita proeminencia e grande notoriedade em 1983, quando foi identificado 
um terceiro retrovirus humano como causa da sindrome de imunodeficiencia adquirida (AIDS). 165 A AIDS havia 
sido clinicamente reconhecida ha varios anos, quando foram detectadas infecgoes oportunistas em homens jovens 
homossexuais, bissexuais ou usuarios de drogas IV, mas que nao tinham os fatores de risco convencionais para a 
pneumonia por Pneumocystis ou a candidiase. 


Foram isolados virus semelhantes em diversos laboratories, que foram variadamente denominados HTLV-III, 
virus associados a linfadenopatia (LAV) e virus relacionado a AIDS (ARV; do ingles, AIDS-related virus). Uma 
equipe de especialistas determinou o nome de virus da imunodeficiencia humana (HIV). Embora o HIV tenha sido 
isolado pela primeira vez em 1983, uma analise retrospectiva de soro e tecidos congelados sugeriu que um virus 
semelhante havia infectado um adolescente sexualmente ativo em St. Louis, em 1968. 163 Subsequentemente, foi 
isolado um virus sorologicamente relacionado, denominado HIV-2. A distribuigao do HIV-1 e mundial, enquanto o 
HIV-2 e encontrado predominantemente na Africa ocidental, onde ele tambem causa AIDS. Nos EUA, foram 
relatados pacientes com infeegao pelo HIV-2, porem a maioria desses casos tinha alguma conexao com a Africa 
ocidental. Existem reagoes cruzadas imunologicas entre o HIV-1 e o HIV-2, porem testes avangados foram 
desenvolvidos para a resolugao. Esses imunoensaios especificos precisam ser realizados para distinguir ambas as 
infeegoes e tambem para detectar os antigenos tipo-especificos com sensibilidade maxima. Para complicar ainda 
mais a situagao, foi identificado pelo menos um paciente infectado por ambos os virus. O HIV e um membro da 
subfamilia lentivirus (lend = lento) da familia Retroviridae. Outros virus pertencentes a esse grupo provocam 
infeegoes cronicas com longos periodos de latencia clinica. Alguns retrovirus animais tambem provocam 
imunodeficiencia, como o virus da imunodeficiencia simia e o virus da leucemia felina. Ainda nao foi demonstrada 
a ocorrencia de infeegao entre especies. 

Diferentemente dos outros lentivirus, o HIV e extremamente heterogeneo do ponto de vista genetico, visto que 
praticamente cada isolado e singular (denominado uma quase especie). Entretanto, existem grupos geneticamente 
relacionados, os quais, por sua vez, sao divididos em conjuntos ou clades. O grupo M (o principal) compreende 95% 
dos isolados globais e e dividido em pelo menos oito clades (A, B, C, D, F, G, H e I). Todas as clades estao 
representadas na Africa; nos EUA e na Europa, a clade B constitui o subtipo dominante. (Deve-se assinalar que as 
clades geneticas nao sao mapeadas para sorotipos virais distintos.) 

As cepas do grupo O (Outro), que sao encontradas predominantemente na Africa ocidental, compartilham 
menos de 50% de homologia com as cepas do grupo M. Os virus do grupo N (nao M ou O) sao encontrados em 
Camaroes. 

Para complicar ainda mais o quadro, todos os retrovirus tern propensao a sofrer recombinagao quando ha 
justaposigao de multiplas cepas. Foi sugerido que os pacientes infectados pelo HIV devem ser resistentes a infeegao 
por uma segunda cepa. Lamentavelmente, a ausencia de imunidade completa e a frequencia de multiplas exposigoes 
ao virus resultaram em infeegao por varias cepas, uma situagao em que pode ocorrer recombinagao. 27 

Nao ha duvida de que o HIV constitui o flagelo mais devastador entre as epidemias recentes. Esse virus 
modificou a nossa sociedade (/. e., um pais rico em recursos) e continua causando estragos nos paises com recursos 
escassos, a despeito dos esforgos intemacionais. O advento da quimioterapia antirretroviral de combinagao efetiva 
(/. e., terapia antirretroviral altamente ativa) transformou, em muitas maneiras, essa infeegao, em uma doenga 
cronica nos paises ricos em recursos, que podem adquirir os farmacos. Entretanto, a epidemia continua se alastrando 
e, nos paises com poucos recursos, aumentou a disseminagao de outras doengas infecciosas, como a tuberculose. A 
Tabela 23.6 fornece um resumo dos fatos essenciais relativos a epidemia global do HIV. 

A discussao que se segue representa uma breve tentativa de ressaltar algumas das caracteristicas mais 
proeminentes desse virus multifacetado e das doengas que ele provoca. E um tributo a ciencia modema que um 
agente infeccioso tenha sido descrito apenas 3 anos apos os primeiros relatos da sindrome clinica. Sem o modemo 
arsenal da biologia molecular e virologia, ainda estariamos indefesos diante desse flagelo. 

O virion do HIV-1 e icosaedrico e contem 72 espiculas extemas. 152 E consideravelmente mais complexo do que 
o HTLV-I e o HTLV-II, em concordancia com a sua historia natural mais complicada. Os produtos genicos podem 
ser divididos em tres grupos. A Tabela 23.7 fornece um resumo das proteinas virais que representam os antigenos 
mais importantes para o diagnostico. 

A proteina gpl20 do envelope facilita a entrada do virus HIV-1 dentro da celula. 152 Essa proteina possui notavel 
afmidade por um complexo de receptores existentes na superficie das celulas em todo corpo. O principal 
componente do complexo, o receptor CD4, e encontrado nos linfocitos T -helper, nos macrofagos e nas celulas de 
Langerhans da pele. A segunda parte do complexo de receptores e um receptor de quimiocinas. As cepas virais que 
interagem com o receptor CXCR4 tern mais tendencia a infectar linfocitos T in vitro ; as cepas que interagem com o 
receptor CCR5 (virus R5) estao associadas a linhagens celulares de macrofagos in vitro. Alguns virus, que 



interagem com ambos os correceptores de quimiocinas, sao capazes de infectar tanto os linfocitos quanto os 
macrofagos. 

Tabela 23.6 Fatos essenciais | Epidemia global do HIV. 

• 0 HIV continua sendo urn importante problema de saude publica global 

• 0 HIV causou mais de 39 milhoes de morte ate hoje 

• Aproximadamente 1,5 milhao de pessoas morreram de causas relacionadas com o HIV em 2013 

• Havia aproximadamente 35 milhoes de pessoas que conviviam com o HIV no final de 2013 

• Em 2013, houve aproximadamente 2,1 milhoes de novas infec^oes pelo HIV 

• A Africa Subsaariana continua sendo a regiao mais afetada, com 24,7 milhoes de pessoas convivendo com o HIV em 2013 

• Quase 70% das novas infeqoes ocorrem na Africa Subsaariana 

• Aproximadamente 12,9 milhoes de pessoas que conviviam com o HIV globalmente estavam recebendo terapia antirretroviral (TARV) em 2013 
0 Destas pessoas, 11,7 milhoes estavam recebendo TARV em paises de baixa e media renda 

0 0s 11,7 milhoes de pessoas submetidas a TARV representam 36% dos 32,6 milhoes de pessoas que convivem como HIV em paises de baixa e 
media renda 

• 0 tratamento do HIV em criangas e ainda precario nos paises de baixa e media renda. 

0 Menos de 1 em cada 4 criangas que convivem com o HIV teve acesso a TARV em 2013, em comparaqio com mais de 1 em cada 3 adultos. 
Modificada de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs360/en/. 


Tabela 23.7 Principals antigenos do virus da imunodeficiencia humana, tipo 1. 


Gene 

Produtos genicos 

Antigeno grupo-especifico/cerne (646) 

p (proteina) 18, p24, p55 

Polimerase [POL) 

p31,p51,p66 

Envelope [ENV) 

Gp (glicoproteina) 41, gpl 20, gp160 


Adaptada da referenda 57. 


A maior suscetibilidade a infecgao pelo HIV em pacientes com ulceras genitais ou com outras doengas 
sexualmente transmitidas pode resultar da acessibilidade dos macrofagos e linfocitos CD4+ nas bases inflamadas 
das ulceras e/ou outras alteragoes na imunidade da mucosa. 418 

Entretanto, os linfocitos T CD4+ constituem as celulas-alvo mais importantes do virus." 1 ' Esses linfocitos 
“auxiliares” ( helper ) ajudam na organ izagao de muitas respostas inflamatorias mediadas por celulas, como produgao 
de granulomas. Sem eles, o corpo corre risco aumentado de sofrer muitas infecgoes oportunistas. Alem da 
anormalidade das celulas T, Foi tambem documentada uma resposta defeituosa das celulas B a antigenos 
independentes das celulas T. Os macrofagos sao muito importantes, visto que eles proporcionam um local de 
sequestra dos virus, mesmo apos a destruigao das celulas T infectadas e/ou a morte da maioria dos virus pela terapia 
antirretroviral. 

O encontro inicial com o virus HIV-1 provoca uma doenga febril transitoria, que pode ser acompanhada de 
linfadenopatia, faringite ou exantema difuso. ’" Durante as fases mais iniciais da doenga aguda, verifica-se a 
presenga de niveis elevados de virus circulantes na ausencia de anticorpos especificos. E nesta fase que o 
diagnostico e estabelecido por meio da detecgao do antigeno p24 ou dos acidos nucleicos virais. No curso natural da 
infecgao, ocorre produgao de anticorpos dentro de algumas semanas a varios meses. A detecgao desses anticorpos 





constitui a base do diagnostico, visto que a maioria dos pacientes nao apresenta manifestagoes nos estagios muito 
iniciais da doenga (/'. e., antes da produgao de anticorpos). 

A fase subclinica seguinte da doenga e acompanhada da produgao de anticorpos, antigeno p24 circulante, 
imunocomplexos e baixos niveis circulantes do virus. Um teste para pesquisa do virus em hemocomponentes, 
utilizando a tecnologia de ampliflcagao molecular, reduziu substancialmente o risco de transfusao de 
hemocomponentes infectados. Durante a viremia cronica, a ocorrencia de mutagoes repetidas no genoma viral 
impede as tentativas do sistema imune do hospedeiro de eliminar a infecgao. O inicio da doenga clinica esta 
associado a um aumento no numero de virus, tanto no interior das celulas mononucleares do sangue periferico 
quanto no plasma. 

Apos a infecgao pelo HIV, pode surgir um amplo espectro de condigoes clinicas. A classificagao da doenga pelo 
HIV e das condigoes associadas pelos CDC esta resumida nas Tabelas 23.8 e 23.9. 56 Certas doengas (Categoria C na 
Tabela 23.9) estao altamente associadas e sao denominadas condigoes que defmem a AIDS. 

As complicagoes infecciosas da infecgao pelo HIV incluem uma variedade de infecgoes virais, fungicas, 
micobacterianas, bacterianas e parasitarias. A pratica da microbiologia das doengas infecciosas e clinica foi 
irrevogavelmente alterada pelo HIV. Numerosas infecgoes anteriormente incomuns e consideradas exoticas 
tomaram-se comuns em centros que concentram um grande numero de pacientes infectados pelo HIV. As antigas 
regras sobre a pesquisa de um unico patogeno como causa de uma doenga devem ser descartadas quando o paciente 
esta gravemente imunossuprimido, como os pacientes com AIDS ou aqueles com leucemia e/ou submetidos a 
transplantes de celulas-tronco. E possivel a ocorrencia de uma ampla variedade de infecgoes quando a resposta 
inflamatoria do hospedeiro esta significativamente diminuida ou ausente. O que seria uma microbiologia de 
“chumbo grosso” em um paciente normal passa a constituir uma boa pratica nesse grupo de pacientes. E necessario 
obter uma integragao dos dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais para decidir quais os recursos de 
laboratorio que precisam ser utilizados para determinado paciente. 

As infecgoes oportunistas mais comuns que acometem pacientes infectados pelo HIV estao entre as condigoes 
que defmem a AIDS relacionadas na Tabela 23.9. Algumas das infecgoes sao caracteristicas de determinada fase da 
doenga. Por exemplo, a candidiase oral constitui frequentemente manifestagao inicial da doenga. A pneumonia por 
Pneumocystis jirovecii ocorre quando as contagens de linfocitos estao relativamente altas no inicio do processo 
morbido. As infecgoes pelo complexo Mycobacterium avium tendem a ocorrer em um estagio tardio da doenga, 
quando as contagens de linfocitos CD4+ estao baixas. Embora as infecgoes por patogenos associados a celulas (z. e ., 
microrganismos intracelulares facultativos) estejam mais estreitamente associadas a defeitos da imunidade celular, 
as infecgoes bacterianas para as quais a imunidade humoral constitui uma importante defesa do hospedeiro tambem 
sao mais comuns em pacientes infectados pelo HIV. A pesquisa da etiologia de uma infecgao oportunista nao deve 
ser concluida quando se identifica o primeiro agente, visto que muitos pacientes com AIDS apresentam coinfecgoes. 

Tabela 23.8 Sistema de classificagao dos CDC para adolescentes e adultos infectados pelo HIV. 

Categorias clinicas 

Categorias por contagem de A Assintomatico, HIV agudo ou B Condigoes sintomaticas, nao A C Condigoes indicadoras de AIDS 


celulas DC4 

LGP 

ouC 


> 500 celulas/pf 

A1 

B1 

Cl 

200 a 499 celulas/pf 

A2 

B2 

C2 

< 20 celulas/pf 

A3 

B3 

C3 


LGP = linfadenopatia generalizada persistente. 

Ver a Tabela 23.9 para a descrigao das categorias. 

Da referenda 56. 

Tabela 23.9 Condigoes sintomaticas (categoria B) e condigoes indicadoras de AIDS (categoria C) 
incluidas no sistema de classificagao dos CDC para adolescentes e adultos infectados pelo HIV. 




Categoria B (concludes sintomaticas) 

Trata-se de condiijoes sintomaticas que ocorrem em urn individuo infectado pelo HIV que (1) sao atribuidas a infec^ao pelo HIV ou indicam algum 
defeito na imunidade celular, ou (2) sao consideradas como apresentando uma evolu^ao ch'nica ou manejo complicados pela infecgao pelo HIV. 

Os exemplosincluem: 

Angiomatose bacilar 

Candidi'ase orofaringea ("sapinho") 

Candidiase vulvovaginal; persistente, frequente ou com resposta insatisfatoria ao tratamento 
Displasia cervical (moderada ou grave)/carcinoma in situ 
Sintomas constitucionais, como febre (> 38,5°C) ou diarreia de > 1 mes de dura^ao 
Leucoplasia pilosa oral 

Herpes-zoster, envolvendo pelo menos dois episodios distintos ou mais de urn dermatomo 
Purpura trombocitopenica idiopatica 
Neuropatia periferica 

Categoria C (condicoes indicadoras de AIDS) 

Pneumonia bacteriana, recorrente (dois ou mais episodios em 1 ano) 

Candidiase dos bronquios, da traqueia ou dos pulmoes 
Candidiase esofagica 
Cancer cervical invasivo 

Coccidioidomicose, disseminada ou extrapulmonar 

Criptococose extrapulmonar 

Criptosporidiose intestinal cronica (> 1 mes de dura^ao) 

Doenp por citomegalovirus (exceto figado, ba$o, linfonodos) 

Encefalopatia, relacionada ao HIV 

Herpes simples: ulceras cronicas (> 1 mes de durai;ao); ou bronquite, pneumonite ou esofagite 
Histoplasmose, disseminada ou extrapulmonar 
Cistoisosporiase, intestinal cronica (> 1 mes de dura^ao) 

Sarcoma de Kaposi 

Linfoma de Burkitt, imunoblastico ou do sistema nervoso central primario 

Complexo Mycobacterium avium ou Mycobacterium kansasii, disseminado ou extrapulmonar 

Mycobacterium tuberculosis, pulmonar ou extrapulmonar 

Mycobacterium, outras especies ou especies nao identificadas, disseminadas ou extrapulmonares 
Pneumonia por Pneumocystisjirovecii 
Leucoencefalopatia multifocal progressiva 


Septicemia por Salmonella, recorrente 
Toxoplasmose no cerebro 
Sindrome de emadagao pelo HIV 
Adaptada da referenda 56. 

Nem todas as doengas relacionadas com o HIV sao causadas por infecgoes oportunistas. O proprio HIV e 
citopatico e produz doenga clinica, como a encefalite e a demencia relacionada com a AIDS. O colapso do sistema 
imune celular e de seus mecanismos de vigilancia leva a complicagoes neoplasicas, algumas das quais podem ser 
induzidas por virus. Com frequencia, observa-se o desenvolvimento de linfomas. 330 O sarcoma de Kaposi, que era 
anteriormente uma neoplasia incomum, e bem descrita em pacientes com AIDS, frequentemente como manifestagao 
precoce da doenga. Outras manifestagoes da doenga podem ter um mecanismo imunopatologico, ou os mecanismos 
envolvidos nao sao conhecidos. Algumas infecgoes que supostamente deveriam acometer pacientes com AIDS, 
como a legionelose e a aspergilose, sao relativamente raras. Nao ha duvida de que o sistema imune celular contribua 
para o controle da aspergilose e da legionelose invasivas, porem outros mecanismos, que nao sao destruidos pelo 
HIV-1, tambem devem ser importantes. 

Com os avangos na terapia para a infecgao pelo HIV e para as complicagoes infecciosas da imunodeficiencia, o 
padrao das infecgoes observadas modificou-se. Uma analise das necropsias realizadas em Los Angeles, durante o 
periodo de 1982 a 1993, documentou uma redugao no numero de infecgoes fatais causadas por Pneumocystis 
jirovecii, por sepse bacteriana, pelo citomegalovirus (CMV), pelo complexo Mycobacterium avium e por 
Toxoplasma gondii de 1989 a 1993, em comparagao com o periodo de 1982 a 198 8. 268 Essa tendencia continuou nos 
EUA. Com o passar do tempo, a instituigao de profilaxia para as infecgoes relacionadas com a AIDS e o uso de 
terapia mais efetiva diminuiram significativamente o numero de mortes por AIDS nos paises ricos em recursos. 297 
Embora as condigoes que definem a AIDS permanegam importantes, outras doengas cronicas e complicagoes da 
terapia antirretroviral tomaram-se igualmente importantes. 

As diretrizes para criangas estao incluidas no padrao, enquanto as recomendagoes para rastreamento de mulheres 
gravidas foram publicadas separadamente 68 (www.cdc.gov/hiv/risk/gender/pregnantwomen/facts/). O HIV-1 e 
excretado na saliva, no leite, no semen e em outros liquidos corporais. O aleitamento nao e aconselhado para 
mulheres com HIV e para as que recebem terapia antirretroviral, de acordo com os CDC 
(www. cdc. gov/breastfeeding/disease). 

Os grupos mais importantes que correm risco de infecgao pelo HIV sao os que compartilham agulhas 
contaminadas (usuarios de drogas), os que tiveram relagoes sexuais com uma pessoa infectada e recem-nascidos de 
maes infectadas. Nos paises com grandes recursos, a transmissao dos virus por meio da administragao terapeutica de 
hemocomponentes diminuiu, em grande parte, pelo aprimoramento das tecnicas de rastreamento de doadores. 

No inicio da epidemia, a maior parte das infecgoes sexualmente transmitidas nos EUA e na Europa era 
observada entre homens homossexuais e bissexuais (/. e., atualmente descritos como homens que praticam sexo com 
homens [HSH]), porem foi logo documentada a ocorrencia de transmissao heterossexual. A transmissao 
heterossexual do HIV-1 tern sido a forma dominante de transmissao na Africa desde o inicio da epidemia. O risco da 
transmissao da infecgao pelo HIV da mae para o lactente e a gravidade da doenga neste ultimo estao diretamente 
relacionados com a gravidade da infecgao matema por ocasiao do parto. 

O tratamento da infecgao pelo HIV tern constituido uma constante batalha travada entre o virus e a industria 
farmaceutica, resultando altemadamente em alegria e desespero entre os pacientes e os profissionais de saude. Em 
1996, os esforgos terapeuticos concentraram-se na quimioterapia de combinagao, utilizando um inibidor da DNA 
polimerase RNA-dependente (i. e., transcriptase reversa) em associagao a um inibidor da protease viral. 125 O 
inibidor da transcriptase reversa pode consistir, quanto a sua natureza, em nucleosidio/nucleotidio (ITRN) ou nao 
nucleosidio (ITRNN). O tratamento de pacientes com esses poderosos farmacos em associagao, conhecido como 
tratamento antirretroviral altamente ativo (HAART; highly active antirretroviral therapy) tomou-se uma 
subespecializagao das doengas infecciosas. Naturalmente, o virus tambem tern sido resiliente, desenvolvendo 
resistencia as principais classes de farmacos antivirais, 8 7 particularmente nos casos em que a terapia e incompleta ou 
inadequada. Nessas situagoes, a genotipagem do HIV (/. e., o sequenciamento dos alvos de acido nucleico que 
codificam as proteinas que constituem os alvos do agente antirretroviral) constitui uma importante maneira de 



determinar a quase especie predominante e resistente. Uma das aplicagoes uteis do NGS consiste na capacidade de 
determinar o genotipo da quase especie tanto principal quanto menor. Isso possibilita determinar qual combinagao 
de agentes antirretrovirais sera ativa contra a quase especie predominante, bem como as mutagoes que codificam a 
resistencia a farmacos e que estao presentes na mistura da quase especie menor. 

Embora nenhuma terapia ate o momento tenha sido capaz de erradicar a infecgao pelo HIV, a sentenga de morte 
outrora declarada por um diagnostico de infecgao pelo HIV foi revertida pelo HAART nas sociedades que podem 
adquirir os farmacos de alto custo. Quando associado a melhor orientagao dos grupos de alto risco, o HAART 
resultou, pela primeira vez, em estabilidade ou declinio na incidencia de novas infecgoes. O desafio atual e 
encontrar recursos para oferecer novas terapias a paises com reservas fmanceiras mais escassas, e foram realizados 
muitos progressos nesse aspecto com a participagao de individuos, sociedades e govemos filantropicos. Entretanto, 
sem uma continua vigilancia, a curva da epidemia pode comegar a ascender em consequencia de uma variedade de 
causas, incluindo aparecimento continuo de resistencia a farmacos, dificuldade em alcangar os usuarios de drogas 
intravenosas e ressurgimento da atividade sexual sem protegao quando o individuo percebe (incorretamente) a 
retirada da sentenga de morte. 66 

O risco de transmissao do HIV em transfusoes de sangue foi radicalmente reduzido por meio de rastreamento de 
todas as unidades de sangue a procura de anticorpos e pedido de nao doagao de sangue a membros que pertengam a 
grupos de alto risco. O resultado foi uma redugao substancial na incidencia de infecgao pelo HIV relacionada a 
transfusoes com o aumento da sensibilidade dos testes utilizados para triagem de hemocomponentes antes da 
administragao de qualquer transfusao. A introdugao de ensaios de amplificagao de acido nucleico altamente 
sensiveis para triagem de todas as unidades de sangue administradas nos EUA provavelmente reduziu o risco de 
transfusao a um minimo absoluto. 

A exposigao ocupacional a agentes infecciosos e um fato inevitavel na vida dos profissionais de saude. Os 
patogenos transmitidos pelo sangue constituem um importante aspecto do problema, em virtude da frequencia dos 
patogenos e da exposigao ao sangue. Os objetos pontiagudos (p. ex., agulhas e instrumentos cinirgicos) constituem 
os veiculos mais frequentes de transmissao. Os agentes virais representam o risco ocupacional de maior gravidade. 
Os CDC formularam recomendagoes para o manejo, de preferencia por meio de prevengao, das exposigoes 
ocupacionais. 60-63 O Boxe 23.4 fomece um resumo das recomendagoes gerais. 

O tratamento de pacientes com infecgao pelo HIV e complicado e exige o suporte de muitas areas do 
laboratorio. De algum modo, a ampliagao das possibilidades diagnosticas simplificou a abordagem, conforme 
resumido na Tabela 23.10. 

Herpes-virus 

Os virus do grupo dos herpes-virus humanos estao entre os isolados mais frequentes nos laboratories gerais. O 
grupo e constituido pelos seguintes virus: 

Herpes-virus simples (HSV), tipo 1 
Herpes-virus simples, tipo 2 
Citomegalovirus humano (CMV) 

Virus Epstein-Barr (EBV) 

Virus varicela-zoster (VZV) 

Herpes-virus humano 6 (HHV-6) 

Herpes-virus humano 7 (HHV-7) 

Herpes-virus humano 8 (HHV-8) 

Alguns membros do grupo dos herpes-virus podem integrar o seu DNA ao da celula hospedeira. Esses virus 
produzem uma infecgao latente nas celulas linfoides ou em ganglios do SNC e, subsequentemente, sofrem 
reativagao, provocando doenga recorrente. Em geral, as infecgoes primarias sao mais graves do que as recidivas. As 
infecgoes primarias produzidas por varios virus desse grupo sao mais graves quando ocorrem durante a adolescencia 
ou na vida adulta do que na infancia (p. ex., VZV). Os virus circulam mais livremente e em uma fase mais precoce 
da vida entre individuos de grupos de baixo nivel socioeconomico, enquanto so aparecem na adolescencia na 
sociedade mais afluente. Por conseguinte, as infecgoes nos grupos de alto nivel socioeconomico tendem a ser mais 
graves. 



Boxe23.4 


Manejo das exposigdes ocupacionais ao sangue" 

Efetuar cuidados imediatos no local de exposigao 
Lavar as feridas e a pele com agua e sabao 
Lavar as mucosas com agua 

Determinar o risco associado a exposigao de acordo com 

Tipo de Ifguido (p. ex., sangue, h'guido visivelmente sanguinolento, outros Ifquidos ou tecidos potencialmente infecciosos ou virus concentrados) 
Tipo de exposigao (/. e., lesao percutanea, exposigao das mucosas ou da pele nao intacta ou picadas resultando em exposigao ao sangue) 

Avaliar a fonte de exposigao 

Avaliar o risco de infecgao com as informagoes disponiveis 

Testar as fontes conhecidas para HBsAg, anti-VHC e anticorpo anti-HIV (considerar o uso de testes rapidos) 

Para fontes conhecidas, avaliar o risco de exposigao a infecgao por VHB, VHC ou HIV 
Nao testar agulhas ou seringas descartadas para contaminagao viral 
Avaliar as pessoas expostas 

Avaliar o estado imunologico para infecgao pelo HPV (/. e., com base na historia de vacinagao contra hepatite B e resposta a vacina) 

Administrar profilaxia pos-exposigao para os casos de exposigao associados a risco de infecgao, de acordo com as recomendagoes atuais 
Efetuar testes de acompanhamento e fornecer aconselhamento 

a Hepatite B (VHB), hepatite C (VHC) e virus da imunodeficiencia humana (HIV). 

Adaptado das referencias 67, 73, 74 e 76. 

Tabela 23.10 Suporte laboratorial para o diagnostico e o tratamento de pacientes infectados pelo HIV. 


Parametro 

Abordagem primaria 

Abordagem secundaria/confirmatoria 

Diagnostico inicial 

Imunoensaio de quarta geragao para HIV 1/2 

Ensaio Multi-Spot, com ou sem amplificagao de 

acido nudeico 

Prognostic e inicio da terapia 

Concentragao plasmatica quantitativa de virus 

(carga viral) e genotipagem basal do HIV 


Inicio da terapia e profilaxia para infecgoes 

oportunistas 

Quantificagao dos linfocitos CD4 


Monitoramento da terapia 

Concentragao plasmatica quantitativa do virus 

(carga viral) 


Avaliagao de recidiva ch'nica ou virologica 

Genotipagem do HIV 

Raramente,fenotipagem do HIV 


Herpes-virus simples. O HSV provoca uma ampla variedade de infecgoes. 486 Os seres humanos sao infectados 
por dois sorotipos do virus. Os antigenos compartilhados entre os tipos 1 e 2 complicam a diferenciagao sorologica 
inicial dos antigenos e anticorpos; todavia, hoje em dia, dispoe-se comercialmente de reagentes conflaveis. Nos 
individuos sadios, predominam as infecgoes da cavidade oral e do trato genital. As infecgoes causadas pelo tipo 1 
sao mais comuns na parte superior do corpo, enquanto as infecgoes pelo tipo 2 produzem lesoes genitais; todavia, 
existem excegoes frequentes a essa regra. Por exemplo, ate um tergo dos isolados do trato genital e constituido por 
cepas do tipo 1. 

A tipagem dos isolados de herpes-virus de locais genitais nao e necessaria para o tratamento, porem fomece uma 
valiosa informagao prognostica, visto que as infecgoes genitais causadas pelo HSV tipo 1 tern menos tendencia a 
sofrer recidiva do que aquelas causadas pelo virus tipo 2. 277 Em um grupo de 457 mulheres que tiveram infecgao 
genital primaria (defmida pela ausencia de anticorpos contra o virus tipo 2 e cultura positiva de amostras das lesoes 
genitais), 89% sofreram recidiva depois de um periodo mediano de 391 dias. 23 Ocorreram pelo menos seis recidivas 
durante o primeiro ano em 38% das pacientes, e 20% tiveram mais de 10 recidivas. Um estudo sequencial de 




pacientes com infecqoes recidivantes demonstrou que a paciente era assintomatica e carecia de lesoes visiveis ao 
longo de um terqo do periodo durante o qual houve eliminaqao do virus. 4 ' 11 ' As infecqoes genitais por qualquer tipo 
viral tem mais tendencia a sofrer recidiva do que as infecqoes orais causadas pelo mesmo tipo de virus. 2 Alem 
disso, o mecanismo de infecqao pode ser diferente para os dois sorotipos. A exposiqao ao virus tipo 1 comeqa na 
infancia, e verifica-se a produqao de anticorpos em 25 a 50% dos estudantes universitarios. A produqao de 
anticorpos contra o virus tipo 2 so comeqa na adolescencia e prossegue durante todo periodo de atividade sexual. O 
isolamento do virus tipo 2 a partir de uma amostra genital implica uma transmissao sexual, enquanto a via de 
transmissao para o virus tipo 1 pode consistir em autoinoculaqao com secreqoes orais. 

O herpes-virus e transmitido de pessoa para pessoa por secreqoes ou lesoes infectadas. A infecqao e 
habitualmente esporadica; entretanto, foi descrita a ocorrencia de epidemia de infecqao cutanea em um 
acampamento de lutadores (herpes do gladiador). 2 ' 

As infecqoes mais graves causadas pelo HSV consistem em encefalite, que afeta mais comumente o lobo 
temporal e a face orbital do lobo frontal em adultos e em infecqao disseminada em recem-nascidos, que pode ser 
adquirida durante ou apos o nascimento. O HSV provoca encefalite esporadica. No periodo neonatal, as cepas 
infectantes sao habitualmente do tipo 2, refletindo a sua origem no trato genital matemo. As cepas do tipo 1 
predominam esmagadoramente em crianqas de mais idade e adultos. O diagnostico e estabelecido por meio de 
biopsia cerebral e cultura. A cultura do liquido cefalorraquidiano (LCR) e demasiado insensivel para ser util em 
termos de diagnostico. O HSV raramente e isolado do LCR. Em um estudo colaborativo nacional, foi obtido um 
isolado do LCR em apenas 2 de 45 (4%) casos de encefalite herpetica comprovados por biopsia. 371 O diagnostico 
sorologico e demasiado insensivel, inespecifico e de execuqao lenta para a tomada de decisoes terapeuticas. O 
ensaio de PCR para HSV em amostras de LCR e amplamente difundido e reduziu significativamente a necessidade 
de biopsia cerebral, que hoje em dia e raramente realizada para essa fmalidade. Entretanto, na presenqa de PCR do 
LCR negativa para HSV, a biopsia cerebral pode ser ainda necessaria para estabelecer esse diagnostico ou detectar 
outras causas da doenqa passiveis de tratamento. 487 O advento de tecnicas de imagem sofisticadas tambem 
revolucionou a abordagem diagnostica. A ressonancia magnetica (RM) e mais sensivel do que a tomografia 
computadorizada. A encefalite por herpes-virus ocorre muito raramente ou nunca na presenqa de RM normal. 
Entretanto, as lesoes nao se limitam a lesoes unilaterais do lobo temporal. As anormalidades na RM podem ser 
multifocais ou difusas. 412 No inicio da doenqa, as unicas anormalidades podem ser observadas no 
eletroencefalograma. 31 ' 1 ’ 

O herpes-virus permanece em estado latente nos ganglios espinais apos a infecqao inicial. O virus tipo 1 e mais 
comumente isolado de ganglios toracicos, enquanto o tipo 2 e isolado com mais frequencia dos ganglios sacrais. A 
meningite asseptica por herpes ocorre com pouca frequencia e e habitualmente causada pelo virus tipo 2. A 
meningite viral esta caracteristicamente associada a niveis normais de glicose no LCR, diferentemente dos niveis 
acentuadamente diminuidos de glicose na meningite bacteriana. Entretanto, na meningite herpetica, o nivel de 
glicose do LCR pode estar muito baixo, e a contagem de celulas pode alcanqar milhares. 33 No inicio da evoluqao de 
qualquer meningite viral, pode haver predominio dos neutrofilos, o que confunde o quadro clinico e sugere a 
possibilidade de um processo bacteriano. O HSV, habitualmente do tipo 2, tambem provoca meningite linfocitica 
recorrente (meningite de Mollaret); a cultura e quase sempre negativa, porem e possivel demonstrar o genoma viral 
no LCR por meio de PCR. 451 

Estima-se que a infecqao herpetica neonatal ocorra em 1:2.000 a 1:5.000 partos. E quase sempre sintomatica e, 
com frequencia, fatal. Em um estudo colaborativo, a taxa de mortalidade foi de 50 a 60% em lactentes com infecqao 
disseminada, que foram tratados com aciclovir ou vidarabina. 4 ’ Por outro lado, nao foram registrados casos fatais 
entre lactentes com doenqa limitada ao nariz, aos olhos ou a boca. O diagnostico e sugerido pelo desenvolvimento 
de lesoes cutaneas vesiculares, embora essas lesoes possam estar ausentes em 20% dos pacientes. Os fatores de 
prognostico sombrio incluem doenqa disseminada, estado comatoso por ocasiao da intemaqao, coagulaqao 
intravascular disseminada ou prematuridade. 

As altas taxas de morbidade e mortalidade da doenqa em lactentes levaram a um grande empenho no diagnostico 
da infecqao matema. Na maioria dos casos de infecqao neonatal por HSV, a infecqao e contraida durante o parto 
vaginal e pode ser evitada por cesariana. Foram desenvolvidos protocolos complexos para o rastreamento de 
mulheres gravidas; todavia, lamentavelmente, esses protocolos nao tiveram sucesso. A infecqao matema 
assintomatica ocorre regularmente por ocasiao do parto, embora o risco para o lactente pareqa ser baixo se a 



infecgao for recrudescente, e se houver anticorpos matemos contra o virus tipo 2. Muitas mulheres nao reconhecem 
a infecgao genital primaria. Em um estudo, foram detectados anticorpos especificos contra o HSV tipo 2 em 439 de 
1.355 mulheres gravidas que nao apresentavam historia clinica de herpes genital (32%). 154 Foi detectada a 
eliminagao assintomatica do virus no final da gestagao e por ocasiao do parto em 5 de 1.160 culturas (0,43%). 
Durante a gravidez, 43 das mulheres que apresentaram anticorpos dirigidos contra o virus tipo 2 reconheceram a sua 
primeira infecgao genital sintomatica. 

Os esforgos envidados para prevenir a infecgao neonatal concentraram-se na avaliagao da presenga de anticorpos 
nas mulheres gravidas e em um exame cuidadoso a procura de doenga clinica ativa por ocasiao do parto. A 
disponibilidade comercial de ensaios confiaveis para anticorpos tipo-especificos facilita a identificagao de mulheres 
com risco de infecgao primaria. 338 

Os individuos com comprometimento dos mecanismos de defesa sao predispostos a esofagite, traqueobronquite 
ou pneumonia por herpes simples e infecgao disseminada, incluindo hepatite. As infecgoes por herpes-virus simples 
podem ser necrosantes e podem sugerir uma etiologia bacteriana se as inclusoes caracteristicas nao forem 
identificadas ou se nao forem realizadas culturas do virus. 350 A imunossupressao nao constitui um pre-requisito para 
a infecgao das vias respiratorias inferiores ou para a esofagite. Os fatores de risco para a infecgao das vias 
respiratorias inferiores incluem intubagao, sugerindo que a patogenese pode ser semelhante aquela da pneumonia 
bacteriana - aspiragao das secregoes orofaringeas contaminadas. 384 Os pacientes com queimaduras extensas correm 
risco de infecgao tanto da pele desnuda quanto das vias respiratorias inferiores. 14 ' 1 

A infecgao ocular inclui conjuntivite, que pode ser acompanhada de febre, fotofobia e linfadenopatia regional. 
Nos EUA, a ceratite herpetica, que possui um aspecto ramificado ou dendritico, constitui a segunda mais comum de 
cegueira comeana (depois de trauma). 

HSV representa uma das causas virais de faringite e tonsilite, habitualmente como infecgao primaria. A mucosa 
pode estar ulcerada, e as lesoes podem limitar-se a parte posterior da faringe. 1 4 A tonsilite necrosante pode simular 
um abscesso peritonsilar bacteriano. Foi relatada a ocorrencia de cistite hemorragica como parte da infecgao 
disseminada," 15 e pode ocorrer proctite herpetica em homens homossexuais. 174 

Citomegalovirus. CMV pertence a uma familia de virus relacionados, que sao especificos para determinadas 
especies. ’ 1 Por exemplo, CMV do camundongo nao infecta os seres humanos, e vice-versa. CMV foi isolado pela 
primeira vez de camundongos por Margaret Smith, que subsequentemente isolou o virus humano a partir de tecido 
das glandulas salivares de um lactente infectado. Essa pesquisadora reconheceu a especificidade do virus quanto a 
especie, embora os revisores de seu artigo, que foi inicialmente rejeitado, nao tenham reconhecido essa 
caracteristica. 4,4 O isolamento do virus humano foi relatado concomitantemente por Smith, Weller e Rowe. Com a 
generosidade de um cavalheiro, que tambem recebeu o Premio Nobel, Dr. Weller deu a Dra. Smith o credito da 
prioridade de sua descoberta. O CMV e um patogeno oportunista, que pode causar infecgoes persistentes e ate 
mesmo permanentes.' M Ha muitas decadas, o CMV foi reconhecido como patogeno humano pela citopatologia 
peculiar que ele provoca (Prancha 23.1 D). A principio, os pesquisadores consideraram o CMV um protozoario 
invasor dos tecidos humanos. 24 ' 1 

Esse virus esta associado aos leucocitos e pode ser transmitido por meio de transfusoes sanguineas ou 
transplante de orgaos. Este e o motivo pelo movimento a favor do uso de hemocomponentes leucorreduzidos. 
Quando detectado por anticorpos monoclonais ou sondas geneticas, o CMV encontra-se concentrado na fragao de 
neutrofilos do creme leucocitario, e nao na fragao de celulas mononucleares. Esse fato constituiu a base para os 
ensaios de antigenemia do CMV, que foram amplamente usados antes de serem suplantados pelos ensaios de carga 
viral. Foram encontradas multiplas variantes geneticas do CMV em um unico paciente infectado. 85 O virus tambem 
e excretado na saliva e no semen. A transmissao venerea foi fortemente sugerida por grupos de casos de infecgoes 
epidemiologicamente relacionados. CMV pode ser transmitido da mae para o filho atraves da placenta, em 
secregoes cervicais durante o parto ou atraves do leite matemo. 

A variedade de doengas infecciosas produzidas por esse patogeno e grande e inclui infecgao congenita, 
infecgoes neonatais, mononucleose infecciosa com anticorpos heterofilos negativos, hepatite, pneumonia e infecgao 
disseminada em pacientes imunossuprimidos. 361 No passado, era dificil decidir se um determinado paciente 
apresentava doenga induzida por CMV ou se tinha apenas infecgao persistente, visto que o virus em replicagao pode 
ser encontrado em orgaos e liquidos corporals normalmente estereis, na ausencia de doenga clinica. O uso da PCR 


quantitativa para o CMV modificou, em grande parte, esse dado, visto que a presenga de cargas virais mais altas 
correlaciona-se com a doenga histopatologicamente comprovada. 

E relativamente facil documentar a infecgao por meio de cultura do virus ou demonstragao da presenga de 
anticorpos especificos. Diferentemente da documentagao da infecgao por CMV, a prova de que determinado 
processo morbido e causado pelo CMV exige, com frequencia, a realizagao de biopsia e exame histologico, que 
constitui a abordagem mais defmitiva. Mesmo assim, a avaliagao nem sempre e facil. Por exemplo, em certas 
ocasioes, podem-se observar celulas com inclusoes de CMV na base de uma ulcera colonica. Nao e evidente se isso 
representa uma ulceragao secundaria ao CMV ou a reativagao local do virus em uma ulcera de pressao devido a 
outra causa. Nessas situagoes, a correlagao com a carga viral plasmatica do CMV e essencial. De modo semelbante, 
o simples isolamento do CMV do lavado broncoalveolar (LBA) exibe pouca correlagao com a pneumonia causada 
por CMV, 402 porem o valor preditivo aumenta se for demonstrada uma elevada carga viral de CMV no liquido do 
LBA. 

A detecgao de anticorpos sericos constitui o metodo mais sensivel para determinar se o paciente ja sofreu 
alguma infecgao por CMV. A presenga de imunoglobulina M (IgM) serica e util para determinar uma infecgao 
recente. Essa determinagao mostra-se util para pacientes com sindrome semelhante a mononucleose com anticorpo 
heterofilo negativo, que pode constituir uma infecgao primaria por CMV, bem como para rastreamento de infecgao 
primaria durante a gravidez. Um virus latente ou clinicamente silencioso pode sofrer reativagao, produzindo doenga. 
Um determinado paciente pode adquirir doenga por CMV apos a reativagao de uma infecgao latente ou apos 
exposigao primaria ao virus. A distingao e importante para o prognostico, visto que as infecgoes primarias sao 
clinicamente mais graves e tern mais tendencia a causar doenga sintomatica em recem-nascidos. 

Os doadores e receptores de transplantes podem ser submetidos a triagem sorologica, de modo que os pacientes 
soronegativos nao recebam sangue ou orgao de um doador soropositivo. 

Conforme assinalado anteriormente, a infecgao primaria por CMV de individuos previamente sadios manifesta- 
se, em geral, na forma de sindrome de mononucleose autolimitada. Como no caso da infecgao pelo EBV, ha 
evidencias de que os sintomas da mononucleose pelo CMV sejam produzidos por linfocitos citotoxicos, que 
procuram eliminar as celulas infetadas pelo CMV. 

O espectro de doengas e consideravelmente mais amplo nos pacientes imunossuprimidos, dependendo da 
extensao e do tipo de imunocomprometimento. Nos pacientes com imunocomprometimento moderado, como os 
receptores de transplante renal, a pneumonia por CMV constitui manifestagao comum. Quando a imunossupressao e 
mais extrema, pode ocorrer infecgao extensa e maciga. Os receptores de transplante de coragao, figado ou medula 
ossea ou os pacientes com AIDS podem apresentar hepatite ou complicagoes previamente despercebidas, como 
perfiiragao atraves de parede intestinal infectada. 

As infecgoes congenitas e neonatais sao, em sua maioria, assintomaticas; entretanto, pode-se observar o 
desenvolvimento de sintomas sutis em alguns lactentes que tern aparencia normal ao nascimento. No outro extremo, 
encontra-se a infecgao disseminada com doenga de multiplos orgaos e anormalidades congenitas graves, como 
microcefalia. A frequencia da transmissao intrauterina do CMV durante uma infecgao matema primaria foi estimada 
em 20 a 40%, e o risco de desfecho adverso aumenta durante a primeira metade da gestagao. 

Virus Epstein-Barr. EBV constitui a principal causa da mononucleose infecciosa. ’" 1 Esse virus versatil produz 
doengas, que variam desde infecgao aguda autolimitada ate neoplasias malignas. A sindrome de mononucleose 
consiste em febre, mal-estar, faringite exsudativa, linfadenopatia e linfocitos atipicos circulantes no sangue 
periferico. A esplenomegalia e comum, e a ruptura do bago constitui uma grave complicagao, que, felizmente, nao e 
encontrada com frequencia. A hepatite aguda tambem pode constituir parte dessa sindrome. 

O virus foi originalmente identificado durante estudos do linfoma de Burkitt na Africa e so mais tarde foi 
associado a mononucleose. 396 O virus entra no corpo por meio de infecgao do epitelio faringeo. Entretanto, o seu 
principal alvo celular e representado pelo linfocito B circulante, que ele infecta e, em seguida, imortaliza. O 
linfoblasto B ativado, juntamente com o seu passageiro, EBV, amadurece em um linfocito de memoria de longa vida 
no centra germinativo do linfonodo. 455 O resultado dessa interagao consiste em estimulagao policlonal do sistema 
imune humoral, que produz uma variedade de anticorpos contra muitos antigenos. Ao mesmo tempo, o sistema 
imunologico celular e desencadeado para combater a infecgao pelo EBV. Sao os linfocitos T ativados que sao 
observados no esfregago de sangue periferico como linfocitos atipicos. O circulo se fecha quando o virus e 


excretado na saliva atraves da mucosa oral. Em geral, as criangas de pouca idade apresentam infecgao assintomatica 
ou com sintomas mlnimos, e o teste diagnostico do anticorpo heterofilo e frequentemente negativo. 

Se houver integragao do genoma do EBV em determinados tipos de celulas, pode ocorrer desenvolvimento de 
neoplasia, em lugar de infecgao aguda. O crescimento descontrolado do EBV em pacientes com infecgao pelo EHV, 
que perderam o controle regulador da imunidade celular, pode levar a um aumento de tumores relacionados ao EBV. 
Esses tumores sao, em sua maioria, da linhagem de linfocitos B, como o linfoma de Burkitt e o linfoma primario do 
cerebro; entretanto, o carcinoma nasofaringeo tambem esta associado ao EBV. Um subgrupo de carcinomas gastrico 
e colonico tambem foi atribuido a infecgao pelo EBV. Varios outros processos incluem pneumonia intersticial 
linfocitica e sindrome hemofagocitica. O estabelecimento da associagao de um virus latente ou persistente, como o 
EBV, nao e suficiente para provar uma relagao causal, que so pode ser obtida por meio de associagoes repetidas e 
analise molecular cuidadosa, que frequentemente utiliza estudos de hibridizagao in situ. A relagao entre EBV e o 
linfoma parece ser particularmente complexa. 455 

Em meados da decada de 1980, foi sugerido que uma sindrome mal defmida de fadiga cronica poderia 
representar uma infecgao cronica pelo EBV. A infecgao cronica pelo EBV ocorre efetivamente e pode ser 
desagradavel, porem a sindrome inespeclfica de fadiga cronica nao parece estar relacionada com o EBV. 102 

As celulas epiteliais da orofaringe sao as que mais sustentam a replicagao viral, com eliminagao de particulas 
infecciosas. A saliva de pacientes agudamente enfermos ou com infecgao cronica contem virus viaveis, que podem 
ser demonstrados por meio de cocultura com linfocitos normais do sangue periferico. Como altemativas, os 
linfocitos do sangue periferico de individuos infectados podem ser cultivados na presenga de um agente que 
provoque deplegao dos linfocitos T, como a ciclosporina. O diagnostico das manifestagoes neoplasicas deve ser 
estabelecido pela demonstragao molecular da integragao do virus ao genoma das celulas malignas. As celulas dos 
tumores induzidos pelo EBV frequentemente podem ser cultivadas como linhagens de celulas imortalizadas in vitro. 

Os linfomas associados ao HIV sao encontrados com menos frequencia em paises onde o HAART e facilmente 
disponivel. Nessas situagoes, as populagoes com risco aumentado de linfomas induzidos pelo EBV consistem em 
receptores de transplante. A doenga, adequadamente denominada “disturbio linfoproliferativo pos-transplante”, 
varia desde proliferagoes linfoides pouco caracterizadas ate linfomas defmitivos. A detecgao precoce toma-se 
imperativa, visto que essas proliferagoes sao induzidas pelo EBV e reversiveis ou passiveis de tratamento quando 
detectadas antes do desenvolvimento de um linfoma defmitivo. Por conseguinte, a determinagao da carga viral 
quantitativa de EBV tornou-se um teste estabelecido como maneira de monitorar os receptores de transplante a 
procura de niveis crescentes de EBV e desenvolvimento ou ocorrencia iminente de doenga linfoproliferativa pos- 
transplante (DLPT). 

Virus varicela-zoster. O VZV produz varicela como infecgao primaria. 11 O virus pode permanecer latente 
durante muitos anos nos ganglios sensitivos da medula espinal antes de sofrer reativagao e provocar doenga pela 
segunda vez. As lesoes da doenga reativada assemelham-se a varicela, porem limitam-se ao dermatomo inervado 
pelo nervo infectado. A doenga de reativagao e conhecida como herpes-zoster (cobreiro). O dermatomo de maior 
preocupagao e o ramo oftalmico do nervo trigemeo, visto que pode ocorrer infecgao destrutiva da cornea como parte 
da doenga de reativagao. A reativagao do virus nos nervos da cabega e do pescogo tambem esta associada a 
meningite/meningoencefalite subsequentes por VZV. Antes do reconhecimento do processo de reativagao, o virus da 
catapora era denominado virus da varicela, enquanto o do cobreiro era denominado herpes-zoster, o que explica a 
curiosa nomenclatura. 

O VZV provoca desconforto consideravel nos individuos sadios e pode causar pneumonia; todavia, nos 
individuos imunossuprimidos, a doenga pode transformar-se em infecgao disseminada potencialmente fatal. As 
mulheres gravidas correm risco aumentado de varicela grave, e os lactentes que nasceram dentro de 4 dias apos a 
infecgao matema correm alto risco, visto que ainda nao houve produgao de anticorpos maternos. O risco de 
embriopatia no feto apos infecgao matema pelo VZV nas primeiras 20 semanas de gestagao e de aproximadamente 
2 %. 

A sabedoria popular diz que a imunidade contra varicela e por toda a vida, e que toda doenga subsequente e 
recrudescente. Entretanto, foi sugerida a ocorrencia de reinfecgao por estudos sorologicos cuidadosos de individuos 
imunes que conviviam em uma casa onde havia um individuo com varicela. 12 As pessoas da casa que apresentavam 
anticorpos preexistentes permaneceram em bom estado de saude, porem desenvolveram titulos elevados de 
anticorpos, indicando uma infecgao subclinica. 


Existe muita preocupagao nos hospitais quanto a seguranga dos pacientes imunossuprimidos que entram em 
contato com uma pessoa infectada. Pode ocorrer exposigao inadvertida, visto que os pacientes com VZV sao 
infecciosos pouco antes do aparecimento do exantema caracterfstico. As medidas para reduzir o risco incluem o uso 
de profissionais de saude imunizados para a assistencia dos pacientes imunossuprimidos e limitagao das visitas. A 
administragao imediata de imunoglobulina antizoster apos exposigao inadvertida possui efeito protetor. 

Herpes-virus humano 6 e 7. O herpes-virus humano 6 (HHV-6) foi isolado pela primeira vez de pacientes com 
disturbios linfoproliferativos e recebeu o nome de virus linfotropico B humano. 367 Esse virus possui a estrutura 
morfologica de um herpes-virus, porem nao exibe nenhuma relagao genetica com os cinco herpes-virus 
anteriormente identificados. Por conseguinte, foi denominado herpes-virus humano 6. Na atualidade, existem dois 
subtipos reconhecidos, designados como A e B; o subtipo B e predominante. Esse virus compartilha com o EBV a 
capacidade de crescer nos linfocitos humanos. Diferentemente do EBV, que infecta linfocitos em um estagio latente 
e nao cresce ativamente nas celulas, o HHV-6 parece provocar apenas infecgao produtiva nos linfocitos humanos (/. 
e., sao produzidas particulas virais infecciosas maduras nas celulas infectadas). 

Em 1990, foi isolado um novo herpes-virus de linfocitos T CD4+ de um individuo sadio, utilizando tecnicas que 
produzem ativagao das celulas T. O virus, que foi denominado herpes-virus humano 7 (HHV-7), e distinto do HHV- 
6, porem estreitamente relacionado com ele. Os dois virus nao produzem imunidade cruzada. 

HHV-6 e HHV-7 produzem uma doenga infantil comum, denominada exantema subito (tambem conhecido 
como roseola infantil, roseola subita, doenga de Duke ou quarta doenga). O exantema subito e observado em 
criangas de 6 meses a 3 anos de idade. Quase todas as criangas com mais de 13 meses de idade apresentam 
anticorpos contra o HHV-6. Os anticorpos dirigidos contra o HHV-7 aparecem em uma idade ligeiramente mais 
avangada. 

O exantema subito comega com febre abrupta, seguida de exantema, quando a febre regride no terceiro ou 
quarto dia. Ocorrem convulsoes febris em cerca de 8% dos pacientes com infecgao aguda. Essa infecgao tern pouca 
probabilidade de estar presente em uma crianga afebril. A doenga habitualmente soffe resolugao sem nenhuma 
sequela; todavia, em raras ocasioes, pode ocorrer doenga grave. Nos adultos imunossuprimidos, HHV-6 tern 
produzido doengas graves apos transplantes de medula ossea e de orgaos solidos, bem como em pacientes infectados 
pelo HIV. Esses virus foram sugeridos como agentes etiologicos da sindrome de fadiga cronica, esclerose multipla e 
doenga neoplasica; todavia, nao apareceram dados substanciais que corroborassem esse fato. A reativagao frequente 
dos herpes-virus durante a evolugao de outras doengas complica o estabelecimento defmitivo de um papel 
etiologico. 

Herpes-virus humano 8. A inclusao seguinte no grupo dos herpes-virus linfotropicos e o herpes-virus associado 
ao sarcoma de Kaposi, que foi denominado herpes-virus humano 8 (HHV-8). Como o proprio nome sugere, o virus 
foi detectado pela primeira vez em tecidos de sarcoma de Kaposi em pacientes com infecgao pelo HIV, utilizando 
tecnicas moleculares. 333 As pesquisas subsequentes demonstraram a presenga de sequencias genicas do virus em 
varios tipos clinicos de sarcoma de Kaposi, incluindo os que ocorrem em pacientes com AIDS, o sarcoma de Kaposi 
classico nao relacionado com a infecgao pelo HIV e o sarcoma de Kaposi em homens homossexuais que nao estao 
infectados pelo HIV. As sequencias foram identificadas em linfomas de cavidades corporais relacionados com a 
AIDS, que tambem continham sequencias geneticas do EBV. Esse tipo de linfoma associado ao HHV-8 foi 
classificado como “linfoma de derrame primario”. Por fim, HHV-8 esta associado a um subgrupo de pacientes com 
doenga de Castleman multicentrica, uma hiperplasia linfoide atipica, que pode progredir para o linfoma. As 
sequencias tambem sao encontradas no tecido nao neoplasico de pacientes infectados pelo HIV que apresentam 
sarcoma de Kaposi. 

Virus B. Na decada de 1930, foi isolado um virus do grupo herpes a partir de um paciente que desenvolveu doenga 
neurologica fatal apos ter sido mordido por um macaco. Aproximadamente ao mesmo tempo, Sabin isolava um 
virus de outro paciente que desenvolvera mielite transversa apos mordedura de macaco. Sabin denominou o isolado 
de virus B, devido ao nome do paciente acometido. Foi tambem denominado herpes-virus simio, o que, de certo 
modo, e uma designagao incorreta, visto que uma variedade de herpes-virus e encontrada em macacos. O nome 
taxondmico atual e herpes-virus cercopithecine 1, porem o nome “virus B” e mais comumente utilizado. Em uma 
revisao de infecgoes por herpes-virus B, 16 das 25 infecgoes foram fatais. 488 

O virus B e incomum, visto que ele provoca infecgoes atraves de linhagens de especies. E endogeno em 
macacos do Velho Mundo, como o macaco rhesus e o cinomolgo, nos quais estabelece um estado latente. Foram 


relatadas infecgoes humanas localizadas, porem a maioria e grave e sistemica. A mordedura de um animal constitui 
a forma habitual de transmissao, porem foi tambem relatada a ocorrencia de infeegao apos lesao por picada de 
agulha. Com frequencia, surge uma erupgao vesicular em tomo da mordedura, seguida de linfadenopatia regional e 
febre. A disseminagao sistemica e acompanhada de encefalite, mielite transversa ou necrose visceral. 

O primeiro episodio documentado de transmissao de um ser humano para outro, que ocorreu como parte de um 
grupo de infecgoes em um centra de pesquisa, causou preocupagao. Outra preocupagao ocorrida no passado foi a 
descoberta de que as celulas renais de macaco fomecidas comercialmente para laboratories de diagnostico estavam 
contaminadas pelo virus B. Felizmente, esse evento nao resultou em nenhuma infeegao humana, e as celulas foram 
recolhidas. 482 A capacidade do virus B de sofrer replicagao em monocamadas de celulas renais de macaco ja era 
conhecida ha varios anos. De fato, o estresse produzido pelo processamento dos rins pode estimular a ativagao do 
virus B latente. O efeito citopatico do virus consiste em aumento e fiisao das celulas, que podem se disseminar por 
toda a monocamada. 

Em preparagoes de celulas coradas, sao observadas inclusoes do tipo A de Cowdry, identicas aquelas do HSV ou 
do VZV. A subcultura em outras celulas renais de macaco ou em celulas renais de coelho, que sao utilizadas para o 
isolamento do HSV, transmite o virus. 

Adenovirus 

Os adenovirus foram originalmente reconhecidos quando foi constatada a ocorrencia de degeneragao espontanea em 
culturas de tecido adenoide. Foram denominados agentes de degeneragao adenoide (DA), adenoide- 
faringoconjuntivais (APC) ou de doenga respiratoria aguda (DRA). 4 Esses virus podem ser encontrados na faringe 
e nas fezes, sem produzir doenga perceptivel. A designagao de um agente infeccioso como agente etiologico deve 
ser feita com cuidado, de modo a nao haver nenhum erro por associagao fortuita. Por exemplo, antigamente, os 
adenovirus eram considerados como causa da sindrome de coqueluche, devido a seu isolamento na ausencia do 
agente bacteriano comum, Bordetella pertussis. O papel do adenovirus em uma sindrome de coqueluche e 
controverso. Foi sugerido que, por ser fastidiosa, B. pertussis pode nao ter sido isolada em muitos casos de 
coqueluche, enquanto os adenovirus representavam isolados incidentais ou patogenos coinfectantes. 233 

A doenga causada por adenovirus pode ser esporadica ou pode ocorrer na forma de epidemia. Esses virus 
produzem cerca de 5% das DRA em criangas com menos de 5 anos de idade e podem ser responsaveis por 10% dos 
casos de pneumonia infantil. Produzem faringite exsudativa, que pode simular a doenga por estreptococos beta- 
hemoliticos do grupo A. Os adenovirus podem causar otite, faringite e gastrenterite. Certos sorotipos estao 
associados a conjuntivite aguda, com ou sem faringite. As infecgoes do trato gastrintestinal causadas por adenovirus 
foram discutidas anteriormente com outras causas virais de gastrenterite. As principais infecgoes por adenovirus e 
seus sorotipos associados estao resumidos na Tabela 23.11. 

Poxvirus 

Os poxvirus constituem um grupo diverso. 154 Sao, em sua maioria, patogenos de animais, porem alguns tambem 
podem infectar os seres humanos. O mais conhecido dos poxvirus foi o virus da variola, o agente etiologico da 
variola e o unico membra do grupo que so infecta seres humanos. Na atualidade, passou de uma especie perigosa 
para uma especie em extingao, como se espera. 1 4 Apos a ultima notificagao de infeegao natural, os estoques do 
virus foram restritos aos EUA e a Uniao Sovietica. Entretanto, com a dissolugao da Uniao Sovietica, existe a 
possibilidade da dispersao desses estoques fora de Moscou. Foi estabelecida a sequencia do genoma do virus da 
variola e de cinco outras poxvirus. ' 41 

A constatagao de que a variola representa uma grave ameaga como agente de bioterrorismo estimulou um 
renovado interesse pelo virus. Hoje em dia, a populagao mundial e, em grande parte, suscetivel ou apenas 
parcialmente imune, e os medicos nao estao familiarizados com a apresentagao clinica e o diagnostico da variola. Os 
registros de surtos historicos, incluindo uma epidemia em Boston, no inicio do seculo XX, foram reexaminados para 
refrescar a memoria. 3,36 A imunizagao com virus vacinia, um dos grandes marcos da medicina moderna, foi 
abandonada na decada de 1970, devido aos efeitos colaterais bem-caracterizados da vacina. 38 O balango entre custo 
e beneflcio da vacinagao foi claramente afetado pelas circunstancias alteradas, 156,157 porem a evolugao correta e 
questionada. 39 ’ 302 Foi demonstrada a presenga de anticorpos residuais em individuos previamente imunizados, porem 
a sua eficacia nao esta bem-estabelecida. 160 


Tabela 23.11 Infecgoes por adenovirus. 


Sindrome 

Faixa etaria 

Sorotipos 

Faringite febril aguda 

Criangas de pouca idade 

1,2,3,5,6,7 

Febre faringoconjuntival 

Criangas de pouca idade e adolescentes 

3,7,14 

Doenga respiratoria aguda 

Recrutas militares 

3,4,7,14,21 

Pneumonia 

Criangas de pouca idade 

1,2,3,7 


Recrutas militares 

4,7 

Ceratoconjuntivite epidemica 

Todas 

8,11,19,37 

Cistite hemorragica aguda 

Criangas de pouca idade 

11,21 

Gastrenterite 

Criangas de pouca idade 

39,40 

Meningoencefalite 

Criangas e pacientes imunocomprometidos 

1,2,5 

Hepatite 

Criangas e pacientes imunocomprometidos 

1,2,5 


Adaptada da referenda 245. 


Os ortopoxvirus de animais, como os virus da variola bovina e da variola do macaco, podem, em certas 
ocasioes, infectar os seres humanos. Clinicamente, essas infecgoes assemelham-se a variola. Surgiu uma nova 
dimensao para o risco da variola simia, com o reconhecimento da aquisigao de infecgao humana a partir de caes-da- 
pradaria criados como animais de estimagao. 389 Esses animais podem ter sido infectados por roedores africanos 
importados, que sao reconhecidamente suscetiveis ao virus da variola do macaco. O diagnostico diferencial de todas 
as infecgoes por poxvirus inclui o VZV. ,26 Por conseguinte, o exame laboratorial e fundamental toda vez que surge a 
possibilidade de variola. 

A origem do virus da vacinia ainda nao esta bem esclarecida. Esse virus possui muitas caracteristicas de uma 
especie distinta, mas pode ser derivado de um de varios virus candidatos (incluindo o virus da variola bovina) por 
mutagao ou recombinagao. 

Os membros de outros dois generos, Parapoxvirus e Yatapoxvirus, sao patogenos de animais, mas tambem 
podem infectar os seres humanos. O tanapoxvirus provoca infecgao humana em partes da Africa, porem tern 
produzido doenga em pessoas que viajam apos retomarem de uma area endemica. 111 

O virus do molusco contagioso, o unico membro do genero Molluscipoxvinis, provoca uma lesao cutanea 
distinta; a semelhanga da variola, infecta apenas os seres humanos. 132 

Os parapoxvirus incluem agentes que causam doengas em ovinos (virus orf ou da dermatite pustular contagiosa) 
e em vacas (virus do nodulo do ordenhador ou pseudovariola bovina). Alem disso, podem produzir infecgoes 
localizadas em seres humanos em decorrencia de exposigao ocupacional aos virus. E pouco provavel que os 
poxvirus sejam isolados no laboratorio clinico. 

Papilomavirus 

Os papilomavirus humanos (HPV) causam verrugas comuns, verrugas venereas sexualmente transmitidas e tumores 
dos tratos respiratorio, intestinal e genital. A natureza viral das verrugas foi reconhecida no inicio do seculo XX, 
quando foram transferidas com filtrados isentos de celulas, e Shope definiu, em 1933, o papilomavirus do coelho 
como causa de papilomas. 298 O estudo extenso e minucioso do HPV foi impedido ate o desenvolvimento de tecnicas 
moleculares necessarias para essa tarefa, na decada de 1970. 

Foram descritos mais de 60 tipos geneticos de HPV. Existem fortes associagoes entre certos genotipos e lesoes 
clinicas (Tabela 23.12). A verruga comum constitui uma lesao mais frequente, porem a maior atengao concentrou-se 
nas infecgoes genitais, incluindo a sua associagao a neoplasias. Os parceiros sexuais de pacientes infectados pelo 
HPV tambem sao frequentemente infectados pelo mesmo genotipo. 



A natureza causal do HPV com relagao a neoplasia cervical foi estabelecida a partir de muitos estudos. Embora 
o HPV represente um importante risco, outros fatores parecem ser necessarios para o desenvolvimento de cancer. 
Mais do que um notavel desvio do epitelio normal para o neoplasico no colo do utero, observa-se um espectro 
continuo, reconhecido como graus de gravidade crescente de neoplasia intraepitelial cervical. O estagio final do 
processo consiste no desenvolvimento de neoplasia maligna manifesta, o carcinoma invasivo, que pode ser 
glandular ou, mais comumente, escamoso. De modo semelbante, existe um continuum na expressao dos genes e 
antlgenos do HPV. No epitelio normal, as celulas da camada basal diferenciam-se progressivamente para formar o 
epitelio escamoso nao queratinizado na superficie. A medida que as alteragoes do epitelio cervical progridem de 
levemente displasicas a gravemente displasicas, sao observadas as seguintes alteragoes: (1) as celulas tornam-se 
menos diferenciadas em todo o epitelio, (2) o conteudo de cromossomos dos nucleos toma-se cada vez mais 
anormal, (3) a expressao dos produtos genicos (antlgenos) do HPV toma-se menos intensa, e (4) e cada vez mais 
dificil demonstrar a expressao dos genes do HPV. Uma das caracteristicas da celula infectada pelo HPV consiste em 
coilocitose, um halo perinuclear no epitelio escamoso acompanhado de atipia nuclear, embora esse aspecto nao 
esteja presente em todas as celulas infectadas. A aparencia da atipia coilocitica em celulas cervicais esfoliadas e 
mostrada na Figura 23.5. 


Tabela 23.12 Associagao de papilomavirus humanos (HPV) selecionados com doenga cli'nica. 


Tipo viral 

Doenga cli'nica 

Potencial neoplasico 

HPV-1 

Verruga plantar profunda 

Nao descrito 

HPV-2 

Verruga comum 

Verruga em mosaico 

Lesoes nos labios 

Nao descrito 

HPV-3 

Verruga plana 

Nao descrito 

HPV-4 

Verruga comum 

Nao descrito 

HPV-5 

Placas na epidermodisplasia verruciforme 

Pode ocorrer desenvolvimento de carcinoma escamoso em 

areas expostasao sol 

HPV-6 

Genital: condiloma exofitico; condiloma piano; condiloma 

gigante 

Papilomas respiratorios 

Papilomas conjuntivais 

Assoclagao fraca, particularmente na vulva 

HPV-7 

Verruga comum do agogueiro 

Nao descrito 

HPV-11 

Ver HPV-6 

Ver HPV-6 

HPV-13 

Hiperplasia epitelial focal da cavidade oral 

Nao descrito 

HPV-16 

Anogenital: papulose de Bowen; condiloma piano 

Alta associagao no colo do utero 

Associagao moderada na vagina, vulva, anus e penis 

Tambem encontrada no trato respiratorio, induindo 

laringe, tonsilas e cavidade oral em associagao com 

carcinoma de celulas escamosas de cabega e pescogo 

HPV-18 

Genital: condilomas pianos 

Alta associagao no colo do utero; raramente encontrada em 

lesoes precursoras. Associada a carcinoma de celulas 



HPV-31 


escamosas de cabe^a e pesco^o 
Alta associagao com cancer cervical 


Genital: condiloma piano 

HPV-32 Hiperplasia epitelial focal na cavidade oral Nao descrito 

HPV-33, -35, -39, -51,-52, Genital Associagao moderada com cancer cervical 

-56,-58,-59,-68 

HPV-45 Genital Alta associagao com cancer cervical 

Adaptada da referenda 316. 

A biologia celular do HPV sustenta um papel primario no desenvolvimento de neoplasias.' 1 (1 os tipos virais mais 
estreitamente associados ao cancer cervical, particularmente o HPV-16 e o HPV-18, sao capazes de transformar 
celulas em cultura; elas perdem os seus mecanismos normals de controle de crescimento. O DNA desses genotipos 
integra-se ao DNA do hospedeiro. A integragao viral pode produzir rearranjo cromossomico, levando a uma 
diferenciagao celular anormal in vitro. Zur Hausen formulou a hipotese de que a neoplasia cervical resulta da 
falencia de um mecanismo primordial de vigilancia celular, desenvolvido para o controle de genomas virais 
persistentes. 510 

O DNA do papilomavlrus foi demonstrado no epitelio cervical normal adjacente a verrugas genitais e cancer. A 
incapacidade de remover todo o tecido infectado pode levar a recidivas. O DNA do HPV tambem pode ser 
demonstrado em 5 a 10% das mulheres com esfregagos ou biopsias cervicais normals. A infecgao pode ser 
transitoria; a associagao de genotipos de alto risco com neoplasia cervical e mais marcante quando o DNA do HPV 
esta persistentemente presente. 

As recomendagoes nacionais de consenso nos EUA para o tratamento de pacientes com risco de neoplasia 
cervical, que evoluem continuamente, incluem parametros morfologicos (citologia esfoliativa cervical) e 
determinantes virais (detecgao do HPV). A avaliagao molecular para a presenga do HPV constitui, atualmente, parte 
do padrao de rastreamento de mulheres para cancer cervical e seus precursores. O Sistema Bethesda e a abordagem 
atual para a classificagao da citologia endocervical. 434 A Tabela 23.13 fomece um resumo das diretrizes de 
rastreamento para cancer cervical do American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG). 

O papel do laboratorio no manejo da doenga endocervical tern muitos aspectos."" As recomendagoes para a 
administragao da doenga pelo HPV continuam evoluindo. Atualmente, a ACOG inclui o uso de um teste para HPV, 
juntamente com teste de Papanicolaou, a cada 5 anos, como altemativa para o teste de Papanicolaou isoladamente a 
cada 3 anos. Os metodos moleculares projetados para detectar a presenga do HPV sao mais senslveis do que a 
citologia, embora a citologia e, em alguns casos, a biopsia proporcionem a especificidade necessaria para 
caracterizar de modo acurado o tipo e a extensao da doenga. A importancia de uma abordagem em equipe para obter 
beneficios otimos para o paciente e evidente nessa area de atuagao medica. 



■ FIGURA 23.5 Citologia cervical. A. Celulas epiteliais escamosas cervicais esfoliadas normais. O nucleo e pequeno e 
compacto, e o citoplasma e abundante nessas celulas epiteliais queratinizadas maduras. B. Atipia coilocitica. Os nucleos em 



algumas dessas celulas superficial estao aumentados, com cromatina grosseira e agregada, e observa-se uma palidez ou 
clareamento no citoplasma em torno do nucleo (halo perinuclear) (setas) (coloragao de Papanicolaou 250*). 

Poliomavirus 

Existe uma ampla variedade de poliomavirus, porem apenas alguns deles sao de importancia clinica para os seres 
humanos. Trata-se de pequenos virus DNA de filamento duplo, que infectam a maioria dos individuos em algum 
momento durante a vida, causando habitualmente doenga subclinica. A doenga discernivel e causada pela reativagao 
desses virus em hospedeiros imunocomprometidos. 

Os virus JC e BK, assim denominados com as iniciais dos pacientes em que foram inicialmente isolados, 
constituem os poliomavirus mais comuns encontrados na medicina humana. O virus JC provoca uma doenga 
desmielizante destrutiva, denominada leucoencefalopatia multifocal progressiva, em pacientes 
imunocomprometidos. 304 O virus BK causa cistite hemorragica, frequentemente em receptores de transplante de 
celulas-tronco durante periodos de neutropenia profunda. Provoca tambem nefropatia do rim transplantado em 
receptores de transplante renal. A detecgao de ambos os virus BK e JC depende predominantemente da PCR 
quantitativa, embora se disponha de outros metodos. 

O virus do carcinoma de celulas de Merkel e um poliomavirus mais recentemente descrito que, como o proprio 
nome indica, esta associado ao carcinoma de celulas de Merkel raramente encontrado. Esse carcinoma 
neuroendocrino ocorre mais comumente em individuos imunocomprometidos, particularmente receptores de 
transplante. 

Tabela 23.13 Diretrizes do American College of Obstetricians and Gynecologists para rastreamento do 
cancer do colo do utero. 

• 0 rastreamento do cancer do colo do utero deve come^ar com 21 anos de idade 

• As mulheres de 21 a 29 anos de idade devem realizar um teste de Papanicolaou a cada 3 anos 

• As mulheres de 30 a 65 anos de idade devem realizar um teste de Papanicolaou e um teste para HPV a cada 5 anos. Como opgao alternativa, 
devem realizar apenas o teste de Papanicolaou a cada 3 anos 

• As mulheres sem historia de displasia moderada ou grave ou cancer devem interromper o rastreamento depois dos 65 anos de idade se tiverem 
tido tres testes de Papanicolaou consecutivos negativos ou dois testes para HPV negativos, em gue o teste mais recente foi realizado nos ultimos 5 
anos. 

Observagao: as mulheres com historia de cancer do colo do utero, as com HIV e as que foram expostas ao dietilestilbestrol 
(DES) antes do nascimento nao devem seguir essas diretrizes de rotina. 

Modificada de http://www.acog.org/-/media/For-Patients/pfs004.pdf?dmc=1 &ts=20150618T1250230513. 

Parvovirus 

Como o proprio nome sugere, os parvovirus sao muito pequenos. Esses virus sao peculiares, uma vez que contem 
DNA de filamento unico. Foi demonstrado que o unico parvovirus humano, conhecido como B19, provoca uma 
doenga febril infantil comum com exantema. O eritema infeccioso e tambem conhecido como quinta doenga (a 
quinta doenga da infancia depois do sarampo, da rubeola, da varicela e da roseola). 28,503 Caracteriza-se por febre e 
por um exantema caracteristico em “face esbofeteada” em criangas de pouca idade. A maioria dos individuos toma- 
se imune quando atinge a idade adulta, porem os individuos suscetiveis podem apresentar artrite ou artralgias. Esse 
padrao de doenga leve com exantema na infancia e artrite grave em adultos assemelha-se ao do virus da rubeola. O 
exantema no eritema infeccioso e maculopapular; entretanto, foi relatada a ocorrencia de lesao vesiculopustulosa em 
um adulto. 

O parvovirus B19 possui afmidade pelos eritroblastos (j. e., precursores eritroides imaturos). O receptor para o 
parvovirus B19 nos eritrocitos humanos e o antigeno P; os individuos que carecem desse antigeno sao naturalmente 
resistentes a infecgao. Infelizmente, um numero muito pequeno de individuos carece do antigeno eritrocitario P. 
Parvovirus B19 pode produzir anemia transitoria em individuos normais e anemia cronica grave ou crise aplasica 
em pacientes com neoplasias malignas, hemoglobinopatias ou imunodeficiencia. Quando uma mulher gravida sofre 
infecgao primaria por parvovirus, pode ocorrer eritroblastose fetal com hidropisia fatal. Nesse caso, o virus provoca 



anemia cronica grave, ao passo que, na eritroblastose imunologica (doenga por Rh), os anticorpos dirigidos contra 
os eritrocitos fetais sao responsaveis pelo dano. O parvovirus humano foi associado a uma sindrome hemofagocitica 
viral em criangas e adultos. Foi documentada a transmissao da infecgao por parvovirus de pacientes com infecgao 
maciga para profissionais de saude suscetiveis. 

As manifestagoes clinicas da infecgao pelo parvovirus humano durante uma epidemia em Cadiz, na Espanha, 
consistiram em manifestagoes hematologicas em 13,9% de 43 pacientes, lesoes dermatologicas em 53,4%, artralgias 
ou artrite em 20,9% e infecgao durante a gravidez em 7,0% das pacientes (duas dessas mulheres sofreram aborto). 
Os sintomas iniciais consistiram em febre e linfadenopatia em 37% dos pacientes. 162 

Virus da hepatite 

Muitos virus podem causar lesao infecciosa do figado. Em certas ocasioes, o EBV e o CMV provocam hepatite 
sintomatica como parte da sindrome de mononucleose. Os principais virus da hepatite formam um grupo distinto. A 
“sopa de letras” das hepatites esta resumida na Tabela 23.14. Varios outros virus que foram descritos como agentes 
da hepatite sao descritos de modo mais pormenorizado em textos especializados. Por exemplo, o virus da hepatite 
G, tambem conhecido como virus GB, e um membro da familia Flaviviridae e uma causa infrequente de 
hepatite. 295,375 ’ 489 De modo semelhante, agentes como o virus transmitido por transfusao (virus TT) e o virus SEN, 
ambos membros da familia Circoviridae, sao descritos mais apropriadamente em outra parte. As segoes que se 
seguem concentram-se nos virus hepatotroficos de maior importancia. 

Virus da hepatite A. O virus da hepatite A produz hepatite infecciosa esporadica e epidemica. A doenga e 
conhecida desde a Antiguidade, porem o virus so foi identificado na decada de 1970. O virus da hepatite A foi 
classificado pela primeira vez como enterovirus 72, com base nas suas caracteristicas bioquimicas e fisicas. 
Subsequentemente, foi constatado que esse virus apresentava diferengas consideraveis em comparagao com os 
enterovirus classicos. Atualmente, faz parte de um novo genero, Hepatovirus, dentro da familia Picomaviridae. 22 ’ 
Existem sete genotipos do virus da hepatite A, e a maioria das cepas pertence ao genotipo I. 

O virus da hepatite A produz hepatite aguda autolimitada, que pode ser fulminante. O periodo de incubagao 
entre exposigao e a doenga clinica e curto (< 1 mes). Durante os 7 a 10 dias que antecedem a doenga clinica, 
ocorrem replicagao viral nao citopatica nos hepatocitos, viremia e eliminagao fecal do virus infeccioso. Segue-se um 
periodo de replicagao viral, com lesao dos hepatocitos, incluindo a degeneragao classica “em balao” das celulas 
hepaticas. Nesse estagio, o periodo de contagio esta quase completo. A infecgao pelo virus da hepatite A raramente 
e transmitida por transfusoes de sangue, visto que existem poucos virus no sangue, e a duragao da viremia e 
limitada. Na Europa e nos EUA, foi descrita a transmissao da infecgao a pacientes com hemofilia atraves de 
concentrado de fatores da coagulagao, que contem amostras de muitos doadores. E raro haver necrose hepatica 
maciga e cirrose pos-infecciosa. A hepatite cronica e a neoplasia nao sao complicagoes. 

A hepatite A e transmitida por agua e alimentos contaminados. Os moluscos bivalves de aguas contaminadas ja 
produziram numerosos surtos, visto que sao frequentemente consumidos crus ou cozidos no vapor a uma 
temperatura que nao inativa o virus. 272 Em um surto ocorrido em Shangai, mais de 300.000 individuos foram 
infectados apos consumir moluscos bivalves crus provenientes de aguas contaminadas. 223 Ocorre tambem 
transmissao sexual. 255 

A transmissao do virus da hepatite A, a semelhanga do EBV e do poliovirus, e determinada pelas condigoes 
sanitarias e socioeconomicas. O virus circula livremente em condigoes sanitarias precarias e infecta os seres 
humanos em uma idade precoce, quando a infecgao e habitualmente assintomatica. Os individuos com melhores 
condigoes sociais escapam da infecgao ate uma idade mais avangada, quando ocorre hepatite sintomatica 22 , (ver o 
texto sobre “Poliovirus” e “Virus Epstein-Barr”). 

Virus da hepatite B. O virus da hepatite B e um hepatovirus DNA. Produz hepatite aguda e cronica e constitui 
um agente etiologico do carcinoma hepatocelular. 161 O virus da hepatite B possui um longo periodo de incubagao 
(45 a 120 dias) e e transmitido principalmente por via parenteral. 224 Antes do uso comum de rastreamento de rotina 
de hemocomponentes para esse virus, a hepatite B era a causa mais comum de hepatite associada a transfusoes. 
Outras vias parenterais incluem acupuntura e tatuagem. Foi demonstrada a presenga de antigeno da hepatite B em 
mosquitos, porem a transmissao da infecgao por artropodes nao foi comprovada. Esse virus pode ser transmitido por 
contato sexual e ja produziu doenga epidemica em homens homossexuais, prostitutas e usuarios de drogas 
intravenosas. Ocorre infecgao perinatal, porem o leite matemo nao parece desempenhar um papel na transmissao. O 


virus da hepatite B pode provocar hepatite aguda fulminante fatal, denominada necrose hepatica. Foi sugerido que 
essa grave manifestagao pode ser causada por uma mutagao do virus. 

A serie de mecanismos envolvidos na transmissao da infecgao pelo virus da hepatite B lembra o HIV. 
Entretanto, a concentragao do virus da hepatite B no sangue e nos liquidos corporais e muito maior que a do HIV, e, 
consequentemente, a infecgao hospitalar representa maior problema. A hepatite B tem sido uma causa importante de 
infecgoes ocupacionais em profissionais de saude, porem a frequencia foi acentuadamente reduzida pelo uso 
disseminado de imunizagao nos profissionais de saude. 


Tabela 23.14 Principais causas virais de hepatite. 


Virus 

Taxonomia 

Hepatite A 

Picornaviridae 


Hepatovirus 

Hepatite B 

Hepadnaviridae 


Orthohepadnavirus 

Hepatite C 

Flaviviridae 


Hapacivirus 

Hepatite D 

Deltavirus 

Hepatite E 

Hepeviridae 


Hepevirus 


Cronicidade 

Nao 

Sim 


Parenteral: sangue; com menos frequencia, contato sexual Sim 

Parenteral: sangue; exige a presenga do virus da hepatite B Sim 
Enterica Nao 


Neoplasia 

Nao 

Sim 

Sim 

Sim 

Nao 


O virus da hepatite B e um virus esferico de 47 nm, que possui varios antigenos de importancia para o 
diagnostico e a patogenese. Varios genotipos do virus da hepatite B possuem implicagoes clinicas distintas. 
Classicamente, o genotipo A produz uma sobrevida mais longa e doenga mais grave; o genotipo B e encontrado 
mais comumente em infecgoes que levam ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular; o genotipo C provoca 
doenga grave; e, por fim, o genotipo D ocorre na hepatite fulminante. 224 

Existem tres polipeptidios do envelope de importancia particular: o HBsAg (antigeno de superficie da hepatite 
B), o HBcAg (antigeno do cerne da hepatite B) e o HBeAg (antigeno e da hepatite B). Esse virus nao tem sido 
cultivado in vitro, porem a variedade de antigenos e seus anticorpos correspondentes proporcionam uma ampla 
ferramenta para documentar a presenga de doenga clinica. Apesar de nao ser absoluta, a presenga do antigeno e 
exibe uma boa correlagao com a presenga de DNA, DNA polimerase e infectividade viral. A historia fascinante da 
descoberta do antigeno Australia (atualmente conhecido como HBsAg) e sua relagao com a hepatite foram revistas 
por Blumberg. 29 Serve para lembrar que ninguem pode prever onde uma pesquisa basica ira exercer seu impacto 
clinico. Quern poderia prever que um grupo de pesquisa interessado em polimorfismos geneticos de proteinas 
sanguineas iria descobrir a chave para uma importante causa de hepatite humana? 

Por motivos que ainda nao foram esclarecidos, alguns individuos infectados pelo virus da hepatite B 
desenvolvem anticorpos e eliminam o virus do organismo, enquanto outros pacientes continuam a apresentar 
antigenos virais circulantes. Verifica-se o desenvolvimento de doenga hepatica cronica em um subgrupo desses 
portadores crdnicos. Outra complicagao grave dessa infecgao consiste na integragao do DNA viral ao genoma dos 
hepatocitos e no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. 

Virus da hepatite C. Com a disponibilidade de reagentes diagnosticos para os virus da hepatite A e B, ficou 
evidente que existiam outras causas de hepatite associada a transfusoes. 305 Os virus desconhecidos foram designados 
como virus da hepatite nao A, nao B. Gragas a tecnologia aprimorada da biologia molecular, sabe-se, hoje em dia, 
que a hepatite C constitui a causa da maioria dos casos de hepatite nao A, nao B associada a transfusoes que ocorria 
naquela epoca. O virus, que nao conseguiu ser cultivado, foi posteriormente caracterizado por tecnicas moleculares, 
um dos primeiros triunfos da biologia molecular. De modo surpreendente, foi constatado que o agente recem- 
caracterizado esta mais estreitamente relacionado com um grupo de virus que sao transmitidos por artropodes; hoje 



em dia, pertence a um genero ( Hepacivirus ) da familia Flaviviridae. Os conceitos de relagoes geneticas entre cepas 
do virus da hepatite C estao evoluindo. Foram descritos seis genotipos, de 1 a 6, com os subtipos la e lb no grupo 1, 
numerosos subtipos nos grupos 2 a 4, e apenas um tipo nos genotipos 5 e 6. Os pacientes que sao infectados por 
cepas das clades la e lb (que correspondem aos genotipos la e lb) respondem de modo menos satisfatorio ao 
tratamento com interferona e evoluem mais rapidamente para a doenga hepatica cronica do que os individuos que 
foram infectados por outras cepas. Entretanto, novos agentes terapeuticos prometem que, em breve, os subtipos 
genotipicos nao serao mais importantes. Nos demais aspectos, parece haver poucas diferengas fenotipicas entre 
cepas geneticamente distintas. 

A epidemiologia das infecgoes pelo virus da hepatite C possui muitas semelhangas com a da hepatite B, porem 
algumas diferengas significativas tomam-se evidentes. A via mais comum de disseminagao no passado era por meio 
de hemocomponentes, incluindo imunoglobulina. A transmissao por meio de exposigao ao sangue ainda pode 
ocorrer de modo acidental durante uma cirurgia, e os usuarios de drogas intravenosas continuam correndo risco 
elevado da doenga. O rastreamento de hemocomponentes para o virus da hepatite C reduziu substancialmente o 
risco de transmissao por essa via. A transmissao sexual e outra forma de transmissao, porem a sua frequencia e 
muito menor do que na infecgao pelo vims da hepatite B. A prevalencia de anticorpos contra a hepatite C entre 
profissionais de saude em Baltimore foi semelhante aquela da populagao geral, sugerindo que esses profissionais 
estao expostos a baixos niveis do vims ou que a transmissao do vims nao e significativa. 453 

Com frequencia, a infecgao aguda pelo vims da hepatite C e menos grave que a da hepatite B, porem a 
frequencia de doenga cronica pelo vims da hepatite C e elevada. O assunto foi revisto por Iwarson et al. 244 

A taxa de mortalidade a longo prazo de pacientes infectados pelo vims da hepatite C assemelha-se aquela dos 
controles, embora os pacientes infectados corram risco ligeiramente aumentado de morte por doenga hepatica. 
Espera-se que novos tratamentos, recentemente introduzidos na ocasiao em que este capitulo estava sendo redigido, 
possam efetuar a cura da maioria dos pacientes infectados pelo vims da hepatite C. Entretanto, uma vez 
documentada a presenga de infecgao cronica, o prognostico e muito mais sombrio. A cirrose constitui uma 
complicagao significativa da infecgao cronica. A infecgao pelo vims da hepatite C representa um fator de risco 
independente para o carcinoma hepatocelular apos o desenvolvimento de cirrose. As manifestagoes imunologicas 
extra-hepaticas, como crioglobulinemia e fator reumatoide, constituem uma parte proeminente da infecgao pelo 
vims da hepatite C, como no caso da hepatite B. 

Virus da hepatite D. O vims da hepatite D, tambem conhecido como agente delta, e um vims RNA de envoltorio 
duplo, de 35 nm, que e incapaz de se multiplicar na ausencia do antigeno da hepatite B. O vims delta em processo 
de maturagao recobre-se no envoltorio do HBsAg antes de infectar outras celulas. Por conseguinte, a biologia da 
hepatite D esta indissoluvelmente ligada a da hepatite B. O vims da hepatite D pode produzir infecgao e doenga 
apenas em pacientes com infecgao concomitante pelo vims da hepatite B ou que estejam produzindo HBsAg em 
decorrencia de infecgao anterior. Nao e surpreendente que a infecgao pelo vims da hepatite D esteja concentrada em 
populagoes com infecgao pelo vims da hepatite B, como usuarios de drogas ilicitas e homens homossexuais. 

Quando ocorre coinfecgao, a doenga clinica assemelha-se aquela da hepatite Bee habitualmente autolimitada. 
Quando o vims da hepatite D infecta um portador cronico do vims da hepatite B, a doenga clinica e muito mais 
grave, toma-se cronica em ate 80% dos casos, e as taxas de mortalidade podem aumentar acentuadamente, 
alcangando 12%. 

Virus da hepatite E. O vims da hepatite E, um dos integrantes mais recentes dos vims da hepatite, e um vims 
RNA labil de 27 nm.’* 2 Esse vims produz hepatite aguda de transmissao enterica, que se assemelha mais 
estreitamente a infecgao pelo vims da hepatite A. O genoma viral foi clonado por tecnicas semelhantes aquelas 
usadas para a identificagao da hepatite C. A posigao taxonomica desse vims ainda nao foi esclarecida. Possui 
semelhangas com os calicivims, porem exibe uma relagao genetica mais estreita com o vims da rubeola, atualmente 
classificado como togavims. Sao produzidas grandes epidemias da doenga transmitida pela agua em condigoes 
sanitarias precarias; todavia, a infecgao ainda nao foi reconhecida como causa de doenga endogena nos EUA. 
Entretanto, pessoas que viajaram para areas endemicas regressaram aos EUA com a infecgao. 

Doengas prionicas (encefalopatias espongiformes transmissi'veis) 

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE; do ingles, transmissible spongiform encephalopathy) formam 
um gmpo fascinante de infecgoes do SNC. Sao defmidas por uma patologia celular distinta, caracterizada por um 


aspecto vacuolado da substancia branca cerebral. As infecgoes e seus hospedeiros naturais estao resumidos na 
Tabela 23.15. Foi proposta uma classificagao molecular e cllnica das doengas prionicas. 46 ' 1 

Durante decadas, foi reconhecido que o agente causador de scaprie era singular - um agente aparentemente 
transmisslvel, que nao tinha nenhuma evidencia de qualquer tipo de acido nucleico. O patogeno responsavel foi 
originalmente considerado um “virus lento”; entretanto, o agente era mais resistente a inativagao pelos raios X, luz 
ultravioleta e tratamento qulmico intenso, incluindo imersao em formol a 10%, do que qualquer outra partlcula 
infecciosa conhecida. Na decada de 1960, Pattison propos que o agente consistia em uma protelna basica, e Griffith 
sugeriu varios mecanismos hipoteticos, um dos quais provou ser correto. 380 A natureza das partlculas infecciosas foi 
cuidadosamente elucidada por Prusiner. Ele persistiu em sua batalha, vencendo outros colegas ceticos e, fmalmente, 
recebeu o Premio Nobel por seus esforgos. O agente infeccioso singular, que foi denominado prion, consiste em 
uma proteina celular normal (PrP c ), que foi modificada por uma alteragao na sua conformagao. A proteina PrP c e 
convertida na proteina anormal (PrP sc ) por meio de dobramento de uma parte de sua estrutura espiralada a-helicoidal 
em uma lamina b. 379,380 Embora a hipotese de proteina infecciosa tenha sido geralmente aceita, o consenso quanto a 
natureza do agente infeccioso nao e universal. 80 


Tabela 23.15 Encefalopatias espongiformes transmisslveis (doengas prionicas). 


Agente 

Hospedeiro natural 

Infecgao humana 

Scrapie 

Ovino 

Nao 

Encefalopatia transmisslvel do mink 

Mink ( vison ) 

Nao 

Doenga debilitante cronica 

Cervoealce 

Nao 

Kuru 

Humanos 

Sim 

Doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD) (formas familiar, esporadica e 

iatrogenica) 

Humanos 

Sim 

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) 

Humanos 

Sim 

Insonia fatal (formas familiar e esporadica) 

Humanos 

Sim 

Encefalopatia espongiforme bovina 

Gado bovino 

Sim 


As doengas produzidas por prions sao denominadas TSE. 252,380,381 Eram de interesse veterinario ate o 
reconhecimento do primeiro caso de TSE em seres humanos. O kuru ocorreu em uma tribo remota isolada de 
aborigenes nas terras altas da Nova Guine. 1 Gajdusek recebeu o Premio Nobel por desvendar a misteriosa doenga 
que comegava com ataxia cerebelar e tremor semelhante a calaffios, progredia ate a perda completa das fungoes 
motoras e da fala e levava a morte dentro de 1 ano. O agente era transmitido atraves da pratica de canibalismo ritual, 
como parte do ritual de luto dos mortos. A transmissao da infecgao foi interrompida quando a tribo foi convencida a 
modificar suas praticas. Posteriormente, foi constatado que duas demencias humanas raras - a doenga de 
Creutzfeldt-Jakob (CJD) e uma variante, a sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) - eram causadas por 
um agente semelhante. Essas doengas degenerativas, que ocorrem nas formas familiar e esporadica, produzem 
demencia de inicio rapido. Na maioria dos pacientes, ocorrem perda de memoria e problemas de comportamento em 
algum momento. A morte ocorre dentro de alguns meses a 1 ano apos o inicio da doenga. 

A encefalopatia espongiforme bovina (TSE) apareceu no sul da Inglaterra, em 1986, e, no final de 1993, 
aproximadamente 100.000 casos tinham sido documentados. O scrapie foi transmitido experimentalmente de ovinos 
para bovinos, 170 e foi sugerido que a doenga era transmitida para o gado bovino atraves dos cerebros de ovinos 
incluidos na ragao como suplemento proteico. ' De modo altemativo, a TSE pode ter surgido por mutagao aleatoria, 
conforme observado na CJD humana. Qualquer que tenha sido a origem do primeiro caso, a inclusao de produtos 
animais em ragoes para animais possibilitou a ampla disseminagao da infecgao no gado bovino. 255 

O que era um desastre economico transformou-se em catastrofe politica e cientifica em 1996, quando foi 
anunciado que alguns pacientes com “doenga de Creutzfeldt-Jakob atipica” na Inglaterra poderiam ter contraido a 



doenga pelo consumo de came de vaca com TSE. O governo britanico reagiu timidamente, enquanto os govemos 
europeus tiveram uma reagao exagerada, criando uma crise mais polftica do que cientifica. Em pouco tempo, 
tomou-se evidente que a variante da doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJDv) era real. Varios autores acreditam que ela 
tenha resultado do consumo de carne contaminada, 91,255,466 embora Prusiner tenha sido mais prudente em sua 
analise. 379-381 A CJDv difere em varios aspectos da forma classica, incluindo seu inicio em uma idade jovem. A 
epidemia de TSE e, aparentemente, de CJDv na Inglaterra foi fmalmente controlada com o sacrificio generalizado 
do gado bovino e a proibigao do uso de produtos animais em ragoes para animais. Em virtude do longo periodo de 
incubagao da TSE, e politicamente prudente ter cautela ao declarar qualquer vitoria. 243 

A saga da TSE e da CJDv abalou a teoria anteriormente defendida e confortavel de que as doengas prionicas 
eram especificas de especie. Embora a TSE tenha sido reconhecida ha muitos anos, nunca tinha ocorrido 
transmissao entre diferentes especies. Foi devastador reconhecer que a barreira estabelecida pela especie pode nao 
ser absoluta, e que os seres humanos podem nao estar isentos de qualquer risco. Outro problema surgiu com o 
reconhecimento de que pelo menos uma vitima de CJD havia participado em cagadas de animais silvestres. 64 Nao se 
sabe se os animais silvestres de caga apresentavam doenga debilitante cronica, que afeta rebanhos de alces e cervos 
no oeste e centro-norte dos EUA. Entretanto, o potencial de riscos adicionais para os seres humanos e demasiado 
obvio. Outra ilusao reconfortante foi aniquilada quando a TSE foi identificada tanto no Canada quanto nos 
EUA. 67,115 

Ate o momento, todos os casos de transmissao de doenga prionica ocorreram atraves de tecido neural, incluindo 
a transmissao da CJD por hormonios derivados do tecido hipofisario humano, transplante de dura-mater e de 
corneas e eletrodos eletroencefalograficos contaminados. As infecgoes tomaram-se clinicamente aparentes dentro 
de mais de 14 anos apos a suposta exposigao. Ainda nao se dispde de evidencias defmitivas de transmissao por meio 
de tecido extraneural, 252 porem foi documentada a presenga de prions fora do SNC na CJD classica 1 ' 2 e na CJDv. 4 ' 16 

Quando ha suspeita clinica de TSE, e preciso tomar precaugoes extremas na sala de necropsia e no laboratorio 
de histologia, visto que os agentes dessas infecgoes sobrevivem a fixagao com formol e podem ser ate demonstrados 
apos inclusao do tecido em blocos de parafma. 

Classificacao clinica das infecgoes virais 

Embora a taxonomia virologica seja importante do ponto de vista cientifico, os esquemas clinicos de classificagao 
possuem validade pratica quando se considera um determinado paciente. As sindromes clinicas e os virus 
associados que sao encontrados com mais frequencia estao resumidos na Tabela 23.16. E importante reconhecer que 
os virus de varios grupos taxonomicos podem produzir os mesmos sintomas. 

Diagnostico das infecgoes virais 

A principal tecnica de diagnostico para a maioria das infecgoes virais mudou no decorrer dessa ultima decada, do 
isolamento do virus em cultura de celulas para a detecgao dos acidos nucleicos dos virus por uma variedade de 
metodos moleculares, cuja maior parte envolve a amplificagao do acido nucleico. As tecnicas sorologicas continuam 
sendo liteis em diversas situagoes. Incluem a determinagao do estado imunologico de doadores e receptores antes da 
realizagao de transplante e diagnostico de doengas nas quais a viremia pode ter sido transitoria (p. ex., infecgao pelo 
virus do Nilo Ocidental). A detecgao direta do antigeno viral nos liquidos ou tecidos corporais tambem tem sido 
efetiva para alguns virus, porem essa abordagem possui limitagoes que serao descritas de modo detalhado mais 
adiante. O papel preciso desempenhado pela detecgao de antigenos continua sendo incerto, e os ensaios de 
diagnostico molecular estao se tornando cada vez mais simples, alguns dos quais estao mesmo disponiveis como 
testes laboratoriais a beira do leito. A Tabela 23.17 fornece um resumo dos metodos mais comumente utilizados em 
laboratories hospitalares para o diagnostico das infecgoes virais. As vantagens e desvantagens de cada uma dessas 
abordagens sao comparadas na Tabela 23.18. Os leitores interessados podem consultar excelentes textos de 
referencia geral para discussoes mais detalhadas. 249 "’ 46 

Coleta de amostras para diagnostico 

Em geral, deve-se procurar obter material do orgao ou dos orgaos que estao infectados. Para as infecgoes virais mais 
comuns da pele, as raspados ou aspirados de lesoes cutaneas constituem as melhores amostras para testes, que, 
dependendo do laboratorio, podem consistir em ensaio de imunofluorescencia direta AFD e cultura ou apenas em 


diagnostico molecular. Para o diagnostico de infecgoes dos tratos respiratorio e gastrintestinal, devem-se enviar 
amostras das secregoes dessas regioes. Como os metodos moleculares foram desenvolvidos em uma epoca em que o 
AFD e a cultura eram os padroes, muitos dos meios de transporte usados para cultura viral foram validados para os 
testes moleculares. Isso nao somente e conveniente, como tambem estabiliza o virus, caso a cultura seja necessaria 
para testes de sensibilidade a agentes antivirais ou estudos epidemiologicos. A maioria dos virus penetra no 
organismo atraves dos tratos respiratorio ou gastrintestinal. Embora as manifestagoes clinicas mais obvias de doenga 
possam ocorrer em um orgao distante, e frequentemente apropriado coletar uma amostra do ponto de entrada. A 
coleta de amostras de multiplos locais e particularmente util, se for dificil obter uma amostra de um orgao intemo, 
ou se for dificil isolar o virus do orgao-alvo. Por exemplo, a pele esta mais acentuadamente acometida no sarampo; 
entretanto, o virus do sarampo pode ser isolado do trato respiratorio ou da urina. De modo semelhante, o sistema 
cardiaco e o SNC sao comumente acometidos nas infecgoes graves por enterovirus; todavia, o virus pode ser isolado 
das vias respiratorias superiores ou do trato gastrintestinal. 

Tabela 23.16 Sindromes clinicas associadas a infecgoes virais. 


Sistema ch'nico 

Sindrome 

Agentes mais provaveis 

Agentes menos provaveis 

Respiratorio 

Coriza (resfriado comum) 

Rinovirus 

Influenza AeB 



Coronavirus 

Parainfluenza 1 e2 



Adenovirus 

RSV 



Parainfluenza 3 

Enterovirus 


Faringite 

Adenovirus 

Influenza AeB 



Herpes simples 1 

RSV 



Enterovirus 

Parainfluenza 1 e2 



EBV 

Rinovirus 




Coronavirus 


Crupe 

Parainfluenza 1 

Influenza A 



Parainfluenza 2 

RSV 



Parainfluenza 3 

Sarampo 




Coronavirus 


Bronquiolite 

Parainfluenza 3 

Adenovirus 



RSV 

Parainfluenza 1 e2 



hMPV 

Influenza AeB 




Rinovirus 


Pneumonia 

Influenza A 

Parainfluenza 1 e2 



RSV 

Rinovirus 



Parainfluenza 3 

EBV 



Adenovirus 

Influenza B 



CM V (hospedeiros 

imunossuprimidos) 

Coronavirus associado a SRAG 



hMPV 


Sistema nervoso central 


Gastrintestinal 


Fi'gado 


Glandula parotida 
Cutaneo 


Pleurodinia 

Virus coxsackie B 

Virus coxsackie A 

Virus ECHO 

Meningite asseptica 

Virus ECHO 

Virus da caxumba 


Virus coxsackie A 

LCM 


Virus coxsackie B 

Herpes simples 2 

VZV 

Adenoviurs 

Buniavirus 

Parainfluenza 3 

Poliovirus (cepas de vaccinia) 

Encefalite 

Herpes simples 1 

Togavirus 

Flavivirus 

Buniavirus 

EBV 

Enterovirus 

Raiva 

CMV 

VZV 

Diarreia (criangas peguenas) 

Rotavirus 

Adenovirus 40 e 41 

Astrovirus 

Calicivirus (Norwalk) 

Diarreia (adultos) 

Calicivirus 

Rotavirus 

Adenovirus 40 e 41 

Astrovirus 

Hepatite 

Hepatite A 

EBV 


Hepatite B 

CMV 


Hepatite C 

Hepatite D 

Hepatite E 

Parotidite 

Virus da caxumba 

Parainfluenza 

Exantema vesicular 

Herpes simples 1 e 2 

Virus ECHO 


VZV 

Virus coxsackie A 

Vaccinia 



Exantemamaculopapular 

Virus ECHO 

Virus coxsackie 

Herpes-virus humanos6e 7 

Adenovirus 

EBV 

Virus da dengue 

Virus do sarampo 

Virus da rubeola 


Exantema petequial 

Nenhum frequente 

Adenovirus 

Virus ECHO 

Virus coxsackie 

Virus da febre hemorragica 

Urogenital 

Cistite hemorragica 

Virus BK (hospedeiro 

imunossuprimido) 

Adenovirus 

Herpes simples 1 

Cardfaco 

Miocardite/pericardite 

Virus coxsackie A, B 

Virus ECHO 

Adenovirus 

Herpes simples 1 

Influenza A 

Virus da caxumba 

Ocular 

Ceratite/conjuntivite 

Herpes simples 1 

VZV 

Adenovirus 

Vaccinia 

Virus do sarampo 


Adaptada de McIntosh K. Diagnostic virology. In: Fields BN, Knipe DM, Melnick JL et al., eds. Virology. 2nd ed. New York: 
Raven Press, 1990:411-440. 

Tabela 23.17 Metodos para o diagnostico das infecgoes virais. 


Virus 

Principal metodo 

Metodo acelerado 

Metodo auxiliar 

Comentarios 

Adenovirus, nao 

CA-NAAT 

AF 

Cultura, histologia 


entericos 

LDT 

CA-NAAT 

com IHQ 




LDT 



Adenovirus, 

CA-NAAT 

AF, IEE 

IME 


entericos 

LDT 




Alfavlrus 

LDT 

LDT 

Sorologia 



Cultura 




Arenavirus 

LDT 

LDT 

Sorologia 

Testes efetuados apenas em laboratories BSL-4. 


Cultura 

IEE 



Astrovlrus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

IEE, IME e sorologia 



LDT 

LDT 






Buniavirus 

LDT 

LDT 

Sorologia 

Tanto a sorologia guanto os testes moleculares sao 





recomendados para hantavirus. 

Calicivirus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

IEE, IMEe sorologia 



LDT 

LDT 



Coronavirus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Sorologia 

Alguns dos coronavirus comuns agora fazem parte de 


LDT 

LDT 


paineis de virus respiratorios multiplex disponiveis no 

comercio. Os testes para os coronavirus associados a 

SRAG ou SROM sao predominantemente realizados em 

servigos de saude publica. 

Citomegalovirus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Sorologia 

Sorologia para determinar o estado imunologico associado 


LDT 

Cultura 

LDT 

Histologia, 

possivelmente 

com IHQ 

ao transplante. A PCR guantitativa e usada para 

monitoramento das cargas virais de CMV em pacientes 

com risco de doen^a causada por CM V. 

Enterovirus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Sorologia 

0 grande numero de sorotipos torna a sorologia urn 


LDT 

LDT 


desafio 


Cultura 




Virus Epstein-Barr 

Sorologia 

IEE 

Histologia com 

0 metodo depende da necessidade. 0 IEE e a sorologia sao 


IEE 

CA-NAAT 

hibridizagao />7 

predominantemente utilizados para avalia^ao da 


CA-NAAT 

LDT 

situ 

infecgao primaria. A PCR quantitativa e usada para 

determinar as cargas virais de EBV na tentativa de 


LDT 



evitar o desenvolvimento de urn disturbio 





linfoproliferativo pos-transplante. 

Filovirus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Cultura 

Testes efetuados apenas em laboratories BSL-4. 


LDT 

LDT 

Sorologia 


Flavivirus 

LDT 

LDT 

Sorologia 





Cultura 


Virus da hepatite A 

Sorologia IgM 


LDT 


Virus da hepatite B 

Sorologia 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

A sorologia e utilizada tanto para o diagnostic quanto 





para o monitoramento dos pacientes, em que o CA- 

NAAT e usado no monitoramento dos pacientes. 

Virus da hepatite C 

Sorologia 

CA-NAAT 

Genotipagem 

A sorologia com CA-NAAT reflexo e utilizada para o 


CA-NAAT 


Histologia com IHQ 

diagnostic; em seguida, utiliza-se o CA-NAAT para 

monitoramento. Com a disponibilidade de novos 

farmacos, e possivel que a necessidade de 

genotipagem se tome obsoleta. 

Virus da hepatite D 

Sorologia 


LDT 


Virus da hepatite E 

Sorologia 


LDT 


Herpes-virus simples 

CA-NAAT 

AF 

Histologia, 

Devem-se considerartambem variates na cultura, como 



Cultura 

CA-NAAT 

possivelmente 

ensaio em frasco e linhagens celulares modificadas (p. 


LDT 

LDT 

com IHQ 

Sorologia, tipo 

ex., sistema induzlvel por virus ligado a enzima 

[ELVIS]). 




espedfico 


Herpes-virus 

LDT 

LDT 

Sorologia 


humano6e7 





Herpes-virus 

LDT 

LDT 

Histologia com IHQ 


humano8 



Sorologia 


HIV 

Sorologia 

IEE 

Genotipagem 

Sorologia com reflexo, guando necessario, CA-NAAT para 


CA-NAAT 



diagnostico. A RT-PCR quantitativa e usada para 

monitorar a carga viral. Utiliza-se a genotipagem para 

determinar a presenga de mutates associadas a 

resistencia. 

Virus influenza 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Cultura 

Os metodos baseados em cultura estao sendo substituldos, 



AF 


em grande parte, por CA-NAAT. Novos metodos de 

ampllficagao realizados a beira do leito e de uso 



IEE 


simples podem substituir os IEE insenslveis. 

Virus do sarampo 

Sorologia 


Cultura 



LDT 




Metapneumovlrus 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Cultura 



LDT 

LDT 





AF 



Virus da caxumba 

Cultura 

LDT 

Sorologia 



LDT 




Papilomavirus 

AS 


Teste de 



CA-NAAT 


Papanicolaou 





Histologia 


Virus parainfluenza 

CA-NAAT 

AF 

Cultura 




CA-NAAT 



Parvovirus B19 

LDT 


Histologia 





Sorologia 


Poliomavirus 

LDT 


Sorologia 

A PCR quantitativa e usada para a detec^ao e o 


Histologia, com IHQ 

ou hlbrldlzagao 


Citologia 

monitoramento dos poliomavirus em pacientes com 

risco ou suspeita de doen^a associada. 


in situ 




Poxvirus 

LDT 


Sorologia 

A sorologia e realizada para determinate do estado 


imunologico; a cultura e efetuada em laboratories 



Histologia 




Cultura 



Virus da raiva 

Cultura 

AF 



IF D/I 

LDT 



LDT 



Virus sincicial 

CA-NAAT 

CA-NAAT 

Cultura 

respiratorio 


AF 




IEE 


Rotavirus 

IEE 

IEE 

IME 


CA-NAAT 

CA-NAAT 


Virus da rubeola 

Sorologia 

LDT 

Cultura 

Virus varicela-zoster 

LDT 

LDT 

Cultura 


IF D/I 

AF 



BSL-4 se houver suspeita de ameaija de variola. 

Os testes sao realizados predominantemente em servi^os 
de saude publica. 


A cultura para VZV tem pouca sensibilidade. 


CA-NAAT = teste de amplificagao do acido nucleico disponivel no mercado; do ingles, nucleic acid amplification test 
commercially available] LDT = teste desenvolvido em laboratorio, habitualmente baseado na PCR; AF = imunofluorescencia 
direta ou indireta; IEE = imunoensaio enzimatico; IME = imunomicroscopia eletronica; IHQ = imuno-histoquimica; AS = 
amplificagao de sinal. 


Tabela 23.18 Comparagao dos metodos de diagnostico. 


Metodo 

Tempo 

Vantagens 

Desvantagens 

Cultura 

Diasasemanas 

Especificidade maxima; a sensibilidade e 

habitualmente adequada, porem 

depende do virus; isolado disponivel 

para caracterlzagao 

Sao necessarias instalagoes para a cultura 

de celulas; 0 tempo necessario para o 

estabelecimento do diagnostico pode 

ser longo, porem pode ser reduzido por 

amplificagao da centrifugagao 

Detecgio de anri'geno 

Floras a 1 dia 

Velocidade do diagnostico; utilizada para 

virus de cultura dificil 

Os resultados falso-negativos, devido a 

sensibilidade limitada, representam 

urn problema com os metodos de 

detecgio de antigeno por IFD (p. ex., 

IEE de fluxo lateral); dificil para testes 

em lotes. 

Diagnostico molecular 

Floras a 1 dia 

Sensibilidade e especificidade excelentes; 

velocidade do diagnostico; tornou-se o 

metodo de escolha para a detecgio da 

maioria dos virus 

Alguns, mas nem todos, necessitam de 

recursos moleculares; existe o potencial 

de contaminagio cruzada para alguns 

ensaios. 

Sorologia 

Dentro de 1 semana 

Avaliagao da imunidade; utilizada para 

virus de cultura dificil 

Reaves cruzadas potenciais; a 

sensibilidade e a especificidade variam 

entre fabricantes. 




Se o virus for raramente isolado desses locais nao estereis (como no caso do sarampo), o isolamento de um virus 
estabelece um diagnostico etiologico. Se o virus for isolado de locais onde pode ser encontrado na ausencia de 
doenpa (p. ex., os enterovirus em amostras de material de garganta ou de fezes), o isolamento de um vims 
potencialmente patogenico fornece, na melhor das hipoteses, um diagnostico presuntivo. 

Os vims colonizam as superficies mucosas com menos frequencia do que as bacterias, mas podem aparecer mais 
comumente durante os meses em que ocorre aumento da circulapao de vims - o invemo para os vims respiratorios e 
o verao para os enterovirus. A frequencia com que os enterovirus colonizam o trato gastrintestinal e maxima nos 
lactentes e minima nos adultos. Em um estudo conduzido em Cincinnati, a taxa de portadores de vims ECHO foi de 
5,2% entre crianpas de 1 a 4 anos de idade, de 2,6% em crianpas de 5 a 9 anos e de apenas 0,2% em crianpas de 10 a 
14 anos. 404 O HSV e o CMV podem provocar infecpoes crdnicas e podem ser eliminados intermitentemente nas 
secrepoes e nos liquidos. 361,486 

A associapao de uma doenpa clinica com um vims que foi isolado de um local nao esteril pode ser reforpada 
pela demonstrapao de uma resposta sorologica ao vims isolado, embora essa estrategia inconveniente raramente seja 
usada. 

As amostras ideais para o diagnostico viral consistem em aspirados de liquidos, exsudatos ou secrepoes; tecidos; 
lavados das vias respiratorias superiores, amostras de fezes e plasma ou sangue total. As amostras de swabs, que sao 
convenientes e mais aceitaveis para os pacientes do que os lavados ou aspirados, sao aceitaveis na maioria das 
situapoes. Os swabs e os lavados nasofaringeos sao geralmente equivalentes para o isolamento de vims 
respiratorios. Recomenda-se o uso de swabs em floculos mais recentes, visto que fomecem maior quantidade de 
amostra clinica em comparapao com os swabs mais tradicionais. Alguns pesquisadores constataram que o RSV e 
isolado com mais seguranpa a partir de aspirados nasofaringeos do que com swabs, 212 porem essa experiencia nao 
tern sido universal. 429 Praticamente, qualquer material pode ser utilizado para a ponta do swab, com a notavel 
excepao do alginato de calcio (pelo menos para o HSV). 429 

Com frequencia, ocorre viremia durante as infecpoes virais; todavia, a sua presenpa nao e frequentemente 
detectada. HIV, VHB, VHC e os vims associados a transplantes (CMV, EBV e BK) provocam viremia e podem ser 
quantitativamente detectados por varios metodos, mais comumente metodos baseados na PCR. O sangue tambem 
pode constituir uma amostra util para o diagnostico de infecpao enteroviral em crianpas de pouca idade e 
lactentes. 376 

Para a cultura de lesoes cutaneas vesiculares, deve-se limpar a pele com compressa de algodao e alcool e deixa- 
la secar durante pelo menos 1 minuto. Em seguida, a vesicula deve ser exposta com bisturi esterilizado, tocando-se a 
sua base varias vezes com um swab esterilizado. Em seguida, o swab e colocado em meio de transports para vims, 
conforme descrito mais adiante. De modo altemativo, pode-se aspirar o conteudo da vesicula com uma seringa de 
tuberculina e agulha calibre 26 se a vesicula for grande o suficiente. O material para preparapao de Tzanck, que nao 
e comumente realizada, pode ser obtido por meio de raspagem vigorosa da base da lesao com a borda de uma 
lamina de bisturi; em seguida, o material coletado na lamina e aplicado a uma lamina de vidro, deixando a amostra 
secar ao ar. A preparapao de Tzanck foi substituida, em grande parte, pelo AFD e pela cultura e, mais recentemente, 
por metodos de PCR para HSV aprovados pela FDA. Com frequencia, esses ensaios sao constmidos de modo que o 
HSV tipo 1 e HSV tipo 2 sejam diferenciados, sem nenhum esforpo ou custo adicionais. 

Como regra geral, a frequencia de isolamento dos vims diminui com o aumento da durapao da doenpa, de modo 
que e necessario empenhar-se para obter amostras o mais cedo possivel no curso da infecpao. Alem disso, existem 
certos vims de isolamento notavelmente dificil, que podem ser perdidos em transito se forem usados metodos 
baseados em culturas. Os exemplos incluem o RSV e o VZV. Embora a cultura para esses vims possa falhar, e 
possivel demonstrar a presenpa do vims por AFD tradicional ou por metodos moleculares mais sensiveis. Por 
exemplo, quando estudamos a detecpao do VZV utilizando quatro metodos, o AFD, a cultura e dois ensaios de PCR, 
constatamos que a sensibilidade da cultura foi a pior, de 46,3% em comparapao com 87,8% para o AFD. Os ensaios 
de PCR tiveram sensibilidades de 97,6% e 100%. 491 

Transporte e conservacao das amostras 

Aspirados, liquidos e tecidos coletados devem ser transportados ao laboratorio em recipientes hermeticos e 
esterilizados. Todo esforpo deve ser envidado para reduzir ao maximo o intervalo entre a coleta da amostra e a sua 
semeadura em cultura de celulas, se forem usados metodos baseados em culturas. No passado, a semeadura de 


culturas de celulas no local de coleta era recomendada para alguns virus frageis, particularmente o RSV, porem isso 
nao e pratico e, em geral, nao e usado, particularmente na era da detecgao de acidos nucleicos. 429 

Os swabs devem ser colocados em meio de transporte que inclua antibioticos; os swabs secos nao sao aceitaveis. 
O tipo de meio de transporte provavelmente nao e de importancia crltica, embora seja dificil efetuar estudos 
comparativos definitivos sem que todas as variaveis sejam controladas. Os dados disponlveis sao mais completos 
para o HSV. Os sistemas de transporte comerciais, como os produtos de swab Culturette® (BD, Diagnostics, 
Franklin Lakes, NJ), tern sido satisfatorios. O meio de sacarose-fosfato-glutamato (SPG), que foi desenvolvido para 
Chlamydia trachomatis (CT) tern sido efetivo, assim como uma variante sem glutamato (meio 2SP). 248 
Tradicionalmente, um meio nutriente tern sido suplementado com uma fonte de proteina na tentativa de estabilizar 
os virus frageis e com antibioticos para minimizar a contaminagao bacteriana. Os meios de transporte que sao 
comumente usados hoje em dia incluem os M4 e Universal Transport Media (UTM), entre outros. 

As amostras devem ser refrigeradas se forem realizadas culturas em celulas. Para selecionar a melhor 
temperatura para conservagao, deve-se estabelecer um equilibrio entre a redugao dos titulos virais que ocorre 
progressivamente a 4°C e a subita redugao observada quando as amostras sao congeladas e descongeladas. E 
evidente que (1) as amostras devem ser mantidas a -70°C se houver necessidade de conservagao por um periodo 
muito prolongado (semanas ou meses) e (2) a melhor temperatura e de 4°C se a demora for curta (i. e., menos de 24 
horas). Uma recomendagao razoavel e refrigerar as amostras por ate 96 horas e proceder a seu congelamento a - 
70°C se a demora for maior. A pior temperatura e -20°C, particularmente em freezer de degelo automatico, em que 
os ciclos repetidos de descongelamento e congelamento sao extremamente traumaticos para todas as formas de vida. 
As amostras nunca devem ser congeladas no compartimento do freezer de uma geladeira comum. Johnson procedeu 
a uma revisao minuciosa do transporte de amostras para diagnostico virologico tradicional. 261 

Isolamento de virus em cultura 

Embora alguns laboratories de pesquisa e de saude publica de maior porte possam ter instalagoes para a inoculagao 
de animais, a maioria dos recursos para diagnostico limita-se ao uso de analogos in vitro. Ate mesmo os analogos in 
vitro (i. e., sistemas de cultura de celula) estao se tomando menos comuns, a medida que estao sendo utilizados 
metodos frequentemente moleculares, mais rapidos e de uso simples. As segoes que se seguem foram mantidas para 
aqueles que realizam culturas de celulas. 

Preparagao e manutengao das culturas de celulas 

A cultura de celulas refere-se ao cultivo in vitro de celulas isoladas dissociadas. A cultura de tecidos e orgaos refere- 
se a manutengao in vitro de parte de um orgao, habitualmente por periodos curtos e delimitados de tempo. O uso de 
culturas de orgaos tern sido restrito quase totalmente aos laboratories de pesquisa. Por exemplo, culturas de traqueia 
tern sido usadas para o isolamento de coronavirus humanos, cuja maioria nao cresce em culturas de celulas. Em 
certas ocasioes, e necessario combinar culturas de orgaos e de celulas. Assim, por exemplo, um explante de cerebro 
infectado e uma monocamada indicadora de celulas suscetiveis foram utilizados para o isolamento do virus do 
sarampo de pacientes com pan-encefalite esclerosante subaguda. Os ovos embrionados constituem um metodo 
barato para a cultura de virus selecionados, como os ortomixovirus; todavia, tendo em vista a complexidade do uso 
e desenvolvimento de metodos superiores, eles raramente sao usados em laboratories de diagnostico. 285 

As culturas de celulas sao de tres tipos principais (Tabela 23.19). As culturas de celulas primarias consistem em 
uma mistura de celulas, habitualmente de rim, pulmao ou pele, obtidas por dissociagao de celulas a partir do orgao 
macerado. Essas celulas podem ser mantidas em cultura apenas por um tempo limitado. Apos subcultura repetida in 
vitro, uma cultura de celulas primarias transforma-se em linhagem celular. As linhagens celulares mais comumente 
utilizadas sao constituidas de fibroblastos obtidos da pele ou do pulmao embrionario. Uma linhagem celular e 
diploide, se pelo menos 75% das celulas tiverem um complemento normal de cromossomos. Uma linhagem celular 
e heteroploide se mais de 25% das celulas tiverem um complemento anormal de cromossomos. O leitor interessado 
em escolhas detalhadas das linhagens celulares deve consultar a edigao anterior deste livro. A capacidade de 
inovagao tern produzido uma variedade ainda maior de escolhas para culturas celulares. Por meio de combinagao de 
linhagens celulares, e possivel expandir o espectro de virus detectados e limitar, ao mesmo tempo, o numero de 
tubos necessarios, evitando ainda a necessidade de culturas de celulas primarias. 238 Algumas das combinagoes de 
linhagens celulares que foram desenvolvidas como Fresh Cells ou R-Mix (Quidel, Athens, OH) estao incluidas na 
Tabela 23.19. As linhagens celulares mistas podem ser combinadas com outras abordagens, como amplificagao da 


centrifugagao (i. e., frascos) para aumentar ainda mais a detecgao. 18,123 Outra inovagao e a conservagao das culturas 
mistas a -80°C por um periodo de ate 4 meses antes da semeadura. 240 


Tabela 23.19 Tipos de culturas de celulas. 


Tipo de cultura 

Caracteristicas 

Exemplos 

Principal uso 

Primaria 

Diploide; tipo de celulas mistas; uma ou 

duas passagens 

Rim de macaco primario 

Influenza, parainfluenza; alguns 

enterovirus 



Rim decoelho primario 

Herpes simples 

Linhagens 

celulares 

Diploides; fibroblastos; passagens 

limitadas (< 50 a 70) 

Fibroblasto diploide humano (WI-38, 

MRC-5, HEL, FS-9) 

Herpes simples; citomegalovlrus; varicela- 

zoster; rinovlrus 

Linhagens 

celulares 

estabelecidas 

Heteroploides; passagem continua in 

vitro 

HeLa; HEp-2 

Adenovirus, RSV; virus coxsackie B 



A549 

Herpes simples; adenovirus; varicela- 

zoster; alguns enterovirus 



MDCK 

Virus influenza 



LLC-MK2 

Virus parainfluenza 



Celulas VERO; celulas ML 

Herpes simples 



Celulas RD 

Alguns virus coxsackie A 



Celulas BGM 

Virus coxsackie B 



Celulas 293 

Adenovirus entericos 

Linhagens 

celulares 

mistas 

Combinaijoes de linhagens celulares 

estabelecidas 

MRC-5 + CV-1 

Herpes simples; varicela-zoster 



Celulas ML+ A549 

Virus respiratorios 



RD + H292; BGMK + A549 

Enterovirus 

Linhagens 

celulares 

geneticamente 

modificadas 

Introdugao de um gene para produzir um 

indicador vislvel apos a infecgao 

Sistema induzivel por virus ligado a 

enzima (ELVIS) 

Herpes simples 


Outra inovagao foi o desenvolvimento de culturas de celulas por engenharia para facilitar o isolamento de 
determinados virus ou aumentar a sua detecgao. Uma das linhagens celulares que tem sido utilizada com sucesso 
para a detecgao de enterovirus consiste em celulas de rim de macaco-verde de bufalo (BGMK; do ingles, buffalo 
green monkey kidney). Pela obtengao de celulas BGMK por engenharia, que expressam um receptor para 
enterovirus (fator de aceleragao da decomposigao; DAF, do ingles, decomposition accelerating factor ), os 
pesquisadores foram capazes de aumentar o rendimento diagnostico. 2 ' ’ 

Uma abordagem diferente de engenharia celular e o sistema de teste para HSV denominado ELVIS (sistema 
induzivel por virus ligado a enzima [<?nzyme-/inked virus-inducible system]) (Quidel). Neste caso, uma sequencia 
do promotor do gene especifico do HSV na linhagem celular de rim de hamster recem-nascido (BHK; do ingles, 
baby hamster kidney ) esta ligada a um gene reporter, b-galactosidase. Quando as celulas sao infectadas por um 



sorotipo de HSV, o gene promotor e ligado, e o gene reporter e entao ativado, produzindo mudanga visivel na 
coloragao da monocamada. ,6: A semelhanga das linhagens de celulas mistas, as celulas ELVIS podem ser 
conservadas a -80°C ate o seu uso. 240 HSV e o virus mais comum investigado em laboratories de diagnostico, e o 
uso de uma abordagem direcionada para a detecgao desse agente e sensivel. 

A expectativa de vida das celulas diploides normais e de aproximadamente 50 duplicagoes seriadas in vitro. 20 * 
As linhagens celulares que tern pelo menos 70 passagens sao consideradas linhagens celulares estabelecidas. Essas 
linhagens estabelecidas ou continuas podem ser provenientes de tecido normal, bem como de linhagem de celulas 
Vero obtidas de celulas renais de macaco-verde africano. Como altemativa, podem originar-se do epitelio 
neoplasico, como as celulas HeLa, que provem de adenocarcinoma cervical, e as celulas HEp-2, que derivam de um 
carcinoma de laringe. V11 O aspecto das culturas de celulas nao inoculadas e mostrado na Figura 23.6. As celulas 
fibroblasticas sao habitualmente longas, fusiformes e orientadas paralelamente, enquanto as linhagens celulares 
estabelecidas consistem em celulas epiteliais poligonais. As culturas primarias contem naturalmente uma mistura de 
tipos celulares. 

As condigoes para o crescimento e a manutengao das culturas de celulas variam de modo consideravel, e so e 
possivel fazer algumas generalizagoes. A temperatura ideal de incubagao e de 36° a 37°C, mas pode ser reduzida 
para 35°C apos a obtengao de uma confluencia de celulas. Essa manobra pode facilitar o isolamento dos virus, como 
os mixovirus e os rinovirus, cujo crescimento otimo ocorre em uma temperatura de 33°C. E preciso manter um pH 
fisiologico. Em geral, utiliza-se um sistema de tamponamento de C0 2 -bicarbonato, em que o C0 2 e suprido pelas 
celulas que realizam o metabolismo em um tubo ou frasco fechado. Em um sistema aberto, e necessario fomecer 
uma mistura de C0 2 -ar. Os compostos para tamponamento que nao dependem de C0 2 -bicarbonato, como o tampao 
HEPES (acido /V-2-hidroxieti 1 piperazina-V-2-ctanossn 1 fonico), podem ser utilizados em sistemas abertos, se nao 
houver uma incubadora com C0 2 disponivel. Com frequencia, inclui-se um indicador de pH no meio para monitorar 
rigorosamente quaisquer desvios do pH durante a incubagao. Com frequencia, utiliza-se o vermelho fenol, que e 
vermelho em pH fisiologico, porem amarelo em pH acido e purpura em pH alcalino. 
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m FIGURA 23.6 Culturas de celulas normais. A. Monocamada de rim de macaco rhesus normal. Essa cultura primaria 
encontra-se exatamente na fase de confluencia - isto e, nao ha nenhum espago entre as celulas, porem elas ainda nao 





comegaram a empilhar-se umas sobre as outras. A variabilidade das celulas na monocamada e urn reflexo de sua origem a 
partir de diferentes tipos celulares (180*). B. Monocamada de rim de macaco rhesus normal. Apos incubagao continua, areas 
de crescimento mais exuberante tornam-se evidentes. A variabilidade das celulas na monocamada ainda pode ser percebida 
(180*). C. Monocamada de fibroblastos MRC-5 normal. Essas celulas fibroblasticas diploides possuem a forma alongada e 
fusiforme caracteristica de seu tipo celular. Estao alcangando exatamente a fase de confluencia; ainda existem alguns 
espagos entre algumas das celulas (180*). D. Monocamada de fibroblastos MRC normal. Apos incubagao continua, observa- 
se o padrao de entrecruzamento dos fibroblastos empilhados uns sobre os outras. Os detalhes de cada celula 
individualmente sao menos evidentes. Essas monocamadas envelhecidas nao devem ser semeadas (180*). E. Celulas HEp- 
2 normals. Foi efetuada subcultura de uma linhagem celular estabelecida, e novas celulas estao comegando a crescer. Sao 
observados grandes espagos entre as celulas, que possuem forma fusiforme a medida que se espalham pela superficie do 
vidro (180*). F. Celulas HEp-2 normais. As celulas repicadas multiplicaram-se ate alcangar o ponto de confluencia, porem 
ainda sao facilmente identificadas como celulas poligonais distintas. O ponto ideal para semeadura da maioria dos virus e 
nesse estagio ou pouco antes (180*). G. Celulas HEp-2 normais. Apos incubagao continua, a linhagem celular multiplica-se, 
de modo que as celulas ficam empilhadas umas sobre as outras. As celulas que sofrem divisao ou que se desprendem do 
vidro tern aspecto arredondado. Com o envelhecimento das monocamadas, elas se tornam menos suscetiveis ao efeito 
citopatico dos virus, o que dificulta cada vez mais a visualizagao do efeito citopatico. H. Celulas de McCoy normais. Essa 
linhagem celular estabelecida, cuja origem nao e conhecida, e mostrada no ponto em que foi obtido o crescimento confluente. 
As celulas sao compactas e poligonais. As amostras devem ser semeadas nesse estagio ou quando as celulas estao 
ligeiramente menos confluentes (180*). 

Os meios de cultura para virus devem ser supridos com vitaminas e aminoacidos essenciais. 24 ' Esses compostos 
sao estaveis quando conservados a 4°C, com excegao da L-glutamina, cuja reposigao deve ser feita 
periodicamente. ’ 4 " O meio essencial minimo de Eagles (MEM) e comumente utilizado tanto para o crescimento 
quanto para a manutengao das celulas. Em geral, e suplementado com pequenas quantidades de soro (ate 5%) para a 
manutengao de uma monocamada apos as celulas terem alcangado o crescimento confluente. Para intensificar o 
crescimento inicial, sao utilizadas quantidades maiores de soro (habitualmente 10%). E importante que o soro seja 
livre de agentes infecciosos, incluindo micoplasmas, e que nao contenha anticorpos contra quaisquer virus que 
possam estar presentes em amostras clinicas. Por esse motivo, utiliza-se mais comumente o soro fetal, de recem- 
nascido ou bezerro agamaglobulinemico. Outras formulagoes, como o Meio 199 ou o RPMI 1640, contem uma 
mistura mais rica de nutrientes e podem ser otimas para a manutengao de algumas linhagens celulares. Com mais 
frequencia, sao utilizadas duas formas de solugao salina balanceada, tanto para a lavagem das celulas quanto para 
incorporagao aos meios completes. As formulagoes das solugoes de Hank e de Earle diferem em varios aspectos, 
notavelmente no grau de capacidade de tamponamento. As duas solugoes sao usadas de modo praticamente 
intercambiavel, porem a solugao salina balanceada de Earle, com seu maior poder de tamponamento, pode ser 
conveniente para a manutengao prolongada de monocamadas. 

Contaminagao das culturas de celulas 

A contaminagao dos meios e reduzida pela inclusao de antibioticos. A penicilina (200 mg/ml) e a estreptomicina 
(200 mg/ml) ou a gentamicina (50 mg/ml) sao comumente utilizadas para suprimir o crescimento das bacterias; a 
anfotericina B (1,25 mg/ml) e empregada para a inibigao do crescimento de fungos. 249 Entretanto, o uso de 
antibioticos nao substitui uma tecnica asseptica cuidadosa. 

A contaminagao dos meios de cultura por especies de Mycoplasma representa um problema comum e 
complicado. 324 Em geral, as especies de Mycoplasma sao introduzidas a partir do soro utilizado como aditivo ou de 
estoques de virus contaminados; uma vez em cultura, a sua erradicagao e muito dificil. Os efeitos sobre as celulas 
incluem crescimento subotimo e disturbios nas interagoes de celulas e virus. A presenga de especies de Mycoplasma 
contaminantes pode ser monitorada pelo seu isolamento em cultura, coloragao para DNA de Mycoplasma, 
determinagao bioquimica da incorporagao de uracila ou tecnicas de atividade da nucleosidio fosforilase. Os 
fomecedores comerciais de celulas devem ser capazes de documentar seus procedimentos para vigilancia e controle 
de qualidade. 

Alem disso, as culturas de celulas podem ser contaminadas por virus (/. e., habitualmente os que estavam 
presentes no tecido original) 24 ’ ou ate mesmo por outras celulas. 41 O tipo mais frequente de contaminagao viral 
consiste na presenga de virus simios endogenos encontrados em culturas de celulas primarias de macaco, como o 
agente vacuolizante (SY40), os virus espumosos e o virus parainfluenza do macaco (SV5). Os virus simios que 
apresentam hemaglutininas (p. ex., virus SV5) produzem resultados incorretos se forem realizados testes de 
hemadsorgao para a detecgao de virus respiratorios humanos; felizmente, esses testes foram substituidos, em grande 
parte, pelo AFD para os que pretendem confirmar um efeito citopatico (os leitores interessados nos testes de 


hemaglutinagao e hemadsorgao devem consultar edigoes anteriores deste livro) (ver Figura 23.12 E). A frequencia 
com que os tubos de uma remessa de celulas de rim de macaco estao contaminados pode variar de 5 a 100%. A 
pratica de reservar alguns tubos nao semeados para controles de hemadsorgao nao e infallvel. Se um numero 
incomum de pacientes apresentar virus hemadsorventes em determinado dia, deve-se considerar a possibilidade de 
contaminagao por virus simio. A contaminagao de um lote comercial de celulas A549 com o virus da rinotraqueite 
bovina infecciosa tambem causou problemas de diagnostico em varios laboratories. 14 " Um problema extremamente 
raro, porem potencialmente grave, pode ser causado pela presenga de virus patogenicos nos tecidos de macacos. 
Embora sejam muito raros, o herpes-virus simio e o virus de Marburg, que produz febre hemorragica, tern 
provocado infeegoes letais adquiridas em laboratorio. 89,403,405 Esses agentes justificam o trabalho com culturas de 
celulas primarias de origem simia em camara de seguranga biologica. 

Em mais de um laboratorio de pesquisa, a contaminagao de culturas de celulas com outras celulas levou a 
suposigao erronea de que havia sido estabelecida uma nova linhagem celular. De fato, uma celula HeLa resistente 
pode ser introduzida no frasco, passando a predominar. 374 No laboratorio de diagnostico, a contaminagao cruzada de 
uma linhagem celular estabelecida sobre uma linhagem celular diploide ou uma cultura celular primaria pode 
produzir o aspecto de efeitos citopaticos na linhagem da cultura celular original (Figura 23.7 D). 

Aspectos tecnicos da cultura de celulas 

Utiliza-se uma variedade de recipientes para o suporte das monocamadas de celulas. As culturas de celulas mais 
comuns utilizadas estao disponiveis no comercio em tubos ou frascos prontos para a inoculagao de amostras. Por 
motivos economicos, muitos laboratories podem preferir manter as linhagens celulares em seus proprios 
laboratorios. Os frascos plasticos em forma de T geralmente substituiram as garrafas de vidro para a propagagao de 
linhagens celulares (Figura 23.8). 

As linhagens celulares podem ser mantidas no laboratorio por dissociagao das celulas, que, a seguir, sao 
distribuidas em novos recipientes (Boxe 23.5). 



■ FIGURA 23.7 Artefatos na cultura de celulas. A. Celulas de rim de macaco rhesus. O tubo foi semeado com uma amostra 
que continha material toxico inespecifico. As celulas na monocamada tornaram-se focalmente arredondadas, e muitas 
desprenderam-se do vidro. O efeito nao viral pode ser diferenciado do efeito citopatico viral pelo padrao global, pela 




velocidade de ocorrencia e pela incapacidade de reproduzir o efeito inespecifico apos subculture em novas monocamadas 
(180x). B. Culture de celulas renais de macaco rhesus. Uma amostra de fezes foi inadequadamente descontaminada antes 
da semeadura. Podem-se observar bacterias e hifas fungicas sobre a monocamada, que tern aparencia granulosa e em breve 
ire sofrer degeneragao. Os meios podem tornar-se acidos e turvos. E necessario proceder a urn novo tratamento da amostra, 
com adigao de antibioticos. A amostra tambem pode ser filtrada, porem pode ocorrer perda de virus associados a celulas 
(180*). C. Fibroblastos MRC-5. Vinte e quatro horas antes, foi inoculado urn filtrado de fezes contendo Clostridium difficile 
sobre a monocamada. A desorganizagao generalizada da monocamada, com arredondamento e desprendimento das celulas, 
e tipica dessa toxina. A identificagao especifica da causa de toxicidade e obtida por meio de neutralizagao do efeito com 
antissoro especifico. A toxina de C. difficile pode dar uma impressao inicial de efeito citopatico viral, porem o efeito nao e 
reproduzido quando o material do tubo suspeito e repicado em outras monocamadas (180*). D. Fibroblastos MRC-5. Nesses 
fibroblastos que foram inoculados com LCR, foram observadas celulas focais arredondadas e aumentadas, sugerindo urn 
efeito citopatico viral. A progressao atipica do efeito citopatico e a observagao de que alguns dos focos estavam superpostos 
aos fibroblastos sugeriram uma contaminagao celular. Subsequentemente, foram isoladas celulas HEp-2 do tubo, e foi 
constatado que elas tinham urn cariotipo identico ao das celulas HEp-2 usadas no laboratorio. O mecanismo pelo qual 
ocorreu a contaminagao nunca foi elucidado (180*). 



■ FIGURA 23.8 Fresco de plastico em forma de T e bastao de vidro com ponta de borracha, conhecido como pistilo de vidro 
com borracha. As monocamadas de linhagens celulares podem crescer em frescos grandes. E possivel preparer muitos tubos 
para culture viral a partir de urn unico fresco grande. A desagregagao mecanica por pipetagem ou com o pistilo ajuda a 
desalojar as celulas durante a tripsinizagao para subculture. 

As monocamadas estabelecidas sao dissociadas por meio de breve incubagao em uma solugao de tripsina ou 
uma mistura de tripsina e acido etilenodiaminotetracetico (EDTA), tambem conhecido como Versene™. Pode 
ocorrer lesao das celulas se a suspensao de tripsina estiver demasiado concentrada, ou se o contato for 
excessivamente prolongado. A neutralizagao da tripsina e obtida pelo soro no meio de crescimento, que e 
adicionado apos a dissociagao das celulas. O desprendimento das celulas da superficie pode ser intensificado 
fisicamente por meio de agitagao ou por raspagem com um bastao de vidro com ponta de borracha, um dispositivo 
conhecido coloquialmente como “cassetete de policia” (Figura 23.8). A seguir, as celulas dissociadas sao colocadas 
em tubos para inoculagao de amostras ou em frascos adicionais para propagagao continua das celulas de estoque. A 
densidade da suspensao pode ser ajustada para proporcionar monocamadas confluentes depois de um ou mais dias 
de incubagao. Apos a inoculagao de amostras clinicas, pode-se utilizar o mesmo protocolo para preparar celulas 
infectadas para subcultura em monocamadas adicionais. 


Boxe23.5 


Procedimento para a manutengao de linhagens celulares 

1. A monocamada e lavada com solugao salina tamponada com fosfato, com pH 7,5. 

2. Uma suspensao de tripsina a 0,25% ou partes iguais de tripsina a 0,25% e Versene 1:2.000 e adicionada durante 15 a 30 s e, a seguir, removida. 

3. A monocamada e incubada a 35°C ate ocorrer dissociagao das celulas. A agitagao suave do frasco pode aumentar a dissociagao. 

4. Adiciona-se meio de crescimento, e procede-se a ressuspensao das celulas na concentragao desejada para subcultura. Como alternativa, as 
celulas podem ser divididas arbitrariamente (1:2 ou 1:3), conforme indicado por experience passada. 




Tradicionalmente, sao utilizados tubos de vidro de base redonda (16 x 125 mm) para o isolamento de virus 
(Figura 23.9). Esses tubos sao incubados em angulos fixos de 5°, de modo que haja formagao da monocamada em 
um dos lados do tubo. A maior agregagao ocorre proximo ao centro e no fundo dos tubos; A camada mais delgada 
encontra-se nas bordas e proximo a boca do tubo. Para fins diagnosticos, podem-se utilizar tambem placas de Petri 
redondas ou laminas de vidro, sobre as quais sao fixadas camaras de plastico. O sistema de lamina-camara e 
dispendioso, porem mostra-se util quando se planeja o estudo morfologico de uma monocamada intacta. 

O uso de fiascos, originalmente empregados para o isolamento de Chlamydia trachomatis, substituiu, em grande 
parte, os tubos, tendo em vista a necessidade de menor espago, facilidade de uso e tempo mais rapido de detecgao 
que pode ser obtido quando utilizados juntamente com AFD. Prepara-se uma monocamada de celulas sobre uma 
laminula redonda de vidro, que e colocada sobre o fundo de um fiasco de fundo piano (Figura 23.10). Se o inoculo 
for centrifugado sobre a monocamada, um procedimento essencial para o isolamento de C. trachomatis, e se a 
monocamada for corada com antissoro conjugado com fluoresceina ou testada com sonda molecular, e possivel 
detectar quase todos os isolados do HSY dentro de 24 horas. 134 Presumivelmente, a tecnica de centrifugagao do 
fiasco aumenta o contato do inoculo com a monocamada celular. 



■ FIGURA 23.9 Os tubos de cultura viral sao inclinados em angulo fixo de 5° em uma estante fixa. Os tubos sao mantidos 
em posigao com molas de metal. As etiquetas redondas colocadas nas tampas dos tubos facilitam a identificagao das 
culturas, sem a necessidade de retira-los da estante. 

Foi relatado um aumento muito mais notavel na velocidade de isolamento do CMV. 149,j63 A tecnica e mais 
sensivel do que a cultura convencional para a maioria das amostras diferentes do sangue, porem o uso de ambas as 
abordagens melhora ao maximo os resultados. O metodo preferido para detecgao de CMV no sangue e a PCR 
quantitativa (ver adiante). A vantagem da cultura em fiasco provem tanto da centrifugagao quanto do uso de um 
anticorpo monoclonal marcado com fluoresceina de alta qualidade. Ate mesmo os reagentes supostamente 
uniformes, como os anticorpos monoclonais, podem variar de um lote para outro. Pode ocorrer coloragao 
inespecifica dos micleos celulares com alguns lotes de antissoros. O aspecto de uma cultura em fiasco contendo 
CMV e mostrado na Prancha 23.2 F. Uma vantagem dessa tecnica consiste na detecgao das celulas infectadas antes 
da ocorrencia do efeito citopatico. 

Paya et a/. 364 estudaram o numero de fiascos necessarios para cada amostra. Verificaram a necessidade de tres 
fiascos para um rendimento maximo com amostras de sangue, enquanto foram necessarios dois fiascos para 
amostras de urina, LBA e tecidos. Fedorko et a/. 140 constataram que a idade dos fibroblastos nos fiascos era 
importante para o isolamento de CMV. As monocamadas velhas (8 a 15 dias) eram menos sensiveis para o 
isolamento do virus, porem mais sensiveis a componentes toxicos presentes nas amostras do que as monocamadas 









jovens. Os fabricantes tem dificuldade em fomecer monocamadas muito jovens, e, infelizmente, a maioria dos 
laboratories depende de fomecedores comerciais para a obtengao de frascos de cultura. 

Cleaves et id . 173 relataram um resultado bem-sucedido com um terceiro herpes-virus associado a celulas, o VZV. 
Examinaram 68 amostras de 60 pacientes. O VZV foi identificado por algum metodo em 57% dos pacientes. 



■ FIGURA 23.10 Frascos de cultura para o isolamento de Chlamydia trachomatis e virus. Os frascos sao redondos com 
fundo piano e contem uma laminula circular sobre a qual as celulas crescem. A tampa pode ser de borracha ou de plastico, 
conforme mostrado aqui. A laminula e retirada com pinga ou com uma agulha. 

A sensibilidade das tecnicas diagnosticas, por ordem decrescente, foi a imunofluorescencia direta de raspados de 
pele, a cultura em frascos e a cultura convencional. Wilson et a/. 491 tambem demonstraram a superioridade do AFD 
em relagao a cultura para VZV, porem tambem constataram que a PCR foi o metodo mais sensivel. 

A tecnica em frasco tambem tem sido aplicada a outros virus alem do grupo dos herpes-virus, particularmente o 
virus da influenza. 12 ' Tambem sao detectados utilizando a tecnica de cultura em frasco, porem a experiencia e mais 
limitada e ligeiramente menos satisfatoria em comparagao com o virus influenza. A tecnica em frascos tambem tem 
sido utilizada para o virus BK. " Conforme assinalado em outra parte, embora o isolamento desses virus seja 
possivel com esse metodo, os testes migraram, em grande parte, para plataformas de diagnostico molecular (ver 
adiante). 

Selecao de culturas de celulas para o isolamento de virus 

As exigencias basicas para o isolamento de virus em cultura consistem em uma cultura primaria de celulas de rim de 
macaco (para o isolamento de mixovirus e enterovirus) e em uma linhagem de celulas diploides de origem humana 
(essencial para o isolamento do CMV, do rinovirus e do VZV; util para o isolamento do HSV). A adigao de uma 
linhagem celular estabelecida de origem humana (p. ex., HEp-2 ou A549) tambem e util para o isolamento do 
adenovirus e do RSV. 

Outras linhagens celulares podem proporcionar substitutes satisfatorios desses tres tipos celulares basicos 
quando se deseja o isolamento de um virus especlfico (Tabela 23.19). A qualidade e a procedencia das celulas 
utilizadas para o isolamento sao importantes. Estudos cuidadosos de fibroblastos clonados de um unico feto 
demonstraram a existencia de uma grande variagao no grau com que os clones sustentaram o crescimento dos virus 
respiratorios. 458 As variantes de linhagens celulares estabelecidas como HeLa e HEp-2 tambem diferem na 
sensibilidade com a qual mantem alguns virus. E importante assegurar que a variante celular selecionada tenha uma 
sensibilidade adequada. 

Uma vez encontrada uma linhagem celular aceitavel, diversas aliquotas devem ser congeladas em nitrogenio 
liquido. As celulas para uso diario podem ser mantidas em cultura continua. O estoque original deve ser usado 
periodicamente para reabastecer o estoque de trabalho, de modo que nao ocorra mutagao das celulas para um estado 
de menor sensibilidade ao crescimento viral. 

As celulas de rim de macaco rhesus e cinomolgo sao comparaveis para o isolamento de mixovirus. Por outro 
lado, foi relatado que os fibroblastos Medical Research Council 5 (MRC-5) sao mais sensiveis do que os 



fibroblastos WI-38 para o isolamento do CMV. 1 A sensibilidade de todas as linhagens de celulas diploides diminui 
com o aumento no numero de passagens. Deve-se procurar adquirir uma linhagem com menor numero de passagens 
de um fomecedor confiavel. Quando as camadas de celulas, em particular as de linhagens celulares estabelecidas, 
sao demasiado espessas, o isolamento dos virus pode ser reduzido, e a avaliagao dos efeitos citopaticos torna-se 
dificil. Para alguns virus, e preferivel ter ilhas de celulas ou uma monocamada pouco confluente do que uma 
camada de celulas totalmente confluentes. 41 ' 7 

Alem disso, as celulas precisam estar em condigoes boas o suficiente para suportar as varias semanas necessarias 
para o isolamento dos virus de crescimento lento. Deve-se evitar a contaminagao com especies de Mycoplasma para 
garantir uma taxa maxima de isolamento. Os virus como o VZV, que se disseminam diretamente de uma celula para 
outra, e nao atraves do meio de cultura, necessitam de uma monocamada sadia. 

O uso de meio de crescimento com 10% de soro pode intensificar o desenvolvimento e a progressao dos efeitos 
citopaticos causados por esses virus, 4X0 embora nem todos estejam convencidos de que esse procedimento seja 
necessario. Por outro lado, o soro contem inibidores para os mixovirus e os paramixovirus. O meio de manutengao 
nas celulas utilizadas para esses virus (habitualmente de rim de macaco primario) deve estar livre de soro. 

Inoculagao e incubagao das culturas de celulas 

Os frascos de transporte que contem swabs devem ser agitados, e o material do swab transferido para o meio que 
contem antibioticos. Os tecidos sao fragmentados e homogeneizados em um pequeno volume de caldo de transporte. 
Pode ser necessario suspender amostras de fezes em 10 volumes de meio de transporte. As fezes, os tecidos e os 
aspirados respiratorios que contem residuos ou muco em excesso devem ser centrifugados em baixa velocidade para 
a remogao desses elementos. A maioria dos meios de transporte e de cultura de tecido contem antibioticos. Quando 
se espera uma contaminagao bacteriana ou fiingica da especie, devem-se adicionar outros antibioticos a amostra 
antes de sua inoculagao (penicilina e estreptomicina ou gentamicina mais anfotericina em concentragoes duas vezes 
maior do que a utilizada nos meios de cultura de celulas). 244 Apos processamento, a amostra pode ser inoculada nos 
meios de cultura. Como altemativa, o inoculo pode ser colocado diretamente sobre a monocamada apos remogao da 
maior parte do meio de cultura. O contato mais direto das particulas virais com as celulas aumenta a infectividade e 
pode aumentar tanto o numero de isolados quanto a velocidade de seu isolamento. Apos adsorgao do inoculo a 
monocamada durante 30 a 60 minutos, a 36° a 37°C, o meio e substituido, e a incubagao da cultura prossegue. As 
substancias toxicas presentes na amostra tambem podem ser mais evidentes apos adsorgao do inoculo. Se forem 
utilizados dois tubos de cada tipo celular, um deles pode ser inoculado com a introdugao de uma amostra no meio, 
enquanto o outro e inoculado por adsorgao. Qualquer amostra remanescente deve ser mantida a 4°C ou congelada a 
—70°C em caso de ocorrencia de toxicidade ou contaminagao bacteriana. Se for constatado o crescimento de 
bacterias ou fiingos, podem-se adicionar mais antibioticos a amostra. A amostra pode ser filtrada atraves de um 
filtro com microporos de 0,45 pm antes da inoculagao de culturas adicionais; todavia, os virus associados a celulas, 
como o CMV e o VZV, podem ser perdidos quando as celulas infectadas ficam retidas no filtro. 241 A toxicidade 
inespecifica da monocamada e habitualmente evidente dentro de 24 horas; a seguir, a amostra pode ser reinoculada 
apos efetuar uma diluigao 1:10 em solugao salina balanceada. O pH da amostra tambem pode ser verificado e 
ajustado para a neutralidade se a amostra for muito acida ou alcalina. Se houver degeneragao inespecifica da 
monocamada apos incubagao durante varios dias, as celulas e o liquido podem ser repicados em uma nova 
monocamada. 

As monocamadas devem ser incubadas de 36° a 37°C para o isolamento da maioria dos virus. A temperatura 
ideal de incubagao para os virus respiratorios, particularmente os rinovirus, e de 33°C, porem o isolamento de outros 
virus pode ser reduzido nessa temperatura. O uso de um tambor giratorio (Figura 23.11) facilita o isolamento de 
patogenos em celulas primarias de rim de macaco e fibroblastos diploides, particularmente a partir de amostras 
respiratorias. 

Para o isolamento da maioria dos outros virus, e adequado um periodo de incubagao de 2 semanas. O CMV pode 
exigir uma incubagao mais prolongada, porem Gregory e Menegus verificaram que 92% dos isolados de CMV 
podem ser isolados dentro de 14 dias quando sao utilizados fibroblastos MRC-5. Quando se deseja apenas o 
isolamento do HSV, o periodo de incubagao deve ser reduzido a 7 dias. A centrifiigagao do inoculo e a detecgao do 
antigeno reduzem acentuadamente o tempo necessario para a detecgao de diversos virus, incluindo o CMV e o VZV. 


Detecgao do virus e identificagao provisoria 


Efeito citopatico. O metodo mais comum para detecgao dos virus em cultura consiste no exame de culturas a 
procura de lesao das monocamadas induzida por virus ou de efeito citopatico. As monocamadas devem ser 
examinadas diariamente se houver suspeita de HSV e pelo menos 3 vezes/semana em caso de suspeita de virus de 
crescimento mais lento. Os tubos de vidro podem ser examinados com um microscopio optico convencional, 
utilizando suporte simples para evitar que os tubos rolem da platina do microscopio (Figura 23.12). Se a 
monocamada for examinada em frascos de cultura, deve-se utilizar um microscopio invertido. 

Com frequencia, pode-se efetuar uma identificagao provisoria do virus especifico (ou, pelo menos, do grupo do 
virus) com base no tipo de efeito citopatico produzido e no tipo de celula afetada. A Tabela 23.20 fomece um 
resumo dos padroes tipicos de efeito citopatico e da taxa de isolamento dos virus mais comumente isolados em 
laboratories hospitalares. 



■ FIGURA 23.11 Tambor giratorio para culturas virais. O efeito citopatico de muitos virus, particularmente daqueles que 
provocam infeegoes respiratorias, e intensificado pela rotagao lenta dos tubos, com uma rotagao a cada 3 minutos. 





■ FIGURA 23.12 Exame de culturas para detecgao do efeito citopatico. O exame de culturas a procura de efeito citopatico e 
habitualmente realizado com urn microscopio invertido, mas tambem pode ser efetuado com urn microscopio tradicional, 
conforme mostrado aqui. Uma base, que se ajusta ao suporte da amostra da platina do microscopio, impede que os tubos 
redondos rolem. Nao e possivel utilizar urn grande aumento, porem este nao e necessario para o reconhecimento e a 
caracterizagao do efeito citopatico. 

Quando se examina uma cultura no laboratorio, o padrao do efeito citopatico e conhecido, porem nao se conhece 
o nome do virus. Na edigao anterior deste livro, o leitor interessado em informagoes mais detalhadas sobre esse 
assunto pode encontrar um fluxograma para a analise do efeito citopatico em uma amostra clinica. 

Os efeitos do virus sobre as celulas podem ser inicialmente sutis. Embora a quantificagao do inoculo viral, com 
base na extensao do efeito citopatico, nao seja precisa, e util efetuar um registro laboratorial da estimativa 
semiquantitativa para fins de comparagao (1+, < 25% da monocamada afetada; 2+, 25 a 50%; 3+, 51 a 75%; 4+, > 
75%). Essas estimativas facilitam a documentagao da progressao do efeito citopatico e o estabelecimento da 
presenga de um agente citopatico. Pode ser necessario repicar as celulas de um tubo com possivel efeito citopatico 
sobre novas monocamadas. Se possivel, essa subcultura deve ser realizada apos o efeito citopatico ter alcangado um 
valor de 2+, por meio de tripsinizagao, ruptura fisica da monocamada com um bastao de vidro com ponta de 
borracha ou varios ciclos rapidos de congelamento/descongelamento. Em seguida, uma aliquota e inoculada sobre o 
tipo celular em que foi observado originalmente o efeito citopatico, bem como sobre qualquer tipo de celula que 
possa ajudar a realizar uma identificagao provisoria. 

As Figures 23.13 a 23.16 mostram, de modo sequencial, os efeitos citopaticos virais em tres culturas de celulas 
comumente utilizadas. Embora a cultura de celulas esteja sendo substituida, em grande parte, por metodos 
moleculares, decidimos manter essas figures durante esse periodo de transigao. Alem disso, a cultura de celulas 
ainda e utilizada como “teste de cura” em algumas situagoes, em laboratorios que ainda nao introduziram o 
diagnostico molecular e em laboratorios de saude publica e de referenda selecionados. Na maioria dos casos, sao 
apresentadas as alteragoes iniciais e tardias. 

Existem relativamente poucas formas com que as celulas podem expressar citotoxicidade. O arredondamento 
constitui uma expressao comum de lesao, porem as celulas podem aparecer intumescidas ou contraidas e granulosas 
ou de aspecto vitreo. Alguns virus produzem fatores que provocam fusao celular, levando a formagao de celulas 
gigantes multinucleadas, que sao tambem denominadas celulas sinciciais; o RSV, os virus da parainfluenza 2 e 3, o 
virus do sarampo e o virus da caxumba podem produzir celulas gigantes sinciciais. Alem disso, o HSV e o VZV 
produzem celulas gigantes multinucleadas menores. 

Nem todos os isolados do RSV produzem celulas sinciciais. E necessaria a produgao da glicoproteina F (de 
fusao) pelo virus para que ocorra a fusao celular. Shahrabadi e Lee demonstraram a necessidade da presenga de 



calcio no meio de cultura para a ocorrencia de fusao das celulas HEp-2 induzida pelo RSV. 4:: A formagao de celulas 
gigantes sinciciais tambem parece estar relacionada, pelo menos em parte, com a concentragao de glutamina no 
meio de cultura. 309 

Em geral, o efeito citopatico comega focalmente e, com frequencia, e observado com mais facilidade nas bordas 
da monocamada, onde a densidade celular e baixa. Para os virus que se disseminam de uma celula para outra atraves 
do meio de cultura, o efeito citopatico progride de uma natureza focal para a totalidade, algumas vezes com grande 
velocidade. Se o numero de virions na amostra for muito grande, a maior parte da monocamada pode ser 
simultaneamente infectada; nesse caso, a degeneragao disseminada deve ser diferenciada da citotoxicidade 
inespecifica por meio de subcultura do liquido em novas culturas de celulas. Para os virus que sofrem disseminagao 
direta de uma celula para outra (CMV e VZV), o efeito citopatico progride mais lentamente e por meio de extensao 
local dos focos iniciais. Quando ha uma quantidade muito grande CMV na amostra, o efeito citopatico pode ser 
produzido atraves de toda a monocamada, simulando o efeito produzido pelo HSV. 

Naturalmente, e um tanto artificial tentar capturar a consideravel variabilidade de um processo biologico em 
uma unica fotografia. No laboratorio clinico, e possivel examinar outras partes da monocamada, outras culturas de 
celulas e ate mesmo reexaminar uma cultura suspeita apos incubagao durante mais algumas horas. Por conseguinte, 
e ffequentemente possivel detectar alteragoes citologicas que sao ainda mais precoces do que as que tomam as 
fotografias convincentes. 

Atualmente, os virus respiratorios sao detectados, em sua maioria, por metodos moleculares diretos, e nao por 
meio de culturas. Todavia, em alguns casos, o medico pode solicitar um “teste de cura”, particularmente nos casos 
de pacientes imunocomprometidos que tern dificuldade em eliminar os virus. Alem disso, a cultura viral desses 
patogenos foi mantida em laboratories altamente especializados e outros contextos. Por conseguinte, foram 
mantidas as Figuras 23.13 e 23.14 neste texto. Entretanto, o uso de eritrocitos de cobaia (i. e., no teste de 
hemadsorgao) foi substituido pela deteegao direta de antigeno (/. e., IFD) utilizando um produto de alta qualidade 
disponivel comercialmente. 


Tabela 23.20 Diagnostico diferencial do efeito citopatico viral. 




Cultura de celulas 

Dias de isolamento 


Virus 

PMK 

HDF 

HEp-2 

Media da 

ch'nica 

Mayo" 

Media do 

hospital 

Mt. Zion' 1 

Descrigao 

Virus da influenza 

+++ 



4 

3,8 

Presenga ou ausencia de celulas granulosas 

aumentadas focais, seguidas de 

desprendimento; progressao rapida 

Virus da parainfluenza 

+++ 

+ 

+ 

11 

6,4 

Presenga ou ausencia de celulas 

arredondadas focais e celulas gigantes 

multinucleadas (tipos 2 e 3) 

Virus sincicial respiratorio 

++ 

+ 

+++ 

8,3 

6,1 

Celulas gigantes sinciciais de aspecto vitreo 

ou celulas granulosas arredondadas 

aumentadas 

Virus da caxumba 

+++ 

+ 

- 

6,9 


Celulas gigantes sinciciais aumentadas 

Virus do sarampo 

+ 

- 

+ 



Celulas gigantes sinciciais vacuoladas; 

raramente isoladas 

Poliovirus 

+++ 

+++ 

+++ 

4,6 


Celulas randomicas intumescidas, de 

aspecto vitreo; rapida progressao e 

desprendimento das celulas do vidro 




Virus coxsackie B 

+++ 

+ 

+++ 

3,5 

4,2 

Celulas de aspecto vitreo, intumescidas e 

focais; desprendimento do vidro 

Virus ECHO 

+++ 

+++ 

+ 

3,9 

4,2 

Celulas de aspecto vitreo, intumescidas e 

focais; desprendimento do vidro 

Rinovirus 

+ 

+++ 

- 

6,6 


Celulas focais, intumescidas ou granulosas 

Adenovirus 

++ 

+ 

+++ 

6,2 

6,4 

Celulas agrupadas aumentadas (em cachos 

de uvas ou em treliga) 

Herpes-virus simples 

++ 

+++ 

++ 

3,5 

2,7 

Celulas granulosas aumentadas ou 

contra idas, inicialmente na borda; 

rapida progressao e desprendimento; 

pode haver celulas gigantes 

Virus varicela-zoster 

++ 

++ 


7,6 

6,1 

Focos alongados e distintos de celulas 

aumentadas ou contraidas; progressao 

lenta e por contiguidade intensificada 

pelo uso de meio de crescimento 

Citomegalovirus 

- 

+++ 

- 

10 

5,8 

Focos compactos de celulas aumentadas; 

progressao lenta por contiguidade 


a Da Clinica Mayo, resumo de Herrmann EC Jr. Experience in providing a viral diagnostic laboratory compatible with medical 
practice. Mayo Clin Proc 1967;42: 112-123; e Herrmann EC Jr. Efforts toward a more useful viral diagnostic laboratory. Am J 
Clin Pathol 1971;56:681-686. 

6 Do Mount Zion Hospital and Medical Center, Sao Francisco, resumo de Drew WL. Controversies in viral diagnosis. Rev Infect 
Dis 1986;8:814-824. 

+++ = celulas ideais para a detecgao de efeito citopatico (CPE); ++ = CPE frequente, pode constituir o melhor sistema 
disponivel para a detecgao de CPE; + = o CPE pode ser observado em certas ocasioes; - = o CPE nao ocorre habitualmente; 
PMK = celulas de rim de macaco primarias; HDF = fibroblastos diploides humanos; HEp-2 = linhagem celular continua 
humana. 

Adaptada de McIntosh K. Diagnostic virology. In: Fields BN, Knipe DM, Melnick JL et at., eds. Virology. 2nd Ed. New York, NY: 
Raven Press, 1990:411-440. 

Microscopia optica. A medida que sofrem replicagao, alguns virus produzem massas de nucleoproteinas e 
virions em varios estagios de montagem. O anatomopatologista ou o citologista recorrem a essas inclusoes virais 
para detectar a presenga de infecgao viral e identificar de modo presuntivo o agente. 446,4 ' 14 Na atualidade, o 
anatomopatologista suplementa as caracteristicas morfologicas presentes em cortes histologicos rotineiramente 
corados ou preparagoes citologicas com o uso de corantes imuno-histoquimicos altamente especificos. Esses 
corantes utilizam anticorpos, frequentemente anticorpos monoclonais, que exibem um elevado grau de 
especificidade contra o alvo viral particular. 

O virologista tambem utiliza a microscopia optica. Ela e utilizada para examinar monocamadas celulares nao 
coradas a procura de efeito citopatico produzido pelo virus em replicagao. Embora as caracteristicas do efeito 
citopatico em monocamadas nao coradas sejam habitualmente suficientes para estabelecer um diagnostico 
provisorio, o virologista pode adquirir informagoes adicionais utilizando corantes simples (Prancha 23.1). Embora 
isso seja possivel, esse metodo e raramente utilizado na pratica. Hoje em dia, sao utilizados corantes 
imunofluorescentes especificos para virus para determinar a causa do efeito citopatico. 
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■ FIGURA 23.13 Efeito citopatico dos mixovirus. A. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus da influenza A. 
Esse isolado nao produz nenhum efeito citopatico na monocamada. A presenga de urn virus e identificada por urn teste de 
hemadsorgao. Muitas das cepas atuais do virus da influenza A e a maioria das cepas do virus da influenza B produzem efeito 
citopatico, que, com frequencia, desenvolve-se mais rapidamente do que aquele produzido pelos virus da parainfluenza 
(180*). B. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus da influenza A. A monocamada esta intacta, porem esta 
recoberta por numerosos eritrocitos de cobaia. Os eritrocitos aderiram as hemaglutininas virais existentes sobre a superficie 
das celulas infectadas. A hemaglutinagao dos eritrocitos na fase liquida pelo virus livre pode ser frequentemente detectada, 
porem nao e mostrada nessa fotografia (180*). C. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus da parainfluenza 3. 
A monocamada sofreu degeneragao, e as celulas desprenderam-se do vidro. Muitas das celulas remanescentes estao 
aumentadas ou granulosas. Com frequencia, os isolados de virus da parainfluenza nao produzem efeito citopatico obvio e 
precisam ser detectados por hemadsorgao (180*). D. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus da parainfluenza 
3. Foi realizado urn teste de hemadsorgao. As celulas remanescentes estao cobertas por eritrocitos de cobaia que se fixaram 
a hemaglutinina viral sobre as membranas celulares (180*). E. Celulas de rim de macaco rhesus nao infectadas, que 
apresentam urn teste de hemadsorgao negativa. Alguns eritrocitos de cobaia estao aderidos a monocamada, porem nao se 
observa a aderencia maciga dos eritrocitos que caracteriza urn teste positivo. As celulas sedimentadas tambem se 
desprendem com mais facilidade de uma monocamada nao infectada do que de uma monocamada infectada por mixovirus 
com a agitagao do tubo. F. Celulas HEp-2 infectadas pelo virus da parainfluenza 3. Houve formagao de grandes celulas 
gigantes multinucleadas (conhecidas como celulas sinciciais) na monocamada por fusao de celulas adjacentes. Esse tipo de 
efeito citopatico e caracteristico dos virus da parainfluenza 2 e 3 em celulas de rim de macaco e do virus da parainfluenza 3 


em celulas HEp-2. Ocorre tambem a formagao de celulas sinciciais por outros virus, notavelmente o virus sincicial 
respiratorio. Os virus da parainfluenza podem ser facilmente diferenciados do virus sincicial respiratorio pela realizagao de um 
teste de hemadsorgao (180*). 




■ FIGURA 23.14 Efeito citopatico de outros virus respiratorios. A. Celulas HEp-2 infectadas por adenovirus. Sao 
observados varios focos de celulas granulosas aumentadas. As celulas infectadas por adenovirus frequentemente estao 
agrupadas em cachos de uva, de modo muito semelhante aos estafilococos em uma coloragao pelo metodo de Gram (180*). 
B. Celulas HEp-2 infectadas por adenovirus. As celulas na monocamada estao, em sua maioria, arredondadas; muitas delas 
desprenderam-se do vidro, deixando multiplos orificios. Em varios locais, podem-se observar agrupamentos de celulas. 
Algumas das celulas infectadas residuais estao conectadas por filamentos de citoplasma, produzindo o inicio de um efeito em 
treliga (180*). C. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas por adenovirus. Observa-se um grupo de celulas granulosas 
aumentadas. Pode-se efetuar um relato preliminar quando se verifica a presenga de multiplos focos na cultura. Se apenas 
alguns deles estiverem presentes, e melhor aguardar a progressao do efeito citopatico na monocamada (180*). D. Celulas de 
rim de macaco rhesus infectadas por adenovirus. A extensao do efeito citopatico aumentou de modo consideravel. Sao 
observadas celulas intumescidas e agrupadas, com pontes citoplasmaticas intercelulares. Muitas das celulas desprenderam- 
se do vidro. Porfim, havera apenas algumas celulas espalhadas pelo tubo de vidro, como evidencia da presenga anterior de 
uma monocamada (180*). E. Celulas HEp-2 infectadas pelo virus sincicial respiratorio. Muitas das celulas na monocamada 



foram fundidas pelo virus, formando celulas gigantes sinciciais, muito semelhantes aquelas produzidas pelos virus da 
parainfluenza. Outras celulas estao aumentadas ou desprenderam-se do vidro. O teste de hemadsorgao nessa monocamada 
seria negativo (180*). F. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus sincicial respiratorio. Pode-se verificar a 
formagao de urn grande sincicio na monocamada. Esse isolado pode ser diferenciado do virus da parainfluenza por 
hemadsorgao ou pela identificagao do antigeno especifico. 




■ FIGURA 23.15 Efeito citopatico dos herpes-virus. A. Fibroblastos MRC-5 infectados pelo herpes-virus simples. Pode-se 
observar urn foco de celulas arredondadas e aumentadas na monocamada. Muitas celulas desprenderam-se do vidro. Esses 
focos aumentam rapidamente, e toda a camada esta habitualmente envolvida dentro de poucos dias (180*). B. Fibroblastos 
MRC-5 infectados pelo herpes-virus simples. O efeito citopatico progrediu, de modo que praticamente todas as celulas da 
monocamada sao afetadas. Mais uma vez, as celulas estao aumentadas, ate mesmo inchadas e granulosas. Esse tipo de 
efeito citopatico generalizado pode ser observado, em certas ocasioes, com o citomegalovirus, quando ha quantidades muito 
grandes do virus. O citomegalovirus pode ser diferenciado do herpes-virus simples pela identificagao de antigenos 
especificos (180*). C. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo herpes-virus simples. Como ocorre frequentemente 
no inicio, esse foco de efeito citopatico encontra-se na borda da monocamada. Celulas intumescidas e aumentadas 
circundam o centra do foco, onde as celulas ja se desprenderam do vidro (180*). D. Celulas HEp-2 infectadas pelo herpes¬ 
virus simples. Observa-se urn grande foco de celulas intumescidas na monocamada. Algumas das celulas exibem a 
aparencia de celulas gigantes multinucleadas, embora seja dificil delinear a estrutura celular em uma preparagao nao corada 
com baixo aumento (180*). E. Fibroblastos MRC-5 infectados pelo virus varicela-zoster. O foco citopatico consiste em 
grandes celulas intumescidas e celulas granulosas degeneradas. O foco esta avangando na diregao dos fibroblastos 
subjacentes. O aparecimento lento e a progressao tambem lenta dos focos sao caracteristicos desse virus. A transference do 
efeito citopatico exige a inclusao de celulas infectadas. O efeito citopatico possui algumas semelhangas com o do 
citomegalovirus; os focos do citomegalovirus tendem a ser mais compactos e a exibir disseminagao centrifuga, sem essa 
orientagao linear pronunciada (180*). F. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus varicela-zoster. O foco de 
celulas intumescidas e aumentadas e menos evidente do que o efeito citopatico nas celulas MRC-5. Pode ser diferenciado 
daquele produzido pelo herpes-virus simples pela velocidade de aparecimento e progressao. O citomegalovirus nao produz 
nenhum efeito citopatico nas celulas de macaco (180*). G. Fibroblastos WI-38 infectados por citomegalovirus. Existe urn 
pequeno foco de celulas granulosas aumentadas na monocamada (180*). H. Fibroblastos MRC-5 infectados por 
citomegalovirus. Pode-se observar urn foco de efeito citopatico em desenvolvimento. As celulas estao intumescidas, e o foco 
esta muito compacto. O efeito citopatico do citomegalovirus aparece tardiamente e progride lentamente. Tende a ser mais 
compacto e menos linear do que aquele do virus varicela-zoster. A diferenciagao da varicela e efetuada pela historia clinica, 
pela demonstragao de celulas gigantes multinucleadas nas monocamadas com virus da varicela e pela demonstragao de 
antigeno especifico (180*). 
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■ FIGURA 23.16 Efeito citopatico dos enterovirus. A. Celulas de rim de macaco rhesus infectadas pelo virus coxsackie B. 
Observa-se urn foco de efeito citopatico, em que as celulas sao pequenas e contraidas ou aumentadas. Algumas das celulas 
exibem aspecto refringente ou vitreo, que e tipico do efeito citopatico dos enterovirus. As celulas alongadas “em girino” 
tambem sao tipicas da citopatologia produzida por esse grupo de virus (180x). B. Celulas de rim de macaco rhesus 
infectadas pelo virus coxsackie B. O efeito citopatico progride de modo relativamente rapido com os enterovirus; o poliovirus 
pode causar destruigao completa da monocamada de urn dia para o outro. Nessa fotomicrografia, praticamente todas celulas 
da monocamada foram lesionadas, e grandes segmentos da camada celular (parte inferior a direita) desprenderam-se por 
completo (180*). C. Fibroblastos MRC-5 infectados pelo virus ECHO 11. Pode-se verificar a presenga de urn foco inicial de 
efeito citopatico por enterovirus. As celulas aparecem aumentadas e granulosas. Nesse estagio, seria muito dificil identificaro 
virus. A maioria dos isolados de virus ECHO cresce adequadamente em fibroblastos diploides humanos, o que nao ocorre 
com os isolados de virus coxsackie (180*). D. Fibroblastos MRC-5 infectados pelo virus ECHO 11. O efeito citopatico 
progrediu, envolvendo quase toda a monocamada. O virus sofre disseminagao extracelular atraves do meio de cultura, de 
modo que o efeito citopatico tende a mudar de modo relativamente rapido de focal para uma natureza generalizada (180*). E. 
Celulas HEp-2 infectadas pelo virus coxsackie B. Pode-se observar urn pequeno foco de efeito citopatico nas celulas HEp-2, 
que se manifesta pela presenga de celulas granulosas arredondadas e contraidas e pelo desprendimento de celulas do vidro. 
E muito mais dificil identificar o efeito citopatico precoce se a camada de celulas for muito densa, e se as celulas estiverem 
empilhadas umas sobre as outras (180*). F. Celulas HEp-2 infectadas pelo virus coxsackie B. Quase todas as celulas da 
monocamada desprenderam-se do vidro. As que permanecem exibem urn aspecto anormal. Os isolados de virus coxsackie B 


apresentam, em sua maioria, um crescimento satisfatorio em celulas HEp-2, o que nao ocorre com o virus coxsackie A e o 
virus ECHO (180x). 

Microscopia eletronica. Para os laboratories que dispdem de microscopio eletronico, a morfologia 
ultraestrutural de um isolado pode identificar o grupo ao qual pertence. 4 ’ 44 Esses metodos eram usados com muito 
mais frequencia no passado, antes da disponibilidade de reagentes imuno-histoquimicos e imunofluorescentes 
especificos. A coloragao negativa para microscopia eletronica e simples e pode ser realizada rapidamente em liquido 
sobrenadante ou celulas lisadas. Essa tecnica pode ser particularmente util para diferenciar a toxicidade inespecifica 
de um grande inoculo viral. Na atualidade, a microscopia eletronica tern mais utilidade para a categorizagao de virus 
emergentes, como foi o caso no surto de SRAG. 190,425 

Diferenciagao bioquimica. As alteragoes citollticas produzidas pelos rinovirus podem assemelhar-se aquelas 
dos enterovirus, embora os rinovirus sofram replicagao mais lentas e demonstrem a labilidade em um ambiente 
acido. Para efetuar essa avaliagao, aliquotas de cultura de celulas infectadas sao ajustadas para pH de 3,0 ou 7,4 
durante 3 horas. Em seguida, obtem-se uma estimativa da infectividade pela inoculagao de diluigoes seriadas de 10 
vezes das aliquotas em culturas de celulas. Se o agente for um rinovirus, deve-se observar uma redugao da 
infectividade de 2 a 4 log 10 . 249 Atualmente, isso so e realizado em laboratories altamente especializados, porem 
continua sendo importante para investigar a reatividade cruzada de ensaios moleculares para enterovirus e rinovirus, 
que apareceram recentemente com o surto do enterovirus, EV D-68. 

Associagao com celulas. A demonstragao da associagao de virions com celulas infectadas e util para diferenciar 
membros do grupo de herpes-virus. O HSV e liberado livremente no meio de cultura, enquanto o CMV e o VZV 
permanecem associados a celulas. O HSV infecta rapidamente toda a monocamada (Figura 23.15 B). Como 
altemativa, o efeito citopatico do CMV e do VZV e habitualmente focal (Figura 23.15 E a H), visto que os virions 
nao se disseminam pelo meio. O tipo de efeito citopatico presente fornece informagoes ao virologista sobre o tipo de 
IFD que deve ser selecionado para exames confirmatorios. Todavia, em certas ocasioes, grandes numeros de 
particulas virais de CMV ou de VZV no inoculo podem produzir um efeito citopatico disseminado, semelhante ao 
do herpes simples. Nesse caso, os corantes de AFD para HSV devem ser negativos, enquanto os exames 
subsequentes com reagentes de AFD para CMV ou VZV devem confirmar a identificagao. 

Detecgao de antigenos virais. Alem de confirmar a identidade de um agente citopatico, a demonstragao de 
antigenos especificos em cultura tern sido empregada como metodo para detectar a presenga de um virus, ate mesmo 
na ausencia de efeito citopatico. Os testes para detecgao de antigenos podem ser realizados depois de um breve 
periodo de incubagao quando se deseja obter um diagnostico rapido, uma abordagem que tern sido utilizada mais 
comumente com o uso de frascos. Os progressos mais notaveis obtidos na rapidez de detecgao de isolados sao 
observados com virus de crescimento mais lento em sistemas convencionais, como o RSV, o CMV e o VZV 
(Prancha 23.2 D, E e F). 

A literatura esta repleta de publicagoes discrepantes sobre a sensibilidade dessas abordagens de rapida execugao 
para o diagnostico virologico. Por exemplo, a porcentagem de isolados do virus da influenza apos amplificagao spin, 
incubagao de um dia para o outro e coloragao com anticorpos monoclonais variou de 56 135 a 98%. 123 As diferengas 
nas variaveis operacionais, como linhagens celulares e fonte dos anticorpos monoclonais, bem como as populagoes 
variadas de pacientes, tomam as recomendagoes universais traigoeiras. Talvez seja um privilegio que a detecgao 
desse virus, em particular, seja, hoje em dia, predominantemente efetuada com o uso de metodos moleculares. 

E evidente que as tecnicas de cultura de rapida execugao podem contribuir com informagoes uteis, porem existe 
uma relagao entre a sensibilidade e a rapidez quando se estabelece o tempo de incubagao. A inclusao de culturas 
convencionais e/ou frascos em varios momentos ira aumentar a sensibilidade, mas tambem aumentara os custos. 
Embora seja dificil documentar esse fato, a obtengao de resultados mais rapidamente pode ter impacto clinico e 
financeiro. 17 Essas tecnicas tambem tem sido utilizadas para facilitar a detecgao de virus fastidiosos, como o virus 
da rubeola. 414 A conveniencia em utilizar reagentes de IFD para a confirmagao de efeito citopatico e a de que esses 
reagentes sao habitualmente os mesmos empregados nos laboratories que realizam esses testes para a avaliagao 
direta de celulas infectadas por virus em amostras clinicas; por conseguinte, existem dois usos para um reagente. 
Artefatos e alteragoes nao induzidas por virus. Com o envelhecimento das celulas em cultura, podem 
ocorrer alteragoes morfologicas nao relacionadas com a infeegao viral (Figura 23.7). A densidade das celulas em 
linhagens celulares diploides e, em particular, em linhagens estabelecidas pode tomar-se muito alta; as celulas em 
degeneragao ou em divisao podem aparecer arredondadas ou granulosas. Em qualquer cultura, sao observadas 


celulas atipicas espalhadas, que sao particularmente identificadas em areas menos densas, como a borda da 
monocamada, onde o efeito citopatico do virus tambem pode tomar-se evidente pela primeira vez. Por conseguinte, 
e importante manter controles de celulas nao inoculadas do mesmo lote utilizado para a semeadura das amostras. 

As celulas de rim de macaco primarias podem ser infectadas por virus slmios, os quais produzem uma variedade 
de alteragoes degenerativas, 249 incluindo um aspecto espumoso ou vacuolado da monocamada. 

A presenga de celulas estranhas que se depositam na monocamada tambem pode causar certa confusao (Figura 
23.7 D). Essas celulas contaminantes podem simular um efeito citopatico, visto que diferem, quanto a seu aspecto, 
da monocamada original. Em geral, o aspecto assemelha-se ao de um virus que produz anormalidades focais na 
monocamada, como o CMV. Pode-se suspeitar do artefato, visto que as celulas se encontram na parte superior da 
monocamada, em lugar de constituir parte integrante da mesma. As celulas contaminantes podem ser de origem 
humana, como as celulas epiteliais ou mesoteliais presentes na amostra, ou podem originar-se de outras culturas de 
celulas, particularmente quando foi realizada subcultura de uma linhagem celular para outra. 

Diversos agentes ou substancias nao virais nas amostras clinicas podem ser toxicos para as monocamadas 
celulares (Figura 23.7 A). Se houver crescimento de bacterias ou fungos (Figura 23.7 B), a natureza do problema e 
evidente; neste caso, a amostra precisa ser novamente tratada com antibioticos ou filtrada e inoculada em culturas de 
celulas adicionais. 

Em geral, a natureza da citotoxicidade nao e conhecida. O recurso habitual consiste em diluir a amostra e 
inocular monocamadas adicionais. Howell et alP 6 verificaram que a toxicidade do semen de pacientes com A T P S 
pode ser evitada com a inoculagao da monocamada com um sedimento celular, obtido por centrifugagao em alta 
velocidade. O CMV, que constitui um patogeno frequente em pacientes com AIDS, esta associado a leucocitos. Por 
outro lado, as substancias toxicas estao concentradas na fragao do sobrenadante. 

Em certas ocasioes, o efeito citopatico pode ser “especifico”, embora a causa seja inesperada e, talvez, 
indesejavel. Por exemplo, a toxina de Clostridium difficile em amostras fecais (Figura 23.7 C) pode produzir um 
efeito citopatico semelhante a lesao por enterovirus. 415 

Gentry et al.' 6S relataram o isolamento de Trichomonas vaginalis em culturas de celulas BHK. Esses flagelados 
produziram um efeito citopatico que mimetizou o de HSV; o efeito citopatico foi reproduzido quando foram 
adicionados Trichomonas viaveis ou lisados de culturas axenicas as culturas de celulas. Foi possivel visualizar os 
tricomonas moveis quando as culturas foram examinadas cuidadosamente. 

Foi relatado o isolamento de Pneumocystis jirovecii de pacientes imunocomprometidos com AIDS. E dificil 
propagar esse fungo atipico de forma seriada no laboratorio, porem os microrganismos tern crescido em culturas de 
celulas, incluindo fibroblastos diploides humanos MRC-5. 2S<1 Os isolados de P. jirovecci produziram um efeito 
citopatico semelhante aos efeitos virais. Toxoplasma gondii tambem pode ser isolado em linhagens de culturas de 
celulas, como fibroblastos diploides humanos, embora nao se tenha avaliado a sensibilidade da cultura. 79 

Identificacao definitiva dos isolados 

Em um laboratorio de diagnostico, a combinagao da historia clinica e do efeito citopatico fomece informagoes 
suficientes para a identificagao de alguns virus, incluindo HSV, CMV, VZV, adenovirus e RSV. Os enterovirus 
podem ser habitualmente identificados em nivel de genero. Infelizmente, com demasiada frequencia, dispde-se de 
informagoes clinicas limitadas. A identificagao completa dos isolados, incluindo tipagem, requer a caracterizagao 
imunologica dos antigenos virais ou do acido nucleico viral. 

Os testes imunologicos podem ser adaptados para a identificagao de antigenos ou de anticorpos contra esses 
antigenos. Os antissoros, que tradicionalmente sao policlonais, estao sendo cada vez mais monoclonais (ver 
Capitulo 3). O teste imunologico mais especifico para a maioria das infecgoes virais e o ensaio de neutral izagao, 
porem este nao e mais realizado na maioria dos laboratories clinicos. Uma revisao desses metodos pode ser 
encontrada em edigoes anteriores deste livro. 

Muitos testes virais sao importantes para analise epidemiologica; todavia, sao raramente necessarios para fins 
diagnosticos de rotina. Nos casos em que ha necessidade de uma caracterizagao completa (p. ex., doenga paralitica), 
o isolado pode ser enviado a um laboratorio de referencia. Uma discussao pormenorizada da caracterizagao 
antigenica, que esta alem do proposito deste capitulo, pode ser encontrada em livros de virologia e diagnostico 
virologico. 237 ’ 271,436 


Para muitos laboratories de hospitals, os ensaios de imunofluorescencia proporcionam uma altemativa viavel 
pela qual e possivel efetuar uma identificagao defmitiva de muitos virus ate o nivel de genero e/ou de especie. 
Felizmente, o catalogo crescente de reagentes disponiveis no comercio, cuja qualidade e cada vez maior, simplifica 
a tarefa. Os enterovirus e os rinovirus representam excegoes notaveis, visto que a sua composigao antigenica 
complicada dificulta a sua identificagao defmitiva sem a realizagao de testes de neutralizagao. 

O teste de imunofluorescencia foi utilizado durante muitos anos e em numerosas variagoes. O ensaio de AFD e o 
de execugao mais simples; entretanto, sao necessarios antissoros conjugados especificos. Os testes de 
imunofluorescencia indireta (IFI) - utilizando antiglobulina, proteina A estafilococica ou complemento - sao mais 
sensiveis, porem frequentemente apresentam menor especificidade. Diferentemente do teste direto, nao ha 
necessidade de multiplos reagentes conjugados para a realizagao do teste indireto, porem o procedimento e mais 
demorado, visto que sao necessarias varias etapas. Os ensaios de AFD sao de execugao simples e, nas maos de um 
microscopista experiente, apresentam sensibilidade e especificidade muito altas, rivalizando, em alguns casos, com 
a PCR. Esses ensaios constituem uma altemativa viavel para o diagnostico molecular, se a situagao clinica e os 
volumes dos testes exigirem a sua realizagao. As limitagoes desses testes consistent na necessidade de microscopia 
fluorescente; alem disso, se o volume de testes for alto (p. ex., durante a estagao da influenza), o teste pode ser 
cansativo e pode levar tempo, o que explica a migragao para os metodos de diagnostico moleculares. 

Conservagao de isolados virais 

Se houver a necessidade de uma caracterizagao adicional de determinado isolado, o liquido de cultura celular 
infectado deve ser congelado a -70°C. Uma regra geral consiste no congelamento lento das celulas de mamiferos, 
enquanto os agentes infecciosos devem ser congelados rapidamente. A acentuada redugao de viabilidade que 
acompanha o processo de congelamento e minimizada se as culturas forem congeladas de modo instantaneo, e se for 
incluido um agente estabilizador no meio. Uma mistura de gelo seco e alcool constitui uma maneira conveniente de 
congelamento subito de isolados virais. Foram utilizados muitos agentes estabilizadores, e muitos estao disponiveis 
no mercado. Howell e Miller constataram que o caldo de fosfato e sacarose, que e utilizado para o transporte de 
swabs para o isolamento de Chlamydia, fiinciona tao bem quanto o de sorbitol a 70% para manutengao de alguns 
dos vims mais exigentes, incluindo o CMV e o RSV. 235 

Resumo da deteegao e identificagao dos vims com base em culturas 

Os ortomixovirus, os paramixovims e o RSV (Figuras 23.13 e 23.14) produzem uma variedade de efeitos 
citopaticos em culturas de celulas. Muitos isolados dos vims da influenza e da parainfluenza nao produzem 
alteragoes visiveis na monocamada e precisam ser detectados por outros metodos. As cepas citopaticas podem ser 
diferenciadas de outros vims com efeitos semelhantes pela observagao do efeito citopatico restrito a celulas de rim 
de macaco, no passado por hemadsorgao e, atualmente, pelo uso de reagentes de imunofluorescencia especificos 
para vims. Ocorrem celulas gigantes multinucleadas nas monocamadas que foram infectadas pelo vims do sarampo, 
vims sincicial respiratorio (Figuras 23.14 E e F), vims da parainfluenza (Figura 23.13 F) e vims da caxumba; essas 
celulas gigantes sao produzidas pela fiisao de celulas adjacentes induzida pelo vims (com formagao de sincicio). 
Essas celulas tambem podem ser observadas nas amostras clinicas de pacientes infectados (Prancha 23.1 F e 

446,494 

Hoje em dia, os isolados sao identificados definitivamente por metodos imunologicos. Dispoe-se de antissoros 
de boa qualidade para a maioria dos mixovirus comuns. O genero ou o tipo de vims (p. ex., vims da influenza A ou 
RSV) podem ser identificados por imunofluorescencia das celulas infectadas. 

Adenovirus (Figura 23.14 A a D) podem ser identificados de modo presuntivo pela observagao da citopatologia 
caracteristica em culturas de celulas. Tipicamente, sao observados gmpos de celulas infectadas intumescidas ou uma 
aparencia de treliga da monocamada. Foram identificados antigenos especificos de gmpos, que sao comuns a todos 
os sorotipos de adenovirus, e foram preparados anticorpos monoclonais dirigidos contra os determinantes comuns. 
Para a maioria das aplicagoes clinicas, e suficiente a confirmagao do genero do adenovirus por imunofluorescencia. 
Se houver necessidade de determinar o tipo de adenovirus, dispoe-se de testes de neutralizagao em laboratories 
especializados. 

O grupo dos herpes-vims produz uma variedade de efeitos citopaticos em culturas de celulas. EBV nao cresce 
nas culturas de celulas comumente utilizadas em laboratories clinicos; as infeegoes humanas por esse vims sao, em 


geral, diagnosticadas por sorologia. CMV e VZV estao fortemente associados a celulas (Figura 23.15 E a H). O seu 
crescimento e dificil em culturas de celulas, e eles crescem lentamente. Para ter sucesso, o repique requer a 
transferencia de celulas infectadas. Tanto CMV quanto VZV produzem celulas intumescidas em focos, que 
aumentam lentamente por disseminagao direta; as placas de VZV, em particular, tendem a seguir a orientagao das 
celulas em cultura de tecidos fibroblasticos. Por outro lado, HSV sofre disseminagao extracelular (Figura 23.15 A a 
D); o efeito citopatico comega focalmente, porem sofre rapida disseminagao, afetando outras partes da 
monocamada. 

A centrifugagao do inoculo sobre a monocamada tern acelerado o isolamento de HSV, VZV e CMV. Os 
anticorpos monoclonais demonstraram ser valiosos tanto para a detecgao quanto para a identificagao de CMV, VZV 
e HSV. A separagao dos isolados do herpes simples em tipos 1 e 2 pode ser obtida de modo confiavel com 
anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina. 294 

Os enterovirus apresentam um crescimento relativamente rapido em culturas de celulas, produzindo um efeito 
citopatico disseminado (Figura 23.16). Embora se disponha de um ensaio de RT-PCR aprovado pela FDA para 
enterovirus, essa aprovagao limita-se ao LCR, de modo que as amostras de fezes e outras amostras sao 
habitualmente enviadas para cultura enteroviral. Em cultura de celulas, as celulas afetadas podem estar contraidas e 
granulosas, ou podem exibir um aspecto refringente e vitreo. Os sorotipos do virus coxsackie A, em sua maioria, 
nao crescem de modo satisfatorio nas culturas de celulas comumente utilizadas. Em geral, os isolados do virus 
coxsackie B nao crescem bem em linhagens de fibroblastos diploides humanos; as cepas de virus echo nao crescem 
adequadamente em celulas HEp-2. A identificagao defmitiva de enterovirus requer a sua identificagao imunologica. 
Dispde-se no comercio de anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina, dirigidos contra um antigeno 
especifico de genero e contra sorotipos selecionados. A imunofluorescencia nao e confiavel, particularmente para os 
enterovirus nao polio.’ ' O metodo de referenda para a identificagao e o teste de neutralizagao, porem a 
diferenciagao e, hoje em dia, mais comumente realizada por meio de sequenciamento do acido nucleico. 3 " 7 

Detecgao direta de virus em amostras clinicas 

O desejo de maior rapidez no diagnostico das infecgoes virais tern sido estimulado pela disponibilidade de metodos 
de diagnostico rapido em outras areas do laboratorio e pelo desenvolvimento de quimioterapia antiviral efetiva. 
Dispoe-se de uma variedade de metodos, desde os tradicionais ate os que estao em fase experimental. A maior area 
de crescimento, que e discutida de modo detalhado adiante, e a introdugao de metodos moleculares de detecgao 
avangados e, com frequencia, de uso facil. 

Detecgao de inclusoes na microscopia optica 

A detecgao de inclusoes virais em esfregagos ou tecidos por microscopia optica tern sido o metodo tradicional para a 
demonstragao direta de infecgoes virais. 446,494 Em geral, os virus cuja montagem ocorre no nucleo (/. e., 
habitualmente virus DNA) produzem inclusoes intranucleares, enquanto a montagem no citoplasma (/. e., 
predominantemente virus RNA) leva a produgao de inclusoes citoplasmaticas. Felizmente, alguns virus produzem 
alteragoes citopaticas evidentes em amostras rotineiramente coradas. A identidade desses virus, que pode ser 
altamente suspeita com base nos achados na coloragao de H&E de rotina, pode ser confirmada defmitivamente com 
o uso de corantes imuno-histoquimicos especificos. 

Pode haver produgao de inclusoes intranucleares em celulas que foram infectadas pelo HSV, VZV, CMV, 
adenovirus, papilomavirus e poliomavirus BK e JC. As inclusoes do HSV (Prancha 23.1 A, B e C) e do VZV sao 
indistinguiveis em material com coloragao de rotina, porem podem ser diferenciadas com corantes imuno- 
histoquimicos especificos. Os nucleos infectados exibem um aspecto homogeneo, eosinofilico ou ligeiramente 
basofilico, e a cromatina nuclear basofilica e granulosa e deslocada contra a borda da membrana nuclear (;. e., 
marginalizagao da cromatina). Outras celulas infectadas podem apresentar uma inclusao mais eosinofilica, que e 
acentuada pela presenga de um halo entre a inclusao e a membrana nuclear. Esse halo e um artefato de fixagao, 
porem tern utilidade para diagnostico. Em nivel ultraestrutural, as inclusoes sao constituidas de uma mistura de 
desoxirribonucleoproteina e virions montados (Figura 23.3 A); quando os virions atravessam a membrana nuclear, 
eles adquirem uma membrana lipidica. As celulas infectadas podem ser mononucleares ou multinucleares. 

O CMV produz inclusoes nucleares basofilicas em uma celula aumentada (Prancha 23.1 D). Essas celulas 
distintas, que sao essencialmente patognomonicas da infecgao pelo CMV, foram originalmente consideradas como 


protozoarios que estavam invadindo o tecido. 259 Com frequencia, observa-se a presenqa de um halo ao redor da 
inclusao. Podem-se observar inclusoes basofilicas granulosas no citoplasma de algumas celulas infectadas. 

Pode-se verificar a presenqa de uma variedade de inclusoes nas infecqoes causadas por adenovirus. As inclusoes 
precoces sao eosinofilicas e podem assemelhar-se estreitamente a celulas infectadas por herpes-virus. As inclusoes 
tomam-se mais basofilicas a medida que amadurecem e preenchem cada vez mais o nucleo (Prancha 23.1 E). Por 
fim, tomam-se extremamente basofilicas e podem deformar por completo as celulas; essas celulas diagnosticas sao 
designadas como “celulas smudge ” e precisam ser diferenciadas das celulas nao infectadas com nucleos 
hipercromaticos. As inclusoes dos adenovirus sao compostas de nucleoproteina e numerosos virions que, com 
frequencia, demonstram um arranjo paracristalino, visto que a sua forma icosaedrica permite um agrupamento 
compacto das particulas (Figura 23.3 B). 

As inclusoes intranucleares dos papilomavirus nao sao encontradas com frequencia pelos virologistas clinicos, 
visto que o crescimento desses vims em cultura e dificil ou impossivel. Nas vermgas humanas, as inclusoes 
comeqam na forma de elementos eosinofilicos granulosos, que posteriormente se condensam em massas basofilicas 
arredondadas; as inclusoes citoplasmaticas nas celulas epidermicas das vermgas consistem em queratina condensada 
e nao sao especificas de vims. Em amostras de citologia cervical, os nucleos dos coilocitos estao aumentados e 
hipercromaticos, com halo perinuclear claro. 

As inclusoes intranucleares dos poliomavims BK e JC tambem nao sao encontradas por virologistas clinicos, 
visto que esses vims nao crescem em linhagens celulares comumente utilizadas. As inclusoes na leucoencefalopatia 
multifocal progressiva ocorrem nos oligodendrocitos (celulas nao nervosas responsaveis pela formaqao e pela 
manutenqao das bainhas de mielina dos axonios do SNC); as inclusoes variam desde material granuloso pequeno ate 
grandes massas basofilicas que preenchem o nucleo. As inclusoes do vims BK aparecem de modo semelhante, 
porem ocorrem em celulas epiteliais tubulares e celulas uroteliais. Devem-se utilizar ensaios imuno-histoquimicos 
imunofluorescentes ou hibridizaqao in situ para confirmar a natureza dessas inclusoes. 

Podem-se encontrar inclusoes intracitoplasmaticas em celulas que foram infectadas pelo RSV, pelo vims da 
raiva e por vims do gmpo dos poxvirus. As inclusoes intracitoplasmaticas do RSV sao nitidamente eosinofilicas 
(Prancha 23.1 G); estao regularmente presentes em culturas de celulas, porem aparecem com menos frequencia em 
amostras clinicas. Em nivel ultraestmtural, as inclusoes do RSV consistem em ribonucleoproteina fibrilar (Figura 
23.3 C). As inclusoes intracitoplasmaticas do vims da raiva sao conhecidas como corpusculos de Negri (Prancha 
23.1 H). Podem ser isoladas ou multiplas e ocorrem em neuronios que aparecem normais nos demais aspectos. As 
bordas das inclusoes sao nitidamente defmidas, como se estivessem delimitadas por uma membrana. Os espaqos 
claros ou o pontilhado basofilico, que podem ser observados no interior da inclusao, resultam da incorporaqao de 
certa quantidade de material citoplasmatico dentro da massa de ribonucleoproteina viral (Figura 23.3 E). 
Felizmente, e pouco provavel encontrar, hoje em dia, as inclusoes intracitoplasmaticas dos poxvirus, conhecidas 
como corpusculos de Guameri. 

No sarampo, sao encontradas inclusoes intranucleares e intracitoplasmaticas. Durante o estagio prodromico do 
sarampo, aparecem celulas gigantes no tecido linfoide de todo o corpo. As celulas gigantes de Warthin-Finkeldey 
contem ate 100 nucleos e, raramente, podem conter corpusculos de inclusao. Posteriormente, pode surgir um 
segundo tipo de celula gigante a partir do tecido epitelial, como o que reveste as vias respiratorias inferiores. Essas 
celulas gigantes possuem menor numero de nucleos, porem as inclusoes sao quase constantes. As inclusoes 
intranucleares assemelham-se aquelas produzidas pelos herpes-vims, podem ser isoladas ou multiplas e variam 
quanto ao grau de eosinofilia (Prancha 23.1 F). 

A detecqao de inclusoes fornece uma informaqao valiosa em determinadas situaqoes clinicas. O teste de Tzanck, 
efetuado mediante preparaqao de um esfregaqo de raspado vesicular corado pelo metodo de Giemsa, pode ser 
utilizado para documentar a presenqa de herpes-vims pela demonstraqao de celulas gigantes multinucleadas 
(Prancha 23.1 C). Embora essa abordagem seja usada com menos frequencia, pode-se utilizar tambem a coloraqao 
com hematoxilina-eosina ou de Papanicolaou, com envio da amostra para patologia cirurgica e citologia, 
respectivamente. Os nucleos devem exibir uma aparencia de vidro moido, moldada ou multifacetada. 4 " As 
inclusoes intranucleares, que sao acentuadas em cortes histologicos pelo artefato em halo produzido pela fixaqao 
dos tecidos em formol, nem sempre podem ser visualizadas nos esfregaqos. Pode-se estabelecer um diagnostico 
presuntivo de infecqao por herpes, embora a diferenciaqao entre o HSV e o VZV nao seja possivel apenas pela 
morfologia. 



Solomon et al. obtiveram testes de Tzanck positivos em 11 pacientes com varicela cllnica (virus da varicela) e 
em 12 de 15 pacientes (80%) com “cobreiro” (virus herpes-zoster). Entretanto, o virus da varicela foi isolado em 
apenas 7 dos 11 pacientes com varicela, o que corrobora a falta de sensibilidade da cultura para VZV. 433 Foram 
demonstradas celulas gigantes multinucleadas ou inclusoes ou ambas em amostras de lesoes cutaneas em 18 de 21 
pacientes (86%) a partir dos quais foi isolado o HSV. 342 Uma analise da eficacia com que os dermatologistas 
interpretaram corretamente um conjunto de estudos de 10 esfregagos demonstrou uma “curva de aprendizagem 
in versa”. 1 Os residentes de segundo e de terceiro anos interpretaram de modo correto 91% das laminas, em media; 
os dermatologistas com menos de 10 anos de pratica tiveram uma interpretagao correta de 84%; e os 
dermatologistas com mais de 10 anos de pratica, 67%. 

Embora os esfregagos diretos tenham sido adequados para o estudo de lesoes cutaneas, a sensibilidade foi 
infelizmente baixa para outras aplicagoes. Apenas uma minoria de amostras de culturas positivas provenientes do 
trato genital 452 ou do trato respiratorio 349 continha celulas com inclusoes. De modo semelhante, Nahmias et a/. 348 
encontraram inclusoes intranucleares em apenas 56% de 113 casos de encefalite por herpes simples. A 
especificidade foi consideravelmente mais alta (86%) do que a sensibilidade nesse estudo colaborativo de 
quimioterapia antiviral; todavia, os resultados falso-positivos sao potencialmente perigosos se for omitido o 
tratamento de alguma outra condigao, como abscesso cerebral bacteriano. Foram relatadas inclusoes intranucleares 
em 10 pacientes nos quais nao foi isolado o HSV; em 7 desses pacientes, foi estabelecido um diagnostico altemativo 
nao associado a inclusoes. Esses resultados ressaltam a importancia de verificar a natureza da inclusao com o uso de 
imuno-histoquimica, imunofluorescencia ou outros ensaios. 

A detecgao histologica de inclusoes do CMV em amostras de tecido e menos sensivel do que a cultura, mas 
pode ser equivalente ao uso de tecnicas mais “aprimoradas”, como imuno-histoquimica e hibridizagao in situ, para a 
identificagao do CMV em amostras de tecido. 44 Os metodos morfologicos tern a vantagem de proporcionar melhor 
correlagao com a doenga produzida por CMV do que a cultura mais sensivel, visto que podem ser eliminados baixos 
niveis do virus, sem produzir doenga manifesta. 

Na infecgao pelo parvovirus B19, sao tambem encontradas inclusoes intranucleares em pro-normoblastos 
gigantes, que sao encontrados na medula ossea. 274 Essas celulas caracteristicas tambem podem ocorrer no sangue 
periferico e em outros tecidos em fetos infectados. 

Deteccao de parti'culas virais por microscopia eletronica 

A microscopia eletronica pode ser aplicada ao estudo de amostras clinicas e de culturas de celulas, seja em cortes 
delgados de tecido ou na microscopia com coloragao negativa. A falta de acessibilidade do microscopio eletronico 
na maioria dos laboratories clinicos e os erros de amostragem inerentes ao exame de pequenas amostras de tecido 
limitaram a aplicagao rotineira dessa tecnica para o estabelecimento do diagnostico de doengas virais. Em um 
estudo, o uso da microscopia eletronica foi especifico para o diagnostico de encefalite por herpes simples (98%), 
porem foram detectados virions de herpes em apenas 45% dos pacientes infectados. 348 A tecnica tern sido utilizada 
de modo efetivo para a detecgao dos agentes virais da gastrenterite, particularmente aqueles que nao sao isolados 
por culturas convencionais de celulas (rotavirus, agentes semelhantes ao Norwalk e adenovirus entericos). Todavia, 
o diagnostico ultraestrutural continua sendo uma tecnica de pesquisa na maioria dos laboratories. 

A microscopia eletronica com coloragao negativa despertou um renovado interesse, devido ao problema 
crescente do bioterrorismo. Quando se examina uma amostra ao microscopio eletronico, nao ha necessidade de 
predeterminar os antigenos ou acidos nucleicos a serem detectados. O diagnostico de infeegoes virais importantes, 
como a variola, pode ser estabelecido rapidamente e com seguranga se for possivel tomar a amostra nao infecciosa 
antes de seu exame. 204 

Detecgao imunologica de antigenos virais 

Diversos metodos imunologicos tern sido utilizados para acelerar o diagnostico de certas infeegoes virais. As 
tecnicas frequentemente utilizadas consistem em coloragao por imunofluorescencia de amostras clinicas e 
coloragoes imuno-histoquimicas de tecidos. Essas tecnicas tern muitas vantagens e tern fiincionado adequadamente 
quando realizadas por profissionais treinados. O risco de resultados erroneos e grande na ausencia de equipamento e 
treinamento apropriados. 116 A sensibilidade da imunofluorescencia direta varia de acordo com o patogeno, conforme 
descrito de modo mais detalhado adiante. A compreensao da realizagao do teste ajuda o diretor do laboratorio a 


determinar se esses testes sao sensiveis e especificos o suficiente para serem usados isoladamente ou se devem ser 
realizados em associagao com culturas ou, mais recentemente, metodos moleculares. Os imunoensaios, 
frequentemente imunocromatograficos de fluxo lateral (testes rapidos), tem sido usados em consultorios medicos e 
outros laboratories durante muitos anos, visto que alguns sao testes liberados pelo CLIA. Embora esses ensaios 
sejam habitualmente escolhidos, devido a obtengao de resultados rapidos e uso facil, os resultados podem ser 
incorretos. Por conseguinte, muitas das bulas indicam uma necessidade de acompanhar os resultados negativos com 
um ensaio mais sensivel. Esses testes sao mais bem utilizados quando existe uma alta prevalencia de individuos 
infectados (p. ex., estagao do ano de virus respiratorios), em que os testes possuem um alto valor preditivo positivo 
(z. e., um teste positivo e provavelmente valido e diagnostico da condigao). A limitagao real desses ensaios e a sua 
sensibilidade (z. e., os resultados negativos podem ser falsamente negativos). E possivel reduzir a probabilidade de 
obter uma amostra falso-negativa por meio de coleta de uma amostra de maior qualidade possivel. Entretanto, as 
bulas devem ser seguidas e as amostras que apresentam resultados negativos precisam ser submetidas a um teste 
com um metodo mais defmitivo. 

Virus respiratorios. O metodo antigenico mais confiavel para a detecgao dos virus respiratorios e a 
imunofluorescencia direta (IFD). Em um estudo, IFD foi tao eficiente quanto a cultura para todos os virus 
respiratorios, com excegao dos adenovirus. Quando as laminas para imunofluorescencia foram preparadas em uma 
citocentrifiiga, menos de 10% das amostras tiveram um numero inadequado de celulas respiratorias. 280 Por outro 
lado, a sensibilidade dos IEE, particularmente os metodos rapidos, tem sido consideravelmente menor na maioria 
dos relates . 1,73 ’ 281 ’ 391 Alem disso, alguns imunoensaios tem produzido um numero suficiente de reagoes falso- 
positivas e falso-negativas para recomendar a confirmagao dos resultados por um segundo metodo. 1 

Embora a imunofluorescencia direta seja claramente a melhor das duas abordagens, as consideragoes praticas 
frequentemente levam a escolha de IEE, particularmente para a realizagao no consultorio. Esses testes podem ser 
efetuados rapidamente e de maneira simples, sem a necessidade de um microscopio de fluorescencia ou de extenso 
treinamento do pessoal. Embora os resultados positivos sejam muito uteis durante a estagao dos virus respiratorios, 
e fundamental que o medico conhega as limitagoes desses ensaios e a necessidade de teste reflexo das amostras em 
que foram obtidos resultados negativos. 

Virus do grupo herpes 

Herpes-virus simples. Em geral, a imunofluorescencia direta tem proporcionado um bom resultado em 
comparagao com a cultura, particularmente quando realizada em lesoes visiveis e intensificada por 
citocentrifugagao. 282,392 ’ 406 A obtengao de resultados variaveis pode refletir reagentes, populagoes de pacientes, tipos 
de lesoes e sorotipos do virus diferentes. O teste de AFD para HSV em amostras de LCR nao deve ser realizado, em 
virtude de sua baixa sensibilidade. Existem excelentes corantes imuno-histoquimicos para o anatomopatologista que 
examina uma amostra de tecido com alteragoes patologicas sugestivas de HSV. Entretanto, o HSV cresce 
rapidamente, de modo que os ganhos obtidos com um diagnostico rapido nao sao tao grandes quanto aqueles com 
virus de crescimento mais lento. 

Virus varicela-zoster. O VZV cresce lentamente em cultura. De modo nao surpreendente, a imunofluorescencia 
direta tem um desempenho comparativamente melhor para o VZV do que para o HSV. De fato, o AFD de lesoes 
cutaneas pode constituir o melhor metodo para estabelecer esse diagnostico, em comparagao com a cultura. 9 Wilson 
et a/. 491 constataram que o AFD tem uma sensibilidade de 87,8%, enquanto a sensibilidade da cultura e de apenas 
46,3%; apenas a PCR demonstrou ser mais sensivel do que o AFD, porem tambem e de maior custo. Alem do 
exame direto do material no esfregago, a coloragao do meio de transporte do virus centrifiigado demonstrou ser 
util. 322 

Citomegalovirus. O uso de anticorpos monoclonais facilitou o diagnostico imunologico rapido das infecgoes por 
CMV em amostras de pacientes, bem como em cultura de celulas. Hackman et al. m foram capazes de detectar o 
CMV por imunofluorescencia em 25 de 27 amostras de biopsia pulmonar a partir das quais o virus foi 
subsequentemente isolado em cultura; foi demonstrada a presenga de inclusoes microscopicas em apenas 20 das 
amostras. Os estudos preliminares com amostras de LBA provenientes de pacientes imunossuprimidos 94,127 ’ 312 
fomeceram estimativas acentuadamente diferentes de sensibilidade, variando de 31,6 a 100%. Nesses estudos, o 
numero de pacientes foi pequeno, os anticorpos foram diferentes, e a composigao dos grupos de pacientes tambem 
pode ter sido diferente. A correlagao da detecgao imunologica de antigeno viral em tecido (na ausencia de inclusoes 


ou anormalidades histopatologicas) com a doenga clinica nao esta bem-esclarecida. Atualmente, dispde-se de 
corantes imuno-histoquimicos excelentes para a detecgao do CMV pelo anatomopatologista. 

Rotavirus. E dificil isolar o rotavirus humano em cultura de celulas. As infecgoes causadas por esses virus podem 
ser diagnosticadas de modo efetivo por IEE ou por aglutinagao com latex. A sensibilidade de ambos os metodos 
variou de 80 a 90%, e a especificidade tern sido de 90 a 100%. 86,126 ’ 454 Krause et al , 275 questionaram a confiabilidade 
do imunoensaio Rotazyme em recem-nascidos. 

Virus da imunodeficiencia humana. A detecgao de antigeno constitui um componente relativamente novo no 
rastreamento do E1IV. O novo teste de quarta geragao para o E1IV inclui a detecgao do antigeno p24, alem da 
detecgao de anticorpos dirigidos contra o HIV-1 e HIV-2. O teste foi desenvolvido para a detecgao de individuos 
infectados pelo HIV que estao no inicio da evolugao da doenga, mas que ainda nao produziram uma resposta 
humoral. O algoritmo de testes recomendado pelos CDC pode ser encontrado em 
www.cdc.gov/hiv/pdf/hivtestingalgorithmrecommendation-fmal.pdf. 

Tecnicas moleculares 

A era molecular tern sido interligada de modo inseparavel com as doengas infecciosas desde o seu advento, e o 
ritmo das inovagoes nao demonstra nenhum sinal de desaceleragao. Ja passamos por varios estagios, comegando 
com a hibridizagao de acidos nucleicos e progredindo para a tecnologia de amplificagao molecular e, agora, o NGS 
(ver Capitulo 4). A PCR e outras abordagens de diagnostico molecular tomaram-se integradas nos laboratories 
clinicos. Dispoe-se de um numero substancial de produtos de alta qualidade para diagnostico molecular no comercio 
para a detecgao e, em alguns casos, a quantificagao de patogenos de importancia critica. 464 O ritmo e tao acelerado 
nessa area, que esta segao ja estara ultrapassada antes de a tinta desta publicagao secar. Existem laboratories de 
hospitals que substituiram toda a segao de virologia por testes moleculares para virus. Entretanto, a maioria dos 
laboratories encontra-se em uma situagao intermediary, utilizando o diagnostico molecular em situagoes mais 
apropriadas, porem mantendo a IFD, os imunoensaios e as culturas para areas em que esses testes sao mais 
adequados. Cabe ao diretor do laboratorio avaliar as necessidades clinicas e o volume de testes em nivel local para 
determinar qual o melhor teste a ser utilizado. 

Virus da imunodeficiencia humana. Os testes para HIV incluem testes sorologicos e de antigenos, bem como 
RT-PCR quantitativa. Em resumo, as recomendagoes atuais para rastreamento da infeegao pelo HIV utilizam um 
teste que foi denominado ensaio de quarta geragao; as recomendagoes dos CDC sao encontradas em 
www.cdc.gov/hiv. Esse ensaio detecta anticorpos dirigidos contra o HIV-1 e HIV-2 e inclui a detecgao do antigeno 
p24. Este ultimo foi acrescentado no empenho de detectar um maior numero de individuos no periodo de janela. 
Para resultados indeterminados no ensaio de rastreamento, o algoritmo recomendado (Figura 23.17) volta-se para a 
detecgao e a quantificagao do RNA do HIV. De modo semelhante, se houver um alto indice de suspeita, e os ensaios 
de rastreamento forem negativos, muitos medicos irao solicitar testes de RNA do HIV. 
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■ FIGURA 23.17 O algoritmo atualizado para rastreamento do HIV dos Centers for Disease Control e da Prevention e da 
Association of Public Health Laboratories. 

Uma vez estabelecido o diagnostico, o manejo da infecgao pelo HIV-1 baseia-se inteiramente em metodos 
moleculares. A determinagao quantitativa da carga viral por um ensaio de RT-PCR constitui o padrao de cuidados 
para o monitoramento de pacientes com HIV. Embora a RT-PCR constitua o metodo habitual utilizado para 
determinar a carga viral, no momento em que este capitulo estava sendo redigido, uma pequena minoria de 
laboratories ainda utilizava um metodo de bDNA. As versoes manuais e automatizada da RT-PCR que foram 
desenvolvidas nessa ultima decada tern um desempenho semelhante. 227 Uma carga viral crescente pode indicar a 
ausencia de adesao do paciente ao esquema terapeutico, ou pode indicar o desenvolvimento de resistencia do virus 
ao esquema antirretroviral atual. Existem diversos fomecedores comerciais que oferecem ensaios de RT-PCR para 
HIV. Em muitos casos, esses ensaios sao aprovados pela FDA, e sao frequentemente preferidos pelos usuarios. O 
resultado para HIV expresso em copias passou a ser expresso em valores de Log 10 . Embora possa haver variagoes 
entre medicos, uma mudanga de 0,5 Log e, em geral, considerada clinicamente significativa, visto que representa a 
mudanga de uma carga viral indetectavel para uma carga detectavel. 

Os tubos Vacutainer® de plastico e de vidro para a coleta de sangue para o ensaio de carga viral foram avaliados 
e funcionam de modo equivalente. 283 Os tubos para preparagao do plasma Vacutainer® constituem um metodo 
conveniente para a coleta de sangue se a amostra for congelada e/ou enviada a um laboratorio de reference para 
testes. 226 Foi observada uma ampla variagao nos resultados fomecidos pelos laboratories clinicos aos medicos, 
incluindo relatos incompletos ou sem utilidade. 151 

Existem duas situagoes nas quais a determinagao da carga viral e apropriada para o estabelecimento do 
diagnostico inicial. Em ambas as situagoes, pode nao ter havido tempo para o desenvolvimento de uma resposta 
sorologica. A primeira situagao e representada pela infecgao aguda pelo HIV, que pode se manifestar na forma de 
doenga febril multifacetada, com sintomas atribuiveis a qualquer sistema organico. 256 Essa doenga inicial e 
transitoria e, em geral, nao se estende por mais de 14 dias. Pode-se observar a presenga de grandes quantidades de 
virus antes da produgao de uma resposta imunologica. O segundo contexto clinico e a infecgao neonatal quando a 
mae esta reconhecidamente infectada. A deteegao molecular do virus e necessaria, visto que a transference passiva 
de anticorpos atraves da placenta para o recem-nascido complica a analise sorologica. 

E dificil erradicar o HIV, visto que esse virus se integra ao DNA humano e persiste na forma de DNA pro-viral. 
Existem ensaios de PCR que sao usados habitualmente em recem-nascidos de maes infectadas para determinar a 










presenga de DNA pro-viral (/. e., DNA do HIV integrado). A unica companhia (Roche) que fabrica esses ensaios 
passou a fomecer um ensaio qualitative para HIV que detecta a presenga tanto do DNA integrado do HIV quanto do 
RNA do HIV, representando um avango nos testes. 

Com o advento da quimioterapia antiviral efetiva, a deteegao de resistencia em isolados clinicos tornou-se uma 
prioridade. A importancia clinica do teste para resistencia tomou-se logo evidente, 124 e foram publicadas 
recomendagoes de consenso, que continuam evoluindo. 218 Recomenda-se a realizagao de teste de resistencia em 
mulheres gravidas e apos ausencia de resposta a quimioterapia antiviral, seja a terapia primaria ou esquemas 
subsequentes. Na atualidade, ficou evidente que a avaliagao da resistencia se mostra util para o tratamento de 
pacientes recem-infectados (infectados 12 meses antes do teste), particularmente quando o individuo que e portador 
da infeegao foi submetido a tratamento com farmacos antirretrovirais. Isso fornece ao medico informagoes de base 
sobre os determinantes geneticos da resistencia que podem estar presentes na cepa do paciente. Alem disso, foi 
constatado que a avaliagao de pacientes infectados durante ate 2 anos (e, talvez, por mais tempo) mostra-se util para 
o planejamento de esquemas terapeuticos. 217 

Foram utilizadas duas abordagens para a deteegao de resistencia. A avaliagao da resistencia fenotipica envolve o 
isolamento do virus e a determinagao tradicional da inibigao por farmacos antivirais. A complexidade do isolamento 
viral levou a um mecanismo altemativo, em que o RNA plasmatico dos genes da polimerase e da protease e 
amplificado e utilizado para formar um virus recombinante com constructed laboratoriais. Ao utilizar um arcabougo 
viral padrao no qual foram inseridos os dois genes mais importantes da cepa do paciente, a padronizagao do ensaio 
melhorou. O teste de sensibilidade a farmacos pode ser efetuado dentro de varias semanas com o uso de metodos 
automaticos e genes reporteres. Os ensaios fenotipicos incluem PhenoSense® (Monogram Biosciences, LabCorp 
Specialty Testing Group, South San Francisco, CA) e The Antivirogram® (Virco, Mechelin, Belgica). 

Diferentemente dos ensaios fenotipicos, que medem a sensibilidade viral, os ensaios genotipicos identificam as 
mutagoes que conferem resistencia fenotipica. 421 A etapa inicial nos ensaios baseados em PCR assemelha-se a 
abordagem fenotipica recombinante - amplificagao de sequencias do HIV-1 de amostras de plasma que contem 500 
a 1.000 copias por mililitro. Em consequencia, essa abordagem genotipica nao funciona com amostras que contem 
uma pequena quantidade de virus. A etapa seguinte envolve a genotipagem de todos os codons relevantes ou a 
deteegao de codons selecionados por hibridizagao. 201,218 Varias companhias procuraram prever o fenotipo pela 
analise do resultado genotipico, constituindo o denominado fenotipo virtual. Os ensaios genotipicos mais 
comumente usados no momento atual incluem o TruGene® (Siemens), o ViroSeq (Celera) ou ensaios de 
sequenciamento desenvolvidos em laboratorio. Os ensaios fenotipicos tern a conveniencia de uma avaliagao mais 
direta (e tradicional) da resistencia, embora a interpretagao clinica dos resultados nao esteja completamente defmida 
nem seja direta. Alem disso, esses ensaios sao de custo muito elevado e consomem tempo, e algumas autoridades 
argumentam que eles tern pouco ou nenhum valor em comparagao com os testes genotipicos. 

Os ensaios genotipicos sao mais diretos, mais rapidos e menos dispendiosos; o problema tern sido que a 
resistencia fenotipica importante pode nao ser identificada com precisao, e que o significado de novas mutagoes 
pode nao estar bem defmido. Em ambas as abordagens, a reprodutibilidade e a sofisticagao da analise representam 
fatores importantes. Outra preocupagao e a de que, em qualquer paciente, uma minoria de virions resistentes dentro 
da populagao diversa de virions, que incluem a cepa infectante, possa ser perdida (de modo analogo ao problema de 
deteegao de celulas resistentes em uma populagao de bacterias heterorresistentes, conforme discutido no Capitulo 
17). 421 

Embora a preocupagao relativa aos ensaios genotipicos nao tenha sido dissipada, estudos comparativos 
demonstraram uma boa correspondencia entre os ensaios fenotipicos e genotipicos e os mecanismos de resistencia 
clinicamente importantes. 40 Com a aquisigao de experiencia, e o aprimoramento dos produtos comerciais, foram 
estabelecidas a reprodutibilidade e a confiabilidade da genotipagem. 189,183 

Ha evidencias de que o teste de resistencia pode prever a resposta a terapia antiviral ou o momento de supressao 
do virus. I82 ""' ) Entretanto, os fatores que determinam o sucesso ou o fracasso no tratamento de qualquer infeegao sao 
complexos. A semelhanga de todos os relatorios de laboratorio, os resultados dos testes de resistencia do HIV 
devem ser interpretados por um medico experiente a luz de todos os dados disponiveis. O empenho continua para o 
desenvolvimento de algoritmos uteis, de modo a facilitar as decisoes clinicas. 421 A genotipagem do HIV envolve a 
avaliagao de quatro genes do HIV, que inicialmente sao amplificados com o uso da RT-PCR. As sequencias de DNA 
dos genes sao determinadas e, em seguida, sao comparadas com bases de dados geneticos, incluindo mutagoes 



conhecidas que induzem resistencia. A genotipagem do HIV ajuda o medico a adaptar ou individualizar a terapia. 
Espera-se que algumas das vantagens do NGS possam amplificar ainda mais essa possibilidade. O NGS ira fomecer 
nao apenas a sequencia da quase especie predominante de HIV, mas tambem as sequencias de quase especies menos 
abundante. Dessa maneira, a terapia pode ser individualizada para incluir nao apenas as principais quase especies, 
mas tambem as quase especies menores, que podem representar o proximo clone resistente emergente. 

Virus da hepatite C. A abordagem diagnostica para as infecgoes pelo virus da hepatite C e pelo HIV tern sido 
semelhante. 22,3 73 A identificagao de pacientes infectados e mais bem efetuada por metodos sorologicos. Entretanto, 
para diferenciar os pacientes cuja infecgao foi eliminada daqueles que apresentam infecgao cronica e correm risco 
de doenga cronica, e necessario determinar a presenga de virus circulantes. 373 A detecgao molecular constitui a unica 
opgao, visto que o virus da hepatite C nunca foi cultivado in vitro. 

Atualmente, a detecgao quantitativa do VHC constitui o padrao de cuidados para pacientes infectados. 273,334 As 
cargas virais sao utilizadas para monitorar a resposta a terapia, bem como para fomecer um amplicon para a 
genotipagem do VHC. Na atualidade, a maioria dos ensaios quantitativos disponiveis emprega a RT-PCR (Roche e 
Abbott), porem existem ainda alguns laboratories que utilizam o bDNA (Siemens). A semelhanga do HIV, o 
relatorio padrao fornece valores em Log 10 . 

Atualmente, existem 6 genotipos de VHC, e, tradicionalmente, o genotipo 1 foi subdividido em subtipos la e lb 
para propositos terapeuticos/prognosticos. A genotipagem do VHC pode ser efetuada por uma variedade de 
metodos. 24 ’ 164 ’ 354 Os ensaios atuais incluem a PCR em tempo real (Real-Time HCV Genotype® II; Abbott 
Molecular), um ensaio de hibridizagao reversa (VERSANT® HCV Genotype 2; Siemens), sequenciamento do DNA 
(ensaios desenvolvidos em laboratorio e ensaio de genotipagem do HCV TRUGENE®; Siemens) e, mais 
recentemente, array bioeletrico (GenMark). A necessidade e a utilidade da genotipagem e subtipagem do VHC 
continuam fluentes, a medida que sao introduzidas novas terapias. Por exemplo, uma nova abordagem terapeutica, 
que consiste em multiplos agentes antirretrovirais em combinagao, foi aprovada para o tratamento da VHC genotipo 
1, evitando a necessidade de subtipagem. 

Virus da hepatite B. Os metodos moleculares para o diagnostico do vims da hepatite B nao alcangaram a 
aceitagao geral daqueles para a hepatite C, visto que a variedade de testes sorologicos disponiveis para a hepatite B 
tern atendido grande parte das necessidades. Entretanto, a detecgao do DNA viral no sangue, isto e, a defmigao de 
infecgao ativa, e mais sensivel do que a presenga de HBeAg, e pode ser encontrada com mutantes pre-cerne, na 
ausencia de soroconversao para HBeAg. 24 

A detecgao molecular do DNA do VHB mostra-se util em algumas situagoes. Com mais frequencia, e utilizada 
para diferenciar a infecgao ativa cronica da infecgao inativa. Isso tern importancia prognostica, visto que os 
pacientes com infecgao ativa cronica correm maior risco de sequelas mais graves. A determinagao do DNA do VHB 
tambem e utilizada para monitorar a resposta do paciente ao tratamento, e o objetivo final consiste na supressao do 
vims a longo prazo, com carga viral indetectavel. Uma elevagao na carga viral pode anunciar a emergencia de uma 
cepa resistente. Por fim, a semelhanga do RNA do HIV, a detecgao do DNA do VHB e possivel no periodo de 
janela, antes do aparecimento do HBsAg. 

A PCR quantitativa de ciclo rapido constitui o teste mais comumente utilizado pelos laboratories para o VHB. 
Dispde-se no comercio de ensaios aprovados pela FDA (p. ex., Roche Diagnostics e Abbott Molecular). Alem disso, 
foram desenvolvidos varios ensaios de genotipagem disponiveis no comercio. A medida que aumenta a experiencia 
com a terapia da hepatite B cronica, e a resistencia toma-se mais prevalente, nao ha duvida de que esses testes irao 
assumir maior importancia. 

Papilomavirus humano. A detecgao molecular do HPV constitui, atualmente, parte das diretrizes de 
rastreamento cervical para mulheres de 30 a 65 anos de idade. As mulheres nessa faixa etaria devem realizar uma 
citologia cervical a cada 3 anos, ou podem ampliar o intervalo de rastreamento para 5 anos se a citologia cervical e o 
teste para HPV de alto risco forem realizados e os resultados forem negativos. A recomendagao de consenso e que 
os testes devem incluir apenas os subtipos de HPV de alto risco. 499 

O uso do diagnostico molecular constitui a unica abordagem pratica para a detecgao e a caracterizagao desse 
grupo de vims. O uso anterior de tecnicas trabalhosas e intensivas, como a hibridizagao de acido nucleico pelo 
metodo Southern blot (ver edigao anterior deste livro), foi substituido por metodos mais convenientes e mais 
sensiveis. Atualmente, dispoe-se de quatro metodos aprovados pela FDA para a detecgao de subtipos de HPV de 
alto risco. 


O ensaio de captura de hibrido (digene HC2 High-Risk HPV DNA Test®, Qiagen, Gaithersburg, MD) foi o 
primeiro ensaio comercializado e constituiu a unica opgao disponivel por um bom tempo. As geragoes subsequentes 
desse teste apresentaram uma acentuada melhora da sensibilidade em relagao a versao original. 51,52 O digene HPV 
Genotyping PS Test® (Qiagen) esta disponivel como teste reflexo para determinar a presenga dos tipos 16, 18 ou 
45. 

Os metodos de amplificagao de alvo, como a amplificagao mediada por transcrigao (TMA; do ingles, 
transcription-mediated amplification ) e a PCR em tempo real, foram agora liberados pela FDA para a detecgao de 
HPV de alto risco. O ensaio Aptima® HPV (Hologic) utiliza a tecnologia TMA e assume a nova abordagem de ter 
como alvo o mRNA E6/E7 do HPV. Os proponentes dessa abordagem sustentam que, por meio da detecgao do 
mRNA E6/E7 de HPV ativamente oncogenico, existe maior probabilidade de detectar o HPV que provoca displasia, 
em contraste com aquele que causa uma infecgao transitoria que seria naturalmente eliminada. Esse ensaio e 
realizado em instrumentos Tigris e Panther altamente automaticos, permitindo, este ultimo, um acesso aleatorio. 
Cervista HPV e outro ensaio Hologic, cujo alvo e o HPV de alto risco. Esse ensaio utiliza a tecnologia de 
amplificagao Invader. 

O teste cobas® HPV e o primeiro ensaio liberado pela FDA para rastreamento primario. Embora isso seja 
verdadeiro, as recomendagoes de sociedades profissionais, como ACOG e American Society of Cytopathology 
(ASC), ainda nao incluiram o uso desse teste na ausencia de teste de Papanicolaou. Uma das vantagens defendidas 
desse ensaio e que, alem de detectar os numerosos genotipos do HPV de alto risco que causam displasia, ele 
tambem relata a presenga dos tipos 16 e 18 mais altamente oncogenicos, sem a necessidade de teste reflexo 
subsequente. Esse ensaio e realizado no Sistema cobas® 4800 altamente automatico. 

Parvovirus B19. Em geral, o diagnostico das infecgoes causadas por parvovirus e clinico ou sorologico; a 
avaliagao do risco baseia-se no estado imunologico (/. e., imune) do paciente. Algumas vezes, podem-se observar 
inclusoes virais em precursores eritrocitarios em amostras de biopsia de medula ossea. Todavia, em certas ocasioes, 
e util obter uma documentagao virologica de infecgao grave. O parvovirus nao cresce em cultura, de modo que a sua 
detecgao molecular constitui a unica abordagem disponivel. Foram desenvolvidos varios ensaios de 
amplificagao, 98,109,202 embora nao tenham sido liberados pela FDA. Os ensaios estao disponiveis como Analyte 
Specific Reagents (ASR) ou iniciadores, e as sondas podem ser derivadas da literatura. Independentemente da 
abordagem usada, o laboratorio que realiza os testes e responsavel por uma validagao completa e minuciosa, visto 
que o teste e considerado um LDT. Alem disso, e tendo em vista que o volume de testes em qualquer local e 
habitualmente baixo, a opgao de enviar esses testes a um laboratorio de referencia de alta qualidade pode representar 
a melhor decisao. 

Virus influenza, RSV e outros virus respiratorios. Talvez um dos maiores impactos nesses ultimos anos 
tenha sido a maior disponibilidade e o uso ampliado de produtos para diagnostico molecular dos virus da influenza 
A e B e RSV. Nao faz muito tempo que esses instrumentos nao existiam, e os pacientes eram submetidos a 
rastreamento por meio de imunoensaios insensiveis, que exigiam a realizagao de AFD trabalhosos e intensivos ou de 
culturas demoradas para a obtengao de um resultado final. Os primeiros ensaios eram especificos para os virus da 
influenza A e B; eram oferecidos como RT-PCR para influenza apenas ou em combinagao com RSV. O ensaio para 
RSV tambem era oferecido como teste isolado. Esses ensaios, originalmente produzidos por Prodesse, sao agora 
fomecidos por Hologic, que esta trabalhando para automatizar o processo de amplificagao, visto que tiveram muito 
sucesso com seus outros ensaios. Esses ensaios e muitos dos outros que se seguiram foram liberados pela FDA. 
Seguiu-se o Cepheid com produtos especificos para esses virus, utilizando o sistema Xpert, que era extremamente 
interessante para os laboratories com experiencia limitada no diagnostico molecular. Outros grupos ainda 
procuraram suprir a necessidade de um resultado rapido e, quando desejado, de testar lotes. Por exemplo, o grupo 
Focus oferece duas dessas aplicagoes em seu ciclador integrado. O primeiro e um cartucho de oito cavidades, em 
que cada uma das cavidades pode ser utilizada individualmente, ate que todas as oito tenham sido usadas. Isso da a 
oportunidade de efetuar testes a medida que as amostras sao recebidas, a semelhanga das aplicagoes do Cepheid. Por 
outro lado, eles tambem oferecem um disco de reagoes que acomoda muito mais amostras para teste no estilo de 
lotes. 

A aplicagao substancial seguinte que foi introduzida e o painel respiratorio multiplex. Em alguns casos, esses 
ensaios incluem os virus respiratorios de ocorrencia mais frequente, bem como os patogenos bacterianos 
respiratorios Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis e Chlamydophila pneumoniae. Esses ensaios tambem 


foram liberados pela FDA e sao de execugao relativamente simples. O uso apropriado desses ensaios e importante, 
visto que sao de maior custo do que os ensaios dirigidos para um unico alvo (p. ex., RSV). Todavia, podem ser mais 
custo-efetivos para os casos em que todos os analitos presentes teriam sido solicitados individualmente. 
Substituiram, em grande parte, os testes virologicos tradicionais para virus respiratorios em muitos laboratories. 
Alem disso, existe a oportunidade de administragao dos antimicrobianos (/. e., suspender os antibioticos 
desnecessarios uma vez identificada uma etiologia viral), porem isso requer uma coordenagao substancial com uma 
equipe de administragao de antibioticos e a exclusao da possibilidade de superinfeegao bacteriana. 

Herpes-virus simples. A abordagem diagnostica primaria para as infeegoes causadas pelo HSV tern sido a 
cultura, porem essa abordagem esta sendo desafiada por ensaios rapidos, custo-efetivos e aprovados pela FDA. Os 
HSV sao os virus mais rapidamente proliferativos que sao comumente isolados no laboratorio clinico. Os resultados 
de culturas de celulas baseados no efeito citopatico podem estar disponiveis dentro de alguns dias, enquanto os 
resultados baseados em sistemas de cultura modificados, como o sistema ELVIS descrito anteriormente, podem ser 
obtidos em 24 horas. Alem desses ensaios, AFD para HSV usados em amostras de lesoes vesiculares sao muito 
sensiveis e apresentam um alto valor preditivo positivo. 

Atualmente, dispde-se de varios ensaios de PCR disponiveis no comercio, cujo uso em amostras genitais foi 
liberado pela FDA. Alem do alto nivel de sensibilidade oferecido por esses ensaios, sao atraentes, visto que a sua 
realizagao e concluida no mesmo dia, e o teste nao e complicado. Isso contrasta com os metodos baseados em 
culturas, em que, apos a semeadura da cultura de celulas, e necessaria a sua incubagao e, subsequentemente, exame 
ou processamento adicional. Esses ensaios de ampliflcagao de acido nucleico demonstraram ser mais sensiveis do 
que a cultura para a deteegao do HSV em infeegoes da mucosa. 468 

No passado, o diagnostico de encefalite por HSV era substancialmente mais problematico. Apos achados 
radiologicos altamente sugestivos, era geralmente necessaria uma biopsia cerebral para a obtengao de uma amostra 
adequada para cultura e diagnostico de encefalite herpetica ou diagnostico histopatologico. O uso da PCR em 
amostras de LCR e sensivel o suficiente para a deteegao do DNA viral tanto na encefalite quanto na meningite 
recorrente na maioria dos pacientes afetados. 329,426 Foram descritos varios ensaios de PCR para o HSV, alguns dos 
quais foram validados como LDT. Todavia, recentemente, o primeiro ensaio baseado em PCR foi aprovado pela 
FDA para uso em amostras de LCR para o diagnostico de meningite/meningoencefalite, e outros ensaios estao 
sendo atualmente objeto de ensaios clinicos. 

A preparagao do DNA para ampliflcagao pode ser igualmente efetuada por metodos manuais ou automaticos. 1 " 
Felizmente, o DNA possui estabilidade suficiente, de modo que as amostras podem ser conservadas a 4°C sem 
diminuigao da sensibilidade, tanto como DNA extraido ou como amostra nao extraida, por um periodo de ate 16 
meses antes de realizar o teste com PCR em tempo real. 246 O uso de recursos laboratoriais pode ser ampliado pelo 
rastreamento de amostras a procura de pleocitose no LCR antes da realizagao do teste, visto que foi demonstrada a 
presenga de neutrofilos em todas as amostras positivas, pelo menos em adultos. 424 Entretanto, as criangas com 
encefalite podem apresentar um numero muito pequeno de neutrofilos no LCR, e os exames iniciais por PCR podem 
ser negativos se forem realizados em um estagio muito precoce da evolugao da infeegao. 106 O uso da PCR em 
amostras de LCR para o diagnostico de doenga do SNC por HSV representa um consideravel avango nos metodos 
de diagnostico em relagao aos metodos invasivos, como biopsia cerebral. 

Citomegalovi'rus. A possibilidade de determinar a quantidade de CMV presente no sangue de um paciente de 
modo confiavel e reproduzivel deu a oportunidade de substituir a terapia antiviral profilatica pela terapia antiviral 
preventiva para pacientes com risco de CMV. O ensaio para antigenemia do CMV foi um metodo de referencia 
inicial, porem era de execugao demorada e interpretado de modo visual, sendo, portanto, particularmente suscetfvel 
a erros do tecnico. Subsequentemente, uma grande variedade de ensaios quantitativos apresentou uma boa 
correlagao com a doenga clinica e o ensaio para antigenemia. Os metodos que foram utilizados com sucesso foram a 
PCR, a PCR em tempo real e a captura hlbrida. 46,112,221,293 

E preciso ter em mente uma ressalva para os usuarios de ampliflcagao molecular. Diferentemente do HSV, os 
estudos iniciais demonstraram que a quantidade de CMV detectada no plasma aumentava com o passar do tempo, 
quando a amostra era conservada a 4°C, aparentemente devido ao extravasamento de acido nucleico dos leucocitos 
infectados. 409 Para amostras positivas no ensaio de antigenemia, foi observado pouco efeito sobre o resultado de 
ampliflcagao; entretanto, quando o paciente apresentava infeegao latente, e o teste de antigenemia era negativo, a 
quantidade de virus no plasma aumentava significativamente com o decorrer do tempo. 


Hoje em dia, a detecgao quantitativa do CMV e realizada de modo uniforme ou quase por metodos de PCR de 
ciclo rapido. Embora os LDT sejam utilizados por uma minoria de laboratories, dispoe-se comercialmente de 
produtos aprovados pela FDA que frequentemente sao preferidos. Existem varias ASR que facilitam a validagao dos 
LDT. Se o laboratorio desejar aumentar o tempo de transporte aceitavel alem daquele liberado pela FDA, devem ser 
efetuados estudos de validagao de estabilidade. 

Enterovirus. A cultura, que tern sido a base do diagnostico de infecgao por enterovirus, tern sido considerada 
relativamente insensivel. Essa suspeita foi confirmada logo apos o aparecimento de testes geneticos amplificados. 
Existe um ensaio liberado pela FDA; este ensaio ou ensaios de LDT validados estao disponiveis em muitos 
laboratories de referencia. Os ensaios iniciais usavam a RT-PCR tradicional e a amplificagao baseada na sequencia 
do acido nucleico (NASBA; do ingles, nucleic acid sequence-based amplification), ao passo que, hoje em dia, os 
ensaios consistem predominantemente em ensaios de RT-PCR modificados para uma plataforma em tempo 
real. 34,278 ’ 284 Como, em geral, nao existe nenhum agente antiviral utilizado para a infecgao causada por enterovirus, o 
diagnostico imediato nao e tao imperativo quanto o do HSV; entretanto, pode-se estabelecer um diagnostico 
laboratorial rapido para facilitar a conduta clinica. 

Existe uma reatividade cruzada conhecida entre os rinovirus e os enterovirus nos ensaios moleculares. Em 
alguns casos, os fabricantes simplesmente relatam uma reagao positiva como resultado positivo para 
rinovirus/enterovirus. Outros empenharam-se para tentar desenvolver um ensaio especifico para rinovirus, apenas 
para demonstrar que ainda existe uma reatividade cruzada com algumas cepas de enterovirus. 

Coronavi'rus da SRAG e SROM. Durante o surto da SRAG, foi descoberto que o RNA viral era detectavel em 
amostras clinicas de alguns pacientes durante mais de 1 mes. Foi constatado que o isolamento do acido nucleico 
aumenta progressivamente ate alcangar um pico dentro de cerca de 11 dias apos o inicio da doenga clinica. 84 Foi 
possivel detectar a presenga de acido nucleico viral em 60% dos pacientes com infecgao clinicamente diagnosticada 
e em um numero muito pequeno de pacientes sem doenga clinica evidente. Os aspirados nasofaringeos, os swabs de 
material de garganta e amostras de escarro foram as amostras de maior utilidade nos primeiros 5 dias de doenga. 
Posteriormente, na doenga, o virus foi mais rapidamente detectado em amostras de fezes. 84 Foram tambem 
desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real para esse virus. 508 Nessa conjuntura, os exames para diagnostico 
limitam-se, em grande parte, aos laboratories de saude publica. 

O MERS-CoV tambem pode ser detectado utilizando um ensaio de RT-PCR de ciclo rapido desenvolvido pelos 
CDC, que esta disponivel nos CDC e na maioria dos laboratories de saude publica. O teste e restrito a pacientes com 
historia de viagem e/ou exposigao pertinente e achados clinicos apropriados. 

Outras infecqoes virais. Foram desenvolvidos ensaios moleculares de amplificagao para praticamente todos os 
virus de importancia clinica, muitos dos quais consistem em ensaios de PCR em tempo real. Os exemplos incluem 
virus exoticos, como os virus da febre hemorragica, 11 ' e agentes altamente virulentos com potencial de 
bioterrorismo, como o virus da variola. 4 ' 2 Foram tambem desenvolvidos ensaios para virus raramente considerados, 
como os poliomavirus JC e BK, 483 o virus do sarampo, 122 o virus da rubeola 122 e o virus da caxumba. 374 Esses 
ensaios estao disponiveis em laboratorios de referencia, e, em alguns casos, os materiais para os ensaios podem ser 
adquiridos de fomecedores comerciais. Mais recentemente, foram desenvolvidos ensaios de RT-PCR para o virus 
chikungunya, que podem ser utilizados para detecgao nos primeiros 8 dias da doenga. A primeira RT-PCR para 
detecgao diagnostica do virus Zika foi recentemente desenvolvida e tornou-se disponivel no Texas Children’s 
Hospital e no Houston Methodist Hospital. 

No passado, os ensaios baseados na amplificagao de acido nucleico tambem eram predominantemente 
disponiveis apenas em laboratorios de referencia ou universitarios. Com a crescente disponibilidade de reagentes 
comerciais confiaveis, os quais estao cada vez mais recebendo aprovagao da FDA, estamos nos deparando com o 
mesmo tipo de expansao que ocorreu quando os reagentes para imunofluorescencia e IEE tomaram-se amplamente 
disponiveis. Incluem a detecgao de virus que eram rotineiramente detectados por AFD e cultura, como os virus 
respiratorios e outros virus do grupo herpes. 95,189 ’ 462 ’ 465 ’ 484 Esses reagentes estao disponiveis em varios vendedores 
em uma variedade de formatos, de modo que a maioria dos laboratorios deve encontrar uma plataforma para suprir 
suas necessidades especificas. Mais recentemente, pelo menos uma plataforma molecular teve o seu uso liberado, e 
outra esta buscando essa certificagao. Provavelmente, a virologia molecular para determinados patogenos sera 
realizada no local de assistencia para muitos de nossos pacientes em um fiituro muito proximo. 


Selegao de testes para diagnostico rapido 

A escolha de uma tecnica para detecgao direta de virus depende principalmente do desempenho do ensaio, mas 
tambem da disponibilidade de equipamentos, da experiencia do profissional e do numero de amostras a serem 
testadas. A detecgao microscopica de inclusoes e simples e de baixo custo, porem a sensibilidade, quando 
comparada com a cultura ou a PCR, varia, dependendo da aplicagao. Por exemplo, funciona bem para a 
documentagao de lesoes cutaneas herpeticas, porem e menos apropriada para virus da influenza, em comparagao 
com a RT-PCR e a cultura. A microscopia eletronica tern indicagoes restritas e nao e considerada rapida nem custo- 
efetiva para os patogenos comuns. Os imunoensaios microscopicos em fase solida (imunofluorescencia e ensaios 
enzimaticos) apresentam certas vantagens em relagao aos ensaios para antigenos soluveis: (1) pode-se efetuar uma 
avaliagao morfologica da localizagao e do tipo de coloragao e (2) e possivel processar rapidamente um pequeno 
numero de amostras. Esses atributos podem ser superados pelas desvantagens representadas pela subjetividade da 
interpretagao e necessidade de aquisigao de microscopio de fluorescencia de alto custo. 

O IEE pode ser realizado em lotes; todavia, na maioria dos casos em que e utilizado, e conveniente a obtengao 
de um resultado rapido, de modo que sao frequentemente efetuados logo apos a coleta e, com frequencia, no 
momento de necessidade. O ponto final para muitos desses ensaios e visualmente estabelecido em determinado 
momento, o que introduz erros e decisoes subjetivas. Um desses ensaios, o Sofia (Quidel, San Diego, CA), utiliza a 
detecgao fluorometrica, em lugar da detecgao colorimetrica, e sustenta-se que ele apresenta maior sensibilidade 
devido a esse metodo. Para a pesquisa de elementos virais em cortes histologicos, os metodos de imunoperoxidase 
sao mais comumente utilizados. As peroxidases endogenas nos cortes devem ser bloqueadas por completo. O 
isolamento do antigeno, utilizando tecnicas de micro-ondas ou tratamento com agente proteolitico, como a tripsina, 
melhora a sensibilidade. 76,228 A hibridizagao in situ tambem tern sido utilizada para a detecgao de numerosos virus. 
Entretanto, a disponibilidade de anticorpos comerciais de alta qualidade e a possibilidade de efetuar a coloragao em 
uma plataforma automatica habitualmente inclinam a balanga a favor da imuno-histoquimica. 

Houve e havera avangos continuos e significativos nos produtos moleculares disponiveis para o laboratorio 
clinico. Na proxima edigao deste livro, teremos recebido muitas das contribuigoes de NGS e iremos entender como 
ele se enquadra melhor no laboratorio clinico. No momento atual, aplicagoes moleculares para quase todos os 
exames laboratoriais para os patogenos mais comuns estao disponiveis comercialmente. Hoje em dia, os pacientes 
no hospital comunitario de 200 leitos terao os mesmos beneficios que os de um centra medico de nivel terciario e 
hospitais universitarios. As promessas de diagnosticos moleculares rapidos estao sendo cumpridas, e o que e mais 
interessante e que irao surgir mais progressos. 

Diagnostico sorologico das infecgoes virais 

Os testes sorologicos constituem a base para o diagnostico de certas infecgoes virais, como aquelas causadas pelos 
virus da hepatite, EBV e virus da rubeola. Enquanto o isolamento do virus em cultura e dificil ou impossivel, a 
documentagao de uma resposta imunologica ao agente continuara sendo importante. Em certos casos, como na 
avaliagao das infecgoes pelo virus da rubeola, o diagnostico sorologico pode ser tao rapido quanto a cultura do 
virus, mesmo se houver necessidade de aguardar 2 ou 3 semanas para a coleta de uma amostra de soro da fase 
convalescente. Em situagoes nas quais a cultura do virus e confiavel e facilmente disponivel, o diagnostico 
sorologico desempenha um papel auxiliar ou de suporte. Ate mesmo na era molecular, a sorologia continua 
desempenhando um importante papel. Por exemplo, a viremia e o RNA viral no plasma e no LCR permanecem por 
um periodo de tempo relativamente curto no caso do virus do Nilo Ocidental, de modo que a sorologia constitui 
uma importante ferramenta para o diagnostico de doenga causada por esse virus e outros virus semelhantes. 

Os principios imunologicos gerais tambem se aplicam ao estabelecimento de um diagnostico de doenga viral 
com metodos sorologicos. Os anticorpos dirigidos contra muitos antigenos virais permanecem por varios meses ou 
anos apos uma infecgao aguda. A demonstragao de um aumento significative (/. e., geralmente considerado como 
uma elevagao de quatro vezes) nos titulos de anticorpos e considerada diagnostico de infecgao recente pelo agente 
em questao, a nao ser que exista a possibilidade de reagao imunologica cruzada. 

Se nao for constatada a presenga de anticorpos na amostra inicial, esse aumento diagnostico no titulo de 
anticorpos e denominado soroconversao. Neste caso, a infecgao provavelmente representa o primeiro encontro com 
o virus. A infecgao pode ser uma infecgao primaria, uma infecgao repetida ou a reativagao de uma infecgao latente 
quando se detecta a presenga de anticorpos, mesmo em baixos titulos, por ocasiao do teste inicial. 348 O diagnostico 


sorologico das infecgoes herpeticas e frequentemente complicado pela doenga recrudescente. Por exemplo, em um 
paciente com doenga do SNC, as lesoes herpeticas orais podem ser reativadas pelo estresse da doenga aguda. A 
resposta sorologica que pode resultar das lesoes orais reativadas pode ser interpretada de modo incorreto como 
evidencia de que a doenga do SNC foi causada por herpes-virus. 

Existem reagoes cruzadas sorologicas dentro de muitos grupos de virus e ate mesmo entre grupos, notavelmente 
entre os enterovirus, os paramixovirus e os togavirus. Por conseguinte, todos os diagnostics sorologicos precisam 
ser considerados, ate certo ponto, presuntivos. 

Uma redugao de quatro vezes ou mais nos titulos de anticorpos sugere a ocorrencia de infecgao em algum 
momento no passado. Entretanto, a maioria dos anticorpos desaparece lentamente, de modo que e habitualmente 
dificil estabelecer o momento da infecgao original. 

O rapido desenvolvimento e a validagao de ensaios especificos para IgM e IgG representaram um avango 
significativo desde a ultima edigao deste livro. Esses ensaios anulam, em grande parte, a necessidade tradicional de 
titulos de amostras de soro das fases aguda e convalescente para comparagao. 

Em geral, o anticorpo IgM aparece mais cedo do que a IgG depois de uma infecgao aguda e e mais transitorio. 
Alem disso, diferentemente da IgG, a IgM nao atravessa facilmente a placenta, de modo que a demonstragao desse 
anticorpo em um recem-nascido indica uma infecgao congenita ou perinatal, mais do que a transferencia passiva de 
anticorpo da mae. 

Por conseguinte, a demonstragao de IgM contra qualquer antigeno microbiano sugere uma infecgao recente. E 
extremamente importante demonstrar a especificidade do procedimento para a detecgao da classe IgM. 

Se um anticorpo anti-IgM for utilizado para determinar a natureza aguda de uma infecgao, e preciso documentar 
a especificidade da antiglobulina. Podem ser obtidos resultados falso-negativos se houver niveis muito elevados de 
IgG, que podem bloquear os locais que teriam reagido com a IgM. Podem-se observar resultados falso-positivos 
quando se constata a presenga de antiglobulinas, como o fator reumatoide, no soro do paciente. Se uma amostra de 
soro reagir com multiplos antigenos (i. e., do virus da rubeola, CMV, HSV e Toxoplasma gondii), deve-se suspeitar 
de uma antiglobulina. 

Por fim, embora a presenga de anticorpo IgM no soro seja habitualmente transitoria, existem casos 
documentados de persistence da IgM por varios meses ou ate mesmo anos. Alem disso, e atualmente reconhecido 
que a IgM pode ser detectada quando algumas infecgoes latentes sao reativadas." 6 

No estabelecimento de um diagnostic, e preciso considerar o contexto clinico. Mesmo a ocorrencia de 
soroconversao documenta apenas uma infecgao recente pelo agente em questao; a associagao com a doenga cllnica e 
uma dedugao. 

Virus da imunodeficiencia humana 

O HIV persiste nos pacientes que desenvolvem anticorpos contra esse virus. Foram utilizados testes sorologicos 
para o HIV como instrumento de rastreamento, visto que o isolamento do virus em cultura de celulas e dificil e nao 
e facilmente disponivel. Os testes moleculares para a detecgao do acido nucleico viral sao predominantemente 
usados para o monitoramento de pacientes que ja apresentam infecgao sorologicamente documentada; entretanto, 
podem ser tambem utilizados para documentar uma infecgao precoce (i. e., antes da produgao de anticorpos). 

O metodo sorologico tradicional, o IEE repetidamente reativo, seguido de Western blot, foi substituido pelo 
ensaio de quarta geragao, que inclui a detecgao de anticorpos dirigidos contra o HIV-1 e o HIV-2, bem como o 
antigeno p24 (Figura 23.17). O ARCHITECT HIV® Ag/Ab Combo (Abbott Park, IL) e o IEE Ag/Ab GS HIV 
Combo sao os dois ensaios de quarta geragao para HIV aprovados pela FDA. O Western blot foi substituido pelo 
ensaio Multi-Spot® (Bio-Rad) como teste confirmatorio. As amostras de testes de rastreamento que nao podem ser 
confirmadas pelo Multi-Spot® sao submetidas a amplificagao de acido nucleico. Esse novo metodo de rastreamento 
padrao e habitualmente efetuado em lotes em laboratories de referenda ou de maior porte (/. e., os resultados nao 
estao rapidamente disponiveis para o proposito de prevengao de infecgoes [p. ex., avaliagao de individuos apos uma 
picada de agulha]). 

Existem dois testes para HIV aprovados pela FDA que foram aprovados para uso domiciliar, o Home Access® 
HIV-1 Test System (Home Access Health Corporation, Hoffman Estates, IL) e o teste OraQuick® In-Home HIV 
(OraSure 


Technologies, Inc., Bethlehem, PA). O Home Access® HIV-1 Test System utiliza uma amostra de sangue obtida 
de pungao digital que e enviada por correio a um laboratorio licenciado. Existem duas opgdes para esse teste: a 
versao Standard, em que os resultados estao disponiveis dentro de 7 dias apos a chegada da amostra no laboratorio, 
ou a versao Express, em que os resultados fleam disponiveis no mesmo dia da chegada da amostra no laboratorio. O 
teste OraQuick® InHome HIV utiliza um swab para a boca para a coleta de secregoes orais, a semelhanga de outros 
produtos. Os resultados desse teste sao fomecidos em cerca de 20 minutos. Ambos os fabricantes fomecem 
aconselhamento, e recomenda-se um acompanhamento com teste laboratorial confirmatorio. 

Dispoe-se de outros imunoensaios rapidos para uso no laboratorio. O VIKIA® HIV 1/2 (bioMerieux) utiliza 
uma amostra de sangue de pungao digital e apresenta sensibilidade e especificidade > 99%. Apesar de ser 
amplamente usado no mundo inteiro, ainda nao foi liberado pela FDA para uso nos EUA. 

Os ensaios que sao caracterizados pela FDA como imunoensaios rapidos incluem o Multi-Spot® HIV-l/HIV-2 
Assay (BioRad Laboratories, Redmond, WA), que utiliza amostras de plasma ou de soro; o SURE CHECK® HIV 
1/2 ASSAY (Chembio Diagnostic Systems, Medford, NY), que foi aprovado para uso com amostra de sangue de 
pungao digital, sangue venoso, soro ou plasma; o HIV 1/2 STAT-PAK® (Chembio Diagnostic Systems), que foi 
aprovado para os mesmos tipos de amostras que o CHECK® HIV 1/2 ASSAY; o OraQuick® ADVANCE Rapid 
HIV 1/2 Antibody Test, que, alem de amostras de sangue venoso ou plasma, pode ser utilizado com amostras de 
liquido oral; o Uni-Gold® Recombigen HIV 1/2 (Trinity Biotech, Jamestown, NY); e um ensaio 
imunocromografico rapido, o Chembio® DPP HIV 1/2 Assay, que, a semelhanga do OraQuick® ADVANCE, alem 
de amostras de sangue total e plasma, pode ser realizado com amostras de liquido oral. Uma revisao das 
comparagoes desses ensaios esta alem do proposito deste texto. Entretanto, recomenda-se que todos os pacientes 
testados com imunoensaios rapidos positivos sejam acompanhados com exames laboratoriais tradicionais. Os 
resultados negativos devem ser acompanhados com teste para HIV de quarta geragao. Esses ensaios rapidos sao 
particularmente uteis em situagoes de prevengao de infeegao (p. ex., apos picada de agulha) para determinar a 
necessidade de terapia antirretroviral para o individuo com risco. 

Virus da hepatite B e virus Epstein-Barr 

Existem poucas excegoes para a regra geral segundo a qual e necessario documentar a ocorrencia de soroconversao 
para estabelecer um diagnostico. Em algumas infeegoes virais, aparecem anticorpos contra uma variedade de 
antigenos em diferentes momentos apos a infeegao, que persistem por periodos variaveis de tempo. E possivel 
estabelecer um diagnostico defmitivo com uma unica amostra de soro, quando se detecta um anticorpo que so 
aparece na fase aguda. Os dois principais exemplos sao a mononucleose infecciosa causada pelo EBV (Figura 
23.18) e a hepatite B (Figura 23.19). Se o agente infeccioso nao for eliminado pela resposta imunologica do 
individuo, a presenga de anticorpos significa que ele ainda pode abrigar o microrganismo. Por exemplo, os pacientes 
que apresentam anticorpos contra o CMV, que frequentemente produz infeegao latente, tern mais probabilidade de 
transmitir o virus do que a transfusao de sangue ou o transplante de orgao de um individuo soronegativo. 220 

O conhecimento da sequencia de eventos e particularmente importante para o diagnostico da infeegao pelo virus 
da hepatite B. A deteegao do antigeno viral, particularmente do antigeno de superficie (HBsAg), desempenha um 
importante papel no diagnostico de infeegao aguda. O antigeno e do virus da hepatite B e detectado ao mesmo 
tempo que a atividade da DNA polimerase, que e um marcador do virus infeccioso; em muitos estudos, a presenga 
do antigeno e foi correlacionada com a doenga contagiosa aguda, 346 conforme discutido anteriormente. Os 
anticorpos contra o ceme viral (HBc) sao importantes para o diagnostico durante o periodo em que o antigeno de 
superficie foi removido da circulagao, e os anticorpos contra o antigeno de superficie ainda nao sao detectaveis. A 
presenga do antigeno do ceme correlaciona-se com o DNA viral circulante. 266 Em alguns pacientes, verifica-se o 
desenvolvimento de infeegao cronica, em que a antigenemia persiste na ausencia de anticorpos sericos; esse grupo 
corre risco aumentado de desenvolver doenga hepatica cronica. Na atualidade, tomou-se evidente que muitos desses 
pacientes apresentam anticorpos circulantes, que nao sao detectados pelos sistemas comerciais, visto que estao 
complexados com antigeno. 316 Alem disso, foi demonstrado que alguns pacientes com anticorpos circulantes, porem 
sem antigeno de superficie detectavel, apresentam DNA viral circulante, que pode ser detectado por meio de 
tecnicas de amplificagao por um periodo de ate 5 anos. 327 

De modo semelhante, o diagnostico de mononucleose infecciosa pode ser estabelecido em uma unica amostra de 
soro, se for identificada a presenga de anticorpos dirigidos contra o antigeno precoce (EA) e IgM contra o antigeno 


do capsidio viral (ACV). A obtengao de um titulo elevado de anticorpos IgG contra o ACV, na ausencia de 
anticorpos contra o EA e de anticorpo IgM anti-ACV, sugere uma infecgao passada. E importante conhecer a 
evolugao cronologica da infecgao quando se interpretam os resultados sorologicos. 388 



■ FIGURA 23.18 Sequencia cronologica da infecgao pelo virus Epstein-Barr (EBV) e resposta sorologica. Embora o virus 
possa ser identificado em secregoes orais, as tecnicas de cultura sao dificeis e so estao disponiveis em laboratories de 
pesquisa. A resposta dos anticorpos heterofilos (/. e., o teste monospot) constitui um metodo classico para documentar a 
mononucleose infecciosa e continua sendo o teste de maior utilidade. O aparecimento transitorio de anticorpos heterofilos, de 
IgM contra o antigeno do capsidio viral e de anticorpos contra o antigeno precoce (EA) possibilita associar a presenga de 
anticorpos com a doenga atual. Os anticorpos neutralizantes e a IgG contra o antigeno do capsidio viral (ACV) persistem por 
varios meses ou anos. Esses testes sao uteis para determinar se o paciente foi anteriormente infectado e, portanto, esta 
imune; alem disso, podem ser uteis para o diagnostico, quando a primeira amostra e coletada precocemente, e documenta-se 
a ocorrencia de soroconversao. Se o paciente for examinado tardiamente no curso da doenga, pode-se estabelecer o 
diagnostico com base na soroconversao para antigeno nuclear viral (EBNA). (Modificada, com autorizagao, de James C. 
Niederman, Yale University School of Medicine, New Haven, CT.) 




















Tempo decorrido apos a infec 9 ao pelo VHB 

■ FIGURA 23.19 Antigenos e anticorpos apos infecgao autolimitada pelo virus da hepatite B. O aparecimento de antigenos 
e anticorpos apos infecgao autolimitada pelo virus da hepatite B fornece urn exemplo de como o conhecimento da biologia da 
infecgao leva a estrategias diagnosticas muito efetivas, embora seja dificil ou ate impossivel efetuar uma cultura do proprio 
virus. E necessario procurar a presenga de antigenos e anticorpos para a detecgao efetiva dos casos. O antigeno de 
superficie da hepatite B (HBsAg) e o primeiro a aparecer; apos a sua eliminagao do sangue, podem-se detectar anticorpos 
contra esse antigeno (anti-HBsAg). Pode haver urn periodo durante o qual o antigeno foi eliminado, porem o anticorpo ainda 
nao e detectavel; a determinagao dos anticorpos contra o antigeno do cerne (anti-HBc) e necessaria para detectar pacientes 
no periodo de “janela”. A presenga de HBsAg nao e sinonimo de infecgao autolimitada aguda, visto que alguns individuos 
tornam-se portadores cronicos. (Modificada, com autorizagao, de William S. Robinson, MD, Stanford University Medical 
Center, Stanford, CA.) (Esta figura encontra-se reproduzida em cores no Encarte.) 

O teste mais comum para a detecgao de infecgoes por EBV e o teste do anticorpo heterofilo. Os anticorpos 
heterofilos sao imunoglobulinas que reagem com substancias pertencentes a outras especies. No curso de uma 
infecgao por EBV, ocorre produgao de anticorpos dirigidos contra uma variedade de antigenos estranhos. Sao 
produzidas aglutininas para eritrocitos de carneiro e de cavalo, hemolisinas para eritrocitos bovinos e anticorpos 
contra o antigeno 0X19 de Proteus do teste de Weil-Felix. Os anticorpos heterofilos, que sao muito especificos da 
mononucleose infecciosa, sao absorvidos por eritrocitos bovinos, mas nao por rim de cobaia. O teste diferencial de 
Paul-Bunnell-Davidsohn para a mononucleose infecciosa foi desenvolvido para caracterizar esses anticorpos 
heterofilos; e altamente especifico do EBV e confirmatorio para estabelecer o diagnostico laboratorial de 
mononucleose infecciosa." 1 ’ Na atualidade, dispoe-se, no comercio, de uma variedade de testes simplificados para 
detectar a resposta dos anticorpos heterofilos na mononucleose infecciosa. 145,232 Os resultados que nao concordam 
com os dados clinicos ou hematologicos devem ser avaliados pela realizagao do teste diferencial em tubo ou pelo 
teste para anticorpos anti-EBV especificos. Os testes de aglutinagao para anticorpos heterofilos sao “simples” e 
podem ser efetuados por “qualquer pessoa” sem dificuldade. Em 1990, foi identificada uma pseudoepidemia de 
mononucleose infecciosa em Porto Rico. 10 Os resultados dos testes de controle de qualidade e proficiencia nao 
revelaram nenhum problema, porem uma investigagao cuidadosa demonstrou que dois tecnicos com experiencia 
limitada haviam interpretado os exames como positivos, com base em uma “reatividade fraca”, uma categoria que 
nao existia no metodo utilizado. 

Verifica-se a presenga de anticorpos heterofilos em 90% dos adultos com mononucleose infecciosa. A 
frequencia de desenvolvimento desses anticorpos e muito menor em criangas de pouca idade. Foi observada a 













produgao de anticorpos heterofilos em apenas 3 de 11 lactentes com menos de 2 anos de idade apos infecgao 
primaria pelo EBV, enquanto esses anticorpos foram produzidos em 16 de 21 criangas entre 2 e 4 anos de idade. 2 ’" 
A mononucleose infecciosa heterofilo-negativa com linfocitos atipicos circulantes e habitualmente causada pelo 
EBV (/. e., demonstravel pela presenga de anticorpos especificos contra componentes virais) ou pelo CMV. 2 ’ 1 
Horwitz et alP 1 verificaram que o soro de 38,1% dos pacientes com mononucleose positiva para anticorpos 
heterofilos apresentou reagao cruzada em urn teste de IgM anti-CMV; entretanto, o soro de pacientes com infecgao 
aguda pelo CMV nao reagiu com o teste de IgM anti-ACV do EBV Foram detectados anticorpos de reagao cruzada 
contra o componente D ou R do EA no soro de 9 de 36 pacientes (25%) com mononucleose causada por outros 
agentes diferentes do EBV (/. e., seis casos de infecgao por CMV, um caso de toxoplasmose, um caso de provavel 
hepatite e outro de etiologia desconhecida). 

O anticorpo IgG dirigido contra o EBV persiste por longos periodos de tempo; outros anticorpos, como aqueles 
contra o EA do EBV, aparecem transitoriamente e podem servir como marcadores de infecgao aguda. 388 

Virus da hepatite A 

O virus da hepatite A e o unico virus da hepatite primaria que foi cultivado in vitro. O virus cresce em uma 
variedade de celulas de macaco, mais notavelmente em passagens iniciais de celulas de rim de macaco-verde 
afficano. 25 Todavia, a cultura nao representa uma opgao viavel para diagnostico, visto que o isolamento de amostras 
primarias nao e confiavel. O diagnostico de hepatite A e estabelecido por sorologia, pela detecgao de anticorpos 
IgM especificos. 383,431 ’ 448 Em um estagio muito inicial da infecgao, o anticorpo IgM pode nao ser detectavel, de 
modo que o teste deve ser repetido depois de 2 semanas, se houver forte suspeita clinica. 216 

Virus da hepatite C 

O diagnostico laboratorial das infecgoes pelo virus da hepatite C requer uma combinagao de testes sorologicos e 
moleculares. Os primeiros metodos utilizaram um IEE, com teste reflexo de Western blot especial izado. 

Na ocasiao em que este capitulo foi redigido, diversos imunoensaios foram liberados pela FDA para uso 
diagnostico. Esses imunoensaios incluem o Abbott HCV EIA 2.0® e o Abbott PRISM EIA® (Abbott Laboratories), 
o ensaio Chiron® RIBA HCV 3.0 Strip Immunoblot (Chiron Corp), o Ortho® HCV version 3.0 Elisa (Ortho- 
Clinical Diagnostics, Raritan, NJ) e o Vitros® Anti-HCV Assay (um ensaio de quimioluminescencia intensificada; 
Ortho-Clinical Diagnostics). O uso de antigenos recombinantes codificados pelo VHC foi importante no 
desenvolvimento dos ensaios de rastreamento do VHC. 6 

O algoritmo atual manteve o IEE de rastreamento, porem com confirmagao das amostras positivas por meio de 
RT-PCR quantitativa para VHC, em lugar do immunoblot. 

Parvovirus 

As infecgoes por parvovirus em criangas sao habitualmente transitorias e nao exigem confirmagao laboratorial para 
o seu diagnostico. As atengoes concentram-se nos pacientes imunossuprimidos, naqueles com doenga falciforme e 
em mulheres gravidas. Foram desenvolvidos IEE, testes de immunoblot e radioimunoensaios. 41 A determinagao da 
IgG e suficiente para estabelecer o estado imunologico em uma mulher gravida que foi exposta ao virus; a 
determinagao da IgM e necessaria para documentar a presenga de infecgao aguda. Se houver suspeita ou qualquer 
temor de hidropisia fetal, e conveniente usar uma combinagao de abordagens sorologica e virologica. 507 

Herpes-virus simples 

No passado, o diagnostico sorologico das infecgoes pelo HSV nao era util, devido a elevada prevalencia de 
anticorpos contra o virus tipo 1 no inicio da vida e a incapacidade dos ensaios disponiveis no comercio de 
diferenciar os dois sorotipos. Entretanto, foi demonstrado que o antigeno de glicoproteina G do herpes simples 
induz a formagao de anticorpos tipo-especificos, para os quais se dispoe atualmente no comercio de ensaios 
enzimaticos e immunoblot para IgG. Os ensaios sorologicos modemos para IgM e IgG proporcionam uma maneira 
conveniente de documentar o estado imunologico e/ou a infecgao recente em mulheres gravidas. 13 ’ 467 Quando 
medidos em infecgoes genitais documentadas por cultura, os ensaios sorologicos tipo-especificos apresentam boas 
sensibilidade e especificidade. 339 Dispde-se tambem de ensaios para o virus tipo 1, embora a necessidade 
diagnostica seja menor que a do virus tipo 2. 467 


A maior utilizagao desses ensaios sorologicos consiste potencialmente na definigao do risco de infecgao 
primaria por herpes-virus no final da gestagao, quando o virus pode ser transmitido ao recem-nascido. O maior risco 
e observado em mulheres que carecem de anticorpos (/. e., que nao foram anteriormente infectadas), com parceiro 
soropositivo. Nessa situagao, e imperativo evitar a ocorrencia de infecgao primaria. Deve-se assinalar que a 
eliminagao recorrente do virus nao e incomum em mulheres soropositivas, 470 embora o risco para o recem-nascido 
seja menor na presenga de infecgao recorrente do que na doenga primaria. 

Virus varicela-zoster 

Uma importante aplicagao da sorologia no diagnostico de infecgoes por VZV consiste na determinagao do estado 
imunologico de pacientes ou de profissionais de saude. Foram desenvolvidos diversos metodos, incluindo 
aglutinagao com latex, um teste fluorescente 27 "’ 442 que demonstraram ser mais sensiveis do que um IEE. 442 Todavia, 
outros pesquisadores constataram que os IEE produziram resultados satisfatorios. 113 

Citomegalovirus 

A sorologia mostra-se util em determinados contextos clinicos e de importancia secundaria em outros/'" 1 A infecgao 
pelo CMV, que e frequentemente assintomatica ou subclinica, pode ser acompanhada de DNA no sangue periferico 
durante muitos meses apos a infecgao primaria, mesmo na presenga de uma resposta humoral vigorosa. 506 A 
recrudescencia desse vims latente pode ser acompanhada de uma resposta da IgM, de modo que esse marcador 
habitual de infecgao primaria e falho nessa situagao. 11,1 Os problemas na detecgao valida de anticorpos da classe IgM 
complicam a interpretagao dos resultados. Em um estudo cuidadoso de doenga intrauterina por CMV, apenas 10% 
das mulheres com anticorpo IgM determinado por IEE deram a luz um recem-nascido com infecgao congenita. 247 
Todavia, quando a presenga de anticorpo IgM foi confirmada por um ensaio immunoblot cspecifico, 2 o risco foi 
semelhante a infecgao documentada durante o primeiro trimestre. Entretanto, a detecgao de infecgao primaria pelo 
CMV durante a gravidez continua sendo uma importante aplicagao da sorologia do CMV. 

A sorologia tambem desempenha um importante papel na avaliagao do risco de receptores de transplante quanto 
ao risco de futura doenga por CMV. Isso se baseia no estado sorologico tanto do doador quanto do receptor. Maior 
risco de infecgao grave por CMV e observado no transplante de um orgao de um doador soropositivo para um 
receptor soronegativo. 449 Quando possivel, e preciso evitar essa combinagao. 

Quando um individuo imunocomprometido adquiriu CMV, a sorologia nao e mais util. A detecgao e a 
quantificagao do CMV sao realizadas por metodos moleculares, predominantemente por PCR quantitativa de ciclo 
rapido. 

Virus do Nilo Ocidental e virus Chikungunya 

A semelhanga de outros flavivirus, o vims do Nilo Ocidental nao se desenvolve com facilidade nas culturas de 
celulas empregadas na maioria dos laboratories de virologia. 

O diagnostico dessa infecgao e estabelecido por sorologia e, em menor grau, por tecnicas moleculares. A doenga 
clinica consiste primariamente em encefalite, de modo que a atengao e dirigida para o LCR. Os anticorpos IgG e 
IgM podem ser detectados de modo confiavel em amostras de soro e de LCR. ' A presenga de anticorpo IgM 
especifico documenta uma infecgao recente. A principio, acreditou-se que o surto inicial tivesse sido causado pelo 
vims da encefalite de St. Louis, visto que os dois flavivirus compartilham antigenos comuns. A recomendagao para 
os testes iniciais positivos para anticorpos e a de que os resultados positivos sejam confirmados por uma abordagem 
sorologica diferente. 306 

O vims chikungunya desencadeia uma resposta humoral em tomo da primeira semana da doenga, que pode ser 
usada para o estabelecimento do diagnostico. 

Rubeola 

O teste tradicional para avaliar a imunidade contra o vims da rubeola consiste em inibigao da hemaglutinagao; 
todavia, esse teste foi substituido por ensaios mais convenientes, particularmente IEE. 141 Esses testes funcionam 
adequadamente para determinar o estado imunologico. Para o estabelecimento do diagnostico de infecgao congenita, 
e necessario determinar a presenga de anticorpos IgM com um metodo rigorosamente validado. 


Coronavirus da SRAG e da SROM 


Podem-se detectar anticorpos contra o coronavirus da SRAG em > 90% dos pacientes com doenga clinicamente 
evidente, utilizando uma tecnica de imunofluorescencia indireta. 74 Ocorre uma resposta transitoria da IgM dentro de 
cerca de 20 dias apos o inicio da doenga, que e logo substitulda por uma resposta da IgG. Uma pequena 
porcentagem de pacientes sem doenga clinicamente evidente tambem apresentou soroconversao. Na atualidade, o 
diagnostico sorologico parece constituir o metodo mais sensivel para estabelecer o diagnostico da infecgao. 

Dispoe-se de testes sorologicos para esses coronavirus nos CDC para estudos de prevalencia e vigilancia, mas 
nao para fins de diagnostico. 

Procedimentos sorologicos diversos 

Pode-se utilizar uma ampla variedade de procedimentos para o diagnostico sorologico das infecgoes virais (Tabela 
23.21). O IEE e os testes de imunofluorescencia estao adquirindo popularidade nos laboratories clinicos; muitos 
desses testes estao disponiveis no comercio na forma de kits. 

Diagnostico de outras infecgoes virais 

O diagnostico de algumas infecgoes virais esta alem do proposito da maioria dos laboratories hospitalares, visto que 
as infecgoes sao raras ou exoticas, os agentes etiologicos sao perigosos, ou sao necessarios recursos diagnostics 
especiais. Os testes para o virus da raiva, as infecgoes por arbovirus e febres hemorragicas virais sao habitualmente 
realizados em laboratories de referenda, como aqueles existentes nos departamentos de saude estaduais ou nos 
CDC. 

Quando o virus Ebola foi importado para os EUA por meio de um individuo infectado, os CDC fomeceram 
orientagoes sobre a maneira segura de realizar testes laboratoriais de rotina em amostras de individuos 
potencialmente infectados, bem como diretrizes para a embalagem e o envio de amostras para testes 
(www.cdc.gov/vhf/ebola/healthcare-us/). 69 As diretrizes foram copiadas no website do College of American 
Pathologist para rapido acesso por todos os laboratoristas. Embora os ensaios com “Uso de Emergencia” tenham 
sido liberados, as amostras complementares de individuos com suspeita de apresentar possivelmente doenga pelo 
virus Ebola tambem precisam ser enviadas ao laboratorio de saude publica autorizado do estado para a realizagao de 
testes. 


Tabela 23.21 Diagnostico sorologico das infecgoes virais. 


Virus 

Testes comumente realizados 

Comentarios 

INFECGOES RESPIRATORIAS 



Influenza A e B 

FC; IHA; IEE 

A IHA e realizada para imunidade especifica de cepa 

Parainfluenza 

FC; IHA; IEE 


Virus sincicial respiratorio 

AF; IEE; IB 


Adenovirus 

FC; IHA; IEE 

Eritrocitos de macaco rhesus ou rato para IHA 

Coronavirus 

NT; IEE; AF; IB 

Dados limitados para o virus da SRAG e da SROM 

INFECGOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 


Enterovirus 

NT 

Nao comumente utilizado 

Virus da caxumba 

FC; IHA; AF; IEE 


Herpes-virus simples 

IEE; IB 

Necessidade de reagentes tipo-especificos 

Virus da raiva 

NT; IEE 

Para o estado imunologico 

Virus da hepatite 



Hepatite A 

IEE 



Ver o texto 


Hepatite B 

IEE; RIE 

Hepatite C 

IEE; IB 

Hepatite D 

IEE; RIE 

Hepatite E 

IEE 

INFECCOES CUTANEAS 


Virus do sarampo 

IHA; IEE 

Virus varicela-zoster 

IEE; ACIF; FAMA; AL 

INFECCOES GENITAIS 


Herpes simples 

IEE; IB 

HIV 

IEE; IB 

OUTRAS INFECCOES 


Citomegalovirus 

IEE; IFA; aglutinagao passiva com latex 

Virus da rubeola 

IHA; IEE; AL; IB 

Virus Epstein-Barr 

FC; AF; IEE 

Parvovirus 

RIE; IEE 

Herpes-virus humano6e 7 

NT; AF; IEE; IB 


Teste de rastreamento seguido de ensaio confirmatbrio 
Raramente efetuados 


Para o estado imunologico 

Necessidade de reagentes tipo-especfficos 
Teste de rastreamento seguido de teste confirmatbrio 

Principalmente para o estado imunologico 
Metodo de referenda para IHA 
Ver discussao 


ACIF = imunofluorescencia anticomplemento; FC = fixagao do complemento; IEE = imunoensaio enzimatico; IFA = ensaio 
imunofluorescente indireto; AF = imunofluorescencia; FAMA = coloragao de antigenos de membrana por anticorpo 
fluorescente; IHA = inibigao da hemaglutinagao; IB = immunoblot ou imunocromatografia; AL = aglutinagao com latex; NT = 
teste de neutralizagao (constitui o teste de referencia para a maioria dos virus, embora raramente seja necessario); RIE = 
radioimunoensaio. 


Testes de sensibilidade a agentes antivirais 

A resistencia aos agentes antivirais ocorre mais comumente com os virus RNA do que com os virus DNA, visto que 
a RNA polimerase carece das fungoes de revisao da DNA polimerase. A ausencia da fungao de revisao leva a uma 
taxa mais elevada de erros na replicagao do RNA, o que se traduz em um grande numero de quase especies, alem da 
replicagao da molecula original de RNA. Embora algumas dessas mutagoes possam produzir virus disfuncionais, 
outras podem produzir virus com alguma vantagem evolutiva. Uma dessas vantagens e a resistencia a agentes 
antivirais. 

Em alguns casos, a populagao viral adquire uma resistencia tao rapidamente que os testes de sensibilidade 
tornam-se desnecessarios, visto que a maioria da populagao mostra-se resistente. Esta e a situagao que ocorreu 
durante a epidemia a influenza H1N1. A principio, os isolados mostraram-se uniformemente sensiveis ao 
oseltamivir (i. e., Tamiflu®), porem logo a ocorrencia de resistencia a esse farmaco tomou-se a regra. 207 

Os cuidados de individuos infectados pelo HIV representam uma area em que a resistencia a farmacos antivirais 
e rotineiramente avaliada. Embora se disponha de ensaios fenotipicos, que sao dispendiosos, levam tempo para sua 
execugao e sao complexos, a maior parte dessa avaliagao e realizada por meio de sequenciamento do acido nucleico 
(i. e., genotipagem do HIV). Essa avaliagao e comumente efetuada para estabelecer uma base apos a infecgao 
inicial, o que determina o padrao de resistencia do virus que infectou o paciente. A genotipagem do HIV tambem e 
realizada em pacientes que apresentam cargas virais crescentes e declinio das contagens de celulas CD4, apesar da 
adesao ao tratamento. Em resumo, o RNA do virus sofre transcrigao reversa, e os genes selecionados sao 
amplificados por RT-PCR. Os produtos da amplificagao sao submetidos a sequenciamento do DNA para determinar 
a presenga da sequencia de tipo silvestre, ou se existem mutagoes indutoras de resistencia. 



A resistencia a outros agentes virais, particularmente no grupo herpes-virus, e bem reconhecida, porem 
felizmente incomum. Apesar de sua extrema raridade, pode surgir, em certas ocasioes, uma resistencia ao 
ganciclovir em pacientes submetidos a terapia supressora cronica com esse farmaco. Em laboratories de referencia 
selecionados, dispde-se de testes de sensibilidade para isolados clinicos, que devem ser utilizados de modo 
criterioso. 450 

Infecgoes por especies de Chlamydia e Chlamydophila 

As clamidias sao patogenos bacterianos intracelulares obrigatorios. Embora os estudos geneticos tenham 
demonstrado que os tres microrganismos discutidos adiante estao estreitamente relacionados, foram efetuadas 
alteragoes taxonomicas. 165 Desde a ultima edigao deste livro, duas das tres especies de Chlamydia foram 
reclassificadas em um novo genero, Chlamydophila , 444 Chlamydophila psittaci provoca uma infeegao respiratoria 
aguda, que e habitualmente transmitida por aves infectadas. 410 Chlamydophila pneumoniae tambem causa infecgoes 
respiratorias, porem e transmitida por via interpessoal. Essa bacteria foi originalmente designada como bacilo 
TWAR, utilizando as iniciais de dois pacientes a partir dos quais a bacteria foi isolada. Chlamydia trachomatis, que 
inclui 15 variantes sorologicas (sorovariantes), continua no genero Chlamydia. As infecgoes causadas por C. 
trachomatis sao comuns, em virtude de sua transmissao sexual e, e, com frequencia, causam infecgoes 
assintomaticas em mulheres. 407 As sorovariantes LI, L2 e L3 de C. trachomatis produzem outra doenga sexualmente 
transmitida, o linfogranuloma venereo. Por fim, o tracoma, uma conjuntivite cronica frequentemente complicada por 
cegueira, esta associada as sorovariantes A, Bl, B2 e C. O tracoma continua sendo uma importante causa de 
cegueira em paises com poucos recursos em todo o mundo. 

Todas as clamidias podem ser isoladas em ovos embrionados e em cultura de celulas. Nao se deve tentar o 
isolamento de C. psittaci em cultura de celulas, a nao ser que se disponha de instalagoes de isolamento estrito para 
protegao da equipe laboratorial. E preciso tambem ter cuidado para evitar a aquisigao de infecgoes laboratoriais se 
houver suspeita de sorovariantes que provocam linfogranuloma venereo. A cultura desses patogenos e raramente 
efetuada nos laboratories modemos, visto que as infecgoes sao mais comumente documentadas por metodos 
moleculares ou sorologicos. 

Chlamydia trachomatis 

Manifestagoes ch'nicas e epidemiologia. A conjuntivite de inclusao (uma infeegao que difere do tracoma pela 
ausencia de cicatriz da cornea), a pneumonia em recem-nascidos e as infecgoes sexualmente transmitidas em 
adultos, todas causadas pelas sorovariantes D a K, sao doengas provocadas por clamidias de maior importancia para 
os laboratories de diagnosticoA 4 As infecgoes sexualmente transmitidas incluem uretrite, cervicite mucopurulenta e 
salpingite. As infecgoes sexualmente transmitidas e as infecgoes neonatais estao diretamente ligadas. Schachter et 
a/. 4 "* efetuaram o acompanhamento de 131 lactentes nascidos de maes em que foi realizada a cultura de C. 
trachomatis a partir de amostras de colo do utero. Foi constatado o desenvolvimento de conjuntivite de inclusao 
confirmada por cultura em 18% dos lactentes, e 16% apresentaram pneumonia neonatal por clamidia. 

Coleta das amostras. As amostras de colo do utero e oculares sao mais bem-coletadas por raspagem da mucosa. 
Os swabs sao facilmente disponiveis e causam traumatismo minimo. Deve-se evitar o uso de swabs com ponta de 
madeira e swabs de alginato de calcio; alguns swabs de algodao foram toxicos para Chlamydia. Prefere-se o uso de 
material de dacron ou raiom. 100 As amostras uretrais e nasofaringeas podem ser coletadas com um swab fmo em 
haste flexivel. O swab deve ser inserido 3 a 5 cm dentro da uretra. O semen e a secregao uretral purulenta nao sao 
considerados amostras adequadas para cultura.* 8 C. trachomatis pode ser detectada em amostras da primeira urina 
pela manha com tecnicas de amplificagao, conforme discutido mais adiante. 

As amostras de colo do utero sao coletadas da endocervice apos cuidadosa remogao do muco. A taxa de 
isolamento aumenta quando um swab uretral e outro cervical sao colocados no mesmo frasco de transporte. As 
amostras de vagina tambem sao aceitaveis para muitos dos ensaios baseados em amplificagao. 

Isolamento de Chlamydia trachomatis em cultura de celulas. Embora as clamidias sejam bacterias, trata- 
se de patogenos intracelulares obrigatorios. Os metodos para isolamento em cultura assemelham-se aqueles 
utilizados no laboratorio de virologia. Entretanto, e essencial que os corpusculos elementares infecciosos de 
clamidias sejam centrifugados sobre a monocamada em um frasco de cultura (Figura 23.10). O isolamento das 
bacterias e otimizado se for possivel aplicar uma forga de 3.000 g durante 60 minutosA" Para cultura, sao utilizadas 


celulas previamente irradiadas ou tratadas com um inibidor metabolico. As celulas de McCoy tratadas com ciclo- 
heximida constituem a linhagem celular utilizada com mais frequencia; 802 os corpusculos de inclusao de C. 
trachomatis contem glicogenio, que pode ser corado pelo iodo. Apos incubagao durante 48 a 72 horas, as laminulas 
sao removidas e coradas com iodo ou, para obter uma sensibilidade ligeiramente maior, com um anticorpo 
monoclonal fluoresceinado 438 (Prancha 23.2 C). Dispoe-se de anticorpos monoclonais especlficos de especies 
dirigidos contra protelnas da membrana externa, bem como de anticorpos especlficos de genero dirigidos contra o 
lipopolissacaridio. As inclusoes de clamidias sao estruturas citoplasmaticas bem-demarcadas. 

A cultura para clamidias nao e comumente realizada em muitos laboratories, tendo em vista a sensibilidade 
superior dos metodos moleculares para a detecgao de doenga sexualmente transmitida causada por clamidias. 
Informagoes adicionais sobre os metodos baseados em cultura podem ser obtidas em edigoes anteriores deste livro 
para aqueles interessados nessa materia. 

Detecgao direta de Chlamydia trachomatis em amostras cl micas 

Detecgao morfoldgica das inclusdes. Na presenga de grande niimero de corpusculos de inclusao de clamidias, 
pode-se estabelecer facilmente um diagnostico provisorio por meio de esfregagos corados pelos metodos de Giemsa 
ou Gimenez. A coloragao de Gimenez, que contem carbolfiicsina, e preferida, visto que cora adequadamente as 
inclusoes; entretanto, a coloragao de Giemsa e, em geral, mais disponivel. As inclusoes, que estao localizadas no 
citoplasma das celulas epiteliais, frequentemente tern uma localizagao perinuclear e precisam ser diferenciadas dos 
artefatos, como nucleos fragmentados (Prancha 23.2 A). A frequencia com que as inclusoes sao detectadas em 
esfregagos e maior na conjuntivite neonatal, menor na conjuntivite de inclusao de adultos e no tracoma e minima na 
uretrite e cervicite, onde as inclusdes raramente sao observadas. Na pratica, recorre-se raramente a visualizagao 
direta. 

Detecgao de antigeno. As abordagens iniciais para o diagnostico laboratorial sem a realizagao de cultura 
consistiram em imunofluorescencia direta (Prancha 23.2 B) e, subsequentemente, IEE. Embora ainda se disponha de 
produtos comerciais para alguns desses testes, eles foram suplantados por metodos moleculares mais sensiveis. Os 
leitores interessados devem consultar a edigao anterior deste livro. 

Detecgao de acido nucleico. O primeiro teste molecular comercial aplicado a C. trachomatis foi uma sonda de 
DNA contra o rRNA (Pace 2 Systems Assays, Gen-Probe, San Diego, CA). A sensibilidade do teste variou de cerca 
de 80% a 95%, dependendo da populagao de pacientes testados, da origem da amostra, da versao do teste avaliado e 
do “padrao de referenda” aplicado. 

Os testes moleculares de segunda geragao consistem em varios tipos de testes de amplificagao, muitos dos quais 
constituem o padrao de pratica atual. Os estudos comparativos realizados avaliaram, em sua maioria, os ensaios de 
hibridizagao (e/ou ensaios para antigenos) versus cultura ou ensaios de amplificagao e cultura. Foram realizados 
numerosos estudos comparando uma variedade de metodos de detecgao. Os estudos de maior valor sao os que 
compararam diretamente todas as tres abordagens; 80 " os ensaios de amplificagao sao mais sensiveis do que as 
tecnologias anteriores e, hoje em dia, estao significativamente mais automaticos. 

No momenta atual, os testes moleculares mais comumente empregados utilizam a PCR (Amplicor® CT/NG 
Test e Cobas® Amplicor Chlamydia trachomatis [CJ]!Neisseria gonorrhoeae [NG] Test; Roche Diagnostics), 296 a 
amplificagao de deslocamento de filamento (BD ProbeTec® CT e CT/GC assays; BD Diagnostic) 461 e TMA (Gen- 
Probe Aptima® Combo 2 assay; biologic). 16 ' 1 Dispoe-se ainda de metodos de captura de hibridos (Hybrid Capture 2 
CT/NG DNA test®; Qiagen), porem eles sao usados com menos frequencia do que os ensaios baseados na 
amplificagao de acido nucleico." ’ Os varios metodos de amplificagao parecem fiincionar de modo semelhante. 
Todos sao mais sensiveis do que outros metodos baseados em culturas e imunoensaios, porem sao tambem mais 
dispendiosos. 2 " Alem de sua sensibilidade, os metodos de amplificagao tambem sao convenientes. Algumas 
plataformas incluem a urina como amostra valida, o que aumenta a conveniencia da coleta; os usuarios devem 
consultar a bula para os tipos aprovados de amostras. Os estudos de pesquisa documentaram a aceitabilidade dos 
swabs vaginais de autocoleta, 420 que, no fiituro, poderao constituir um metodo de coleta aprovado. Em geral, as 
amostras endocervicais sao marginalmente mais sensiveis do que as amostras de urina em mulheres, porem a 
amostra de urina e mais sensivel do que os swabs uretrais em homens assintomaticos. 250 

Convem assinalar que as autoridades, em sua maioria, consideram todos os testes de rastreamento positivos 
como presuntivos, 251 exigindo a sua confirmagao, a nao ser que a especificidade seja absoluta (um criterio que 
somente a cultura preenche). A questao e mais premente para N. gonorrhoeae do que para C. trachomatis, visto que 


a prevalencia da primeira e menor. Os ensaios para C. trachomatis sao efetuados, em sua maioria, na ausencia de 
sintomas clinicos e, portanto, consistem em testes de rastreamento. Cada diretor de laboratorio deve tomar a sua 
decisao. Se as consideragoes economicas de repetir o teste tomam improvavel a adogao universal de um teste 
confirmatorio, e certamente verdadeiro que ha indicagao de repetir o teste se houver qualquer duvida sobre a 
validade do resultado dentro de uma perspectiva clinica. A complexidade do problema foi cuidadosamente revista 
por um grupo de cspccialistas. 2 '" Por exemplo, se o teste for repetido, deve-se utilizar um metodo diferente? Uma 
segunda amostra? Se os dois resultados forem diferentes, qual deles e correto? Embora esses ensaios sejam 
considerados testes de “rastreamento”, eles comumente sao usados como testes defmitivos, e, em geral, nao sao 
realizados testes de acompanhamento confirmatorios. 

Um problema associado a qualquer ensaio baseado na amplificagao e a presenga de inibidores da amplificagao 
nas amostras clinicas. Isso e solucionado pela inclusao de um controle de amplificagao. Tendo em vista as questoes 
relativas ao credenciamento dos laboratories e a competigao entre vendedores, os controles de amplificagao intemos 
sao encontrados em produtos liberados pela FDA e disponiveis no comercio. Alguns metodos, como TMA e 
amplificagao dependente de helicase, parecem ser menos afetados por inibidores. 83 

Uma abordagem comum para a citologia endocervical consiste no uso de um meio de coleta liquido. Esse tipo 
de amostra tem sido validado para a deteegao molecular de C. trachomatis, bem como para o HPV, N. gonorrhoeae 
e, em alguns casos, Trichomonas vaginalis . 24 

Diagnostico sorologico. Os anticorpos dirigidos contra C. psittaci e as sorovariantes de C. trachomatis que 
causam linfogranuloma venereo sao liteis para o estabelecimento do diagnostico de doenga causada por esses 
microrganismos. Um teste de microimunofluorescencia para anticorpos contra C. trachomatis demonstrou ser mais 
sensivel para o diagnostico de linfogranuloma venereo e tambem pode ser utilizado para documentar infeegoes 
causadas por outras sorovariantes. 153 Esse teste esta menos amplamente disponivel, e e necessario testar multiplos 
antigenos. Tem maior utilidade para estudos soroepidemiologicos de populagoes com alto risco de infeegao por 
clamidias. 264 

Outros metodos de diagnostico. Em geral, a deteegao citologica de Chlamydia/Chlamydophila nao tem sido 
considerada confiavel. Entretanto, Kiviat et al. 261 relataram a ocorrencia de um padrao inflamatorio citologico que 
sugere fortemente a presenga de infeegao por clamidia. Na presenga de linfocitos “transparentes” e de numeros 
aumentados de histiocitos, C. trachomatis foi isolada em 53% dos pacientes; na ausencia desses achados, C. 
trachomatis so foi isolada de 4% dos pacientes. Se essas caracteristicas citologicas forem observadas em um 
esfregago cervical, deve-se considerar a realizagao de testes especificos para clamidias. 

Diagnostico de abuso sexual. O abuso sexual de criangas ou membros de outras populagoes vulneraveis pode 
resultar na aquisigao de doengas sexualmente transmitidas, incluindo Chlamydia trachomatis, entre outras. 1 ' 10 O tipo 
de testes admissiveis em tribunais varia de um estado para outro nos EUA, de modo que se recomenda uma 
orientagao local a respeito do uso de metodos de amplificagao de acido nucleico nessas circunstancias. 
Tradicionalmente, o teste de escolha para investigagao de suspeita de abuso sexual ou em caso de outras 
consideragoes legais tem sido a obtengao de cultura. 251 Entretanto, isso podera mudar no futuro. 

Chlamydophila psittaci 

Chlamydophila psittaci e o agente etiologico da psitacose ou omitose. A fonte da infeegao e constituida por uma 
variedade de aves, particularmente especies de psitacideos, como os periquitos. 20 ' Na Carolina do Norte, ocorreu um 
surto de psitacose em uma industria de processamento de penis. 5 ' Muitos sistemas de orgaos podem ser afetados no 
hospedeiro natural. Quando esse agente infecta seres humanos, o pulmao constitui o principal alvo. 410 Em geral, a 
pneumonia resultante e subaguda ou cronica, embora possam ocorrer infeegao leve ou inaparente" 6 e infeegao 
aguda fulminante. 45 C. psittaci tambem constitui uma causa rara de endocardite com cultura negativa. 477 

O diagnostico de psitacose e habitualmente estabelecido por sorologia. O teste tradicional consistia em fixagao 
do complemento, porem o teste de microimunofluorescencia tomou-se o teste sorologico de referencia. 15 ’ Em 
pacientes com suspeita de infeegao por C. psittaci, foram detectados anticorpos fixadores do complemento contra 
Chlamydophila em 36 de 78 amostras de soro (46%) submetidas a sorologia para clamidias. 402 Doze amostras 
adicionais de soro (15%) foram positivas por microimunofluorescencia, e em outras 9 amostras, foram detectados 
anticorpos contra C. pneumoniae por microimunofluorescencia. 


O microrganismo pode ser isolado em cultura de celulas utilizando metodos desenvolvidos para C. trachomatis ; 
todavia, esse agente apresenta alto potencial de produzir infecgoes em laboratorio, de modo que essa pratica e 
desencorajada. Se a cultura for realizada, e preciso ter muito cuidado com a amostra. Sao necessarios antissoros 
especlficos de especie para a identificagao defmitiva dos isolados. Foi relatada a identificagao presuntiva de C. 
psittaci diretamente em secregoes respiratorias com o uso de antissoros para o lipopolissacarldio de clami'dia. A 
PCR tern sido utilizada para identificar diretamente o microrganismo em amostras clinicas" 17 e apos o seu 
isolamento em cultura. 136 

Chlamydophila pneumoniae 

Chlamydophila pneumoniae foi originalmente isolada de pacientes com infecgdes respiratorias e foi denominada 
inicialmente agente TWAR, a partir do nome dos pacientes. Esse microrganismo provoca doenga das vias 
respiratorias inferiores esporadica e epidemica, que se caracteriza por pneumonia atipica. Foi estimado que 10% dos 
casos de pneumonia no mundo inteiro sejam causados por C. pneumoniae, 264 porem a maioria das infecgoes nao 
exige internagao do paciente. Ocorre infecgao assintomatica em 2 a 5% dos individuos. C. pneumoniae foi detectada 
por cultura ou por PCR na nasofaringe de 2 de 104 (1,9%) adultos assintomaticos. 242 Nessa populagao de pacientes, 
a prevalencia de anticorpos contra C. pneumoniae alcangou 82%. 

Ocorre infecgao primaria em criangas e adultos jovens, porem a imunidade nao e protetora, e e possivel a 
ocorrencia de reinfecgoes. 264 O inicio da pneumonia e, com frequencia, insidioso, sem escarro purulento nem 
leucocitose. A radiografia de torax varia de normal ate comprometimento extenso, e nao sao observadas 
caracteristicas diagnosticas. Na infecgao primaria, o padrao mais comum consiste em infiltrados alveolares 
unilaterais. 323 Ocorrem infecgoes pulmonares cronicas, e os pacientes podem ser sintomaticos durante semanas ou 
meses. 200 

Chlamydophila pneumoniae constitui uma causa de faringite; pode ser a unica causa ou pode ocorrer em 
combinagao com outros agentes. 241 Alem disso, foi relatada como causa de endocardite com cultura negativa. 167 
Diversos estudos documentaram uma associagao entre C. pneumoniae e a aterosclerose, com ou sem doenga arterial 
coronariana. 2 O microrganismo foi repetidamente demonstrado nas lesoes patologicas. Entretanto, a causalidade da 
associagao continua sendo objeto de discussao e pesquisas adicionais. 144 

Chlamydophila pneumoniae pode ser cultivada no laboratorio, utilizando uma variedade de linhagens celulares, 
porem esse metodo nao e habitualmente utilizado. Um meio de transporte util consiste em MEM de Eagle ou SPG 
com adigao de uma fonte proteica, como soro fetal bovino, conforme utilizado para os virus e C. trachomatis , 299 As 
cepas de C. pneumoniae adaptadas ao laboratorio sao relativamente estaveis, porem as cepas de tipo silvestre sao 
mais labeis e nao sobrevivem bem por mais de algumas horas, mesmo a 4°C. Se for realizada uma cultura, as 
amostras devem ser congeladas, de preferencia a -70°C, se nao for possivel processa-las no mesmo dia da coleta. As 
culturas sao incubadas durante 72 horas. Para a detecgao e a identificagao de isolados em cultura, dispoe-se de 
antissoros monoclonais conjugados com fluoresceina. 332 O diagnostico laboratorial de infecgoes por C. pneumoniae 
e complicado pela dificuldade da cultura e ausencia de um padrao de referenda altemativo confiavel. As infecgoes 
sao, em sua maioria, diagnosticadas sorologicamente. A sorologia pode ser mais complicada do que se acreditava. 
Em um estudo, a variagao antigenica entre os isolados foi grande o suficiente para que alguns pacientes produzissem 
anticorpos detectaveis apenas contra os proprios isolados. 24 O teste de referenda e a microimunofluorescencia. 
Foram desenvolvidos IEE, porem o seu desempenho e variavel. 213 A demonstragao de soroconversao tern sido 
tradicionalmente usada, porem esta sendo substituida por ensaios especlficos de IgM e IgG. 366 A reprodutibilidade 
das determinagoes de IgM entre laboratories que colaboraram foi bastante variavel. 366 

Foram desenvolvidos metodos de amplificagao molecular para a detecgao direta de C. pneumoniae em amostras 
respiratorias, devido as dificuldades inerentes nos procedimentos de cultura e abordagens sorologicas. No momento 
atual, a falta de padronizagao limita a utilidade desses ensaios potencialmente importantes. ' 2 Esses testes estao 
disponiveis em laboratories de referenda. 

Infecgoes por Rickettsia, Coxiella, Ehrlichia e Anaplasma 

A ordem Rickettsiales inclui as familias Rickettsiaceae e Anaplasmataceae. 121 O genero mais numeroso e mais 
importante e Rickettsia. A antiga Rickettsia tsutsugamushi foi reclassificada como Orientia tsutsugamushi. Esses 
microrganismos sao encontrados no subgrupo alfa-1 das Proteobacteria. Coxiella, outrora classificada na ordem 


Rickettsiales, esta, na realidade, mais estreitamente relacionada com Legionella e Francisella, que sao membros do 
subgrupo gama de Proteobacteria. 321 O diagnostico laboratorial das riquetsioses e a identificaqao de Rickettsia em 
carrapatos foram revistos por La Scola e Raoult. 276 Um seculo apos o reconhecimento desses agentes infecciosos, 
Dr. David descreveu as origens do campo da riquetsiologia e a vida de Howard Ricketts, que acabou morrendo de 
tifo na Cidade do Mexico. 474 

Rickettsia e Coxiella 

Manifestagoes clinicas e epidemiologia. As especies de Rickettsia infectam as celulas do endotelio vascular. 
As manifestaqoes clinicas da infecgao sao consequentemente multiformes e podem refletir a ocorrencia de lesao de 
qualquer sistema organico. A pele, o pulmao e o cerebro sao mais frequentemente acometidos, com 
comprometimento sintomatico. O genero Rickettsia pode ser dividido nos grupos de tifo, tifo rural e febre maculosa 
(Tabela 23.22). O agente da febre Q, Coxiella burnetii tambem e um patogeno intracelular obrigatorio. A principal 
forma de transmissao das riquetsioses e pela picada de um artropode infectado, com excegao de C. burnetii, que e 
mais comumente transmitida por meio de leite infectado ou por aerossois. 

O tifo epidemico foi um dos grandes flagelos da humanidade, aparecendo durante periodos de aglomeragoes e 
fome. R. prowazekii foi detectada em esquilos voadores no leste dos EUA, 493 onde ocorreu um pequeno numero de 
infecgoes associadas em seres humanos. No sudoeste, foi tambem relatado o caso de um paciente com tifo 
epidemico. 317 

Embora o tifo epidemico (transmitido por piolho) nao seja um grave problema na America do Norte, tao 
recentemente quanto 1996 e 1997, essa doenga classica matou 6.000 pessoas em Burundi. Nos EUA, o tifo 
endemico (transmitido por pulga ou murino) recebeu uma renovada atengao. Na decada de 1990, foi identificado um 
foco de tifo murino no sul da California e sul do Texas. Foi constatado que o microrganismo e transmitido pela 
pulga do gato e mantido em gatos e gambas. 435 O agente etiologico e a R. typhi 4 ' bem como uma Rickettsia 
recentemente identificada, inicialmente denominada agente El Labs (ELB). 416,490 E dificil diferenciar as duas 
riquetsias sorologicamente, tomando necessaria a analise molecular. 416 Na atualidade, Rickettsia ELB foi 
classificada como R. felis. 11 ' Com base na analise molecular, pertence ao grupo de Rickettsia da febre maculosa, e 
nao ao grupo do tifo. 35 


Tabela 23.22 Infecgoes causadas por riquetsias. 


Doen^a 

Especie 

Insetovetor 

GRUPO DO TIFO 

Tifo epidemico 0 

Rickettsia prowazekii 

Piolho-do-corpohumano 

Tifo recorrente (doen^a de Brill-Zinsser ) 0 

R. prowazekii 

Pulga 

Tifo murino 0 

R. typhi 


GRUPO DAS FEBRES MACULOSAS 

Febre maculosa das Montanhas Rochosas 0 

R. rickettsia 

Dermacentorspp. 

Febre maculosa do Mediterreneo (febre botonosa) 

R. conorii 

Haemaphysalis spp. 

Tifo do carrapato da Siberia 

R. sibirica 

Haemaphysalis spp., Dermacentor spp. 

Tifo do carrapato de Queensland 

R. australis 

Ixodes holocyclus; Ixodes tasmanii 

Febre maculosa japonesa 

R.japonica 

Haemaphysalis longicornis; Dermacentor taiwanensis 

Febre maculosa da IIha Flinders 

R. honei 

Aponomma hydrosauri 

Febre africana por picada de carrapato 

R. africae 

Amblyomma spp. 

Riquetsiose variceliforme 0 

R. akari 

Allodermanyssus sanguineus (acaro) 


Febre maculosa transmitida por pulga 

R. felis 

Ctenocephalides felis (pulga do gato) 

GRUPO DO TIFO RURAL 



Tifo rural 

Orientia tsutsugamushi 

Acaro Leptotrombidium (larvas) 

GRUPO DA FEBRE Q 



Febre Q 

Coxiella burnetii 

Animais parturientes, derivados do leite nao pasteurizados 

a Encontrado(a) nos EUA. 

Adaptada da referencia 410. 


Nos EUA, a riquetsiose mais importante e a febre maculosa das Montanhas Rochosas, causada por R. 
rickettsii. 411 Essa doenga febril multissistemica e habitualmente acompanhada de exantema cutaneo, que comega nos 
membros. 472 A infecgao e amplamente distribulda por todo o pals, onde houver carrapatos vetores (ver Capltulo 22, 
Apendice I). Paradoxalmente, e mais comum nos estados do meio-oeste e centro-sul dos EUA do que nos estados do 
oeste e montanhosos. 206 Infecgoes semelhantes, causadas por outras especies de riquetsias, estao amplamente 
distribuldas pelo mundo (Tabela 23.22). 

O tifo rural, que e causado por Orientia tsutsugamushi, nao e endemico nos EUA. O tifo rural e frequentemente 
acompanhado de escara primaria, que so raramente e observada na febre maculosa das Montanhas Rochosas. As 
escaras primarias tambem sao observadas na riquetsiose variceliforme, que e causada por Rickettsia akari. A 
infecgao, que foi documentada pela primeira vez na cidade de Nova York, esta associada a picadas de acaros 
hematofagos. A riquetsiose variceliforme e uma doenga leve, que nao e comumente reconhecida, mas que ocorre no 
mundo inteiro. Continua sendo endemica na cidade de Nova York. 2 ' 12 

A febre Q provoca habitualmente infecgao assintomatica, doenga febril indiferenciada, hepatite granulomatosa 
ou pneumonia atipica. 321,386 Pode ser transmitida por meio do leite, produtos da concepgao ou excrementos de 
bovinos, ovinos e caprinos infectados. O microrganismo e facilmente transmitido a seres humanos suscetiveis, e 
ocorreram epidemias em laboratories onde foram usados ovinos para fins de pesquisa. 198 Uma forma cronica da 
infecgao pode resultar em endocardite bacteriana subaguda. E rara a ocorrencia de exantema na febre Q. 

Coleta de amostras. A cultura de Rickettsia, que e perigosa, so e efetuada em laboratories de saude publica de 
referencia, com grandes precaugoes. As amostras de sangue ou de tecido de biopsia de lesoes devem ser congeladas 
a -70°C. A imunofluorescencia direta pode ser efetuada em amostra congelada ou em amostra de biopsia ou 
necropsia fixada em formol. Em geral, as riquetsioses sao diagnosticadas por sorologia, utilizando amostras de soro 
da fase aguda e da fase convalescente. 

Isolamento de Rickettsia e Coxiella em cultura. Rickettsia e Coxiella podem ser isoladas em pequenos 
animais de laboratorio ou em ovos embrionados. 4 Coxiella burnetii tern sido isolada em culturas em frasco de 
fibroblastos de pulmao de embriao humano a partir de amostras de sangue de 17% de pacientes com febre Q aguda 
nao tratados e de 53% de pacientes com doenga cronica sem tratamento. 347 Todas essas bacterias sao altamente 
infecciosas quando sao aerossolizadas. Foram responsaveis por muitas infecgoes adquiridas em laboratorio, algumas 
das quais foram fatais. 356 O isolamento desses agentes so deve ser tentado em laboratories onde e possivel efetuar 
uma contengao adequada da infecgao. O sangue total ou o tecido de biopsia podem ser cultivados. 

Detecqao direta de antigenos e acido nucleico em amostras ch'nicas. Os antigenos de Rickettsia 
rickettsii, o agente etiologico da febre maculosa das Montanhas Rochosas, podem ser detectados diretamente pela 
coloragao de cortes de lesoes da pele infectada, utilizando tecnicas de imunofluorescencia direta ou indireta ou 
imunoenzimaticas. 378 ' 475 A sensibilidade do procedimento e de cerca de 70%, e a especificidade aproxima-se de 
100%. Em geral, sao efetuadas biopsias de lesoes cutaneas petequiais. E mais provavel que as riquetsias estejam no 
vaso sanguineo, no centra da lesao, de modo que e importante assegurar que esses vasos sejam incluidos no corte 
histologico. Os antigenos tambem podem ser demonstrados em amostras incluidas em parafma e fixadas com 
formol, se o corte for inicialmente tratado com proteases para expor os antigenos. 47 ' 1 Embora o teste de 
imunofluorescencia seja valioso para o estabelecimento do diagnostico precoce de febre maculosa das Montanhas 
Rochosas, so esta disponivel em poucos laboratories. 

Os pacientes com doenga fatal podem morrer antes de desenvolver uma resposta sorologica. A identificagao dos 
antigenos de riquetsia em amostras de tecido constitui o unico metodo disponivel para estabelecer um diagnostico 



etiologico especifico nessa situagao. 358 

Foram descritos ensaios moleculares de amplificagao para a documentagao de Rickettsia em amostras clinicas; 
todavia, esses ensaios nao estao amplamente disponiveis. 131 ’ 276 

Diagnostico sorologico Na maioria dos casos, o diagnostico de riquetsiose e estabelecido por sorologia. 118 O 
ensaio de microimunofluorescencia tomou-se o teste de referenda. 7 Esse procedimento parece constituir o metodo 
mais sensivel e especifico para o diagnostico de infecgoes por riquetsias. 260 O grau de reagao cruzada entre especies 
de riquetsias varia de um paciente para outro. ’ 2 As reagoes cruzadas sao mais intensas dentro dos subgrupos de 
riquetsias. Pode ser dificil diferenciar o tifo epidemico do endemico ou a febre maculosa das Montanhas Rochosas 
da riquetsiose variceliforme. 4 Os anticorpos aparecem pela primeira vez dentro de 7 a 10 dias apos a infecgao. Para 
o estabelecimento do diagnostico, e desejavel observar uma elevagao de quatro vezes nos titulos de anticorpos 
sericos, embora um unico titulo superior a 1:64 seja altamente sugestivo de infecgao. 

O teste de microimunofluorescencia requer tecnicos altamente treinados e um microscopio de fluorescencia. Os 
testes de aglutinagao com latex, que hoje estao disponiveis no comercio para a febre maculosa das Montanhas 
Rochosas, sao de uso mais geral. Os testes com latex parecem produzir reagoes positivas apenas durante a infecgao 
aguda, de modo que a obtengao de um resultado positivo em um unico teste e diagnostica. 210 A sensibilidade tem 
variado de 70 a 95%. 210,260 Apos infecgao por Coxiella burnetii, pode ocorrer produgao de anticorpos em duas fases 
biologicas do microrganismo. Os anticorpos para a fase II sao produzidos em primeiro lugar. Os anticorpos para a 
fase I, que aparecem dentro de varias semanas ou meses, podem alcangar niveis elevados em pacientes com 
endocardite causada por febre Q. Se os anticorpos para ambas as fases de Coxiella estiverem elevados em um 
paciente com endocardite com cultura negativa, existe a probabilidade de diagnostico de febre Q. 265 ’ 437 

Historicamente, o teste mais comum para diagnostico de riquetsiose tem sido o teste de Weil-Felix, em que sao 
detectados anticorpos antirriquetsias que exibem reagao cruzada com cepas de especies de Proteus. O teste surgiu 
em decorrencia da observagao casual de que as amostras de soro de pacientes com tifo aglutinavam cepas de 
Proteus vulgaris. Com a aquisigao de maior experiencia com testes sorologicos imunologicamente especificos, 
tomou-se evidente que o teste de Weil-Felix e insensivel e inespecifico. 211,260 ’ 475 Em algumas populagoes, tem sido 
mais comum obter um resultado positivo do teste de Weil-Felix em individuos que nao apresentavam febre 
maculosa das Montanhas Rochosas do que naqueles infectados. 4 75 Por conseguinte, esse teste foi apropriadamente 
relegado aos arquivos da historia da medicina laboratorial. 

Especies de Ehrlichia e Anaplasma 

A familia Anaplasmataceae e constituida por bacterias semelhantes a Rickettsia, que sao capazes de infectar os seres 
humanos, bem como uma variedade de especies animais, produzindo doengas como a pancitopenia canina tropical e 
a febre equina de Potomac (Tabela 23.23). 398 Esses microrganismos sao parasitas intracelulares obrigatorios que, a 
semelhanga das riquetsias, crescem no citosol das celulas infectadas. 

A ehrlichiose humana, que e um fenomeno recentemente reconhecido, e causada por varias especies distintas, 
entre as quais duas sao mais importantes: Ehrlichia chaffeensis, que infecta celulas monociticas humanas, 6,104 e 
Anaplasma phagocytophilum, que infecta celulas granulociticas. Ambas as especies sao transmitidas ao ser 
humano por carrapatos e produzem uma doenga febril com leucopenia, trombocitopenia e niveis sericos elevados de 
aminotransferase. 120 

Ehrlichiose monocitica humana. A variedade monocitica de ehrlichiose, causada por Ehrlichia chaffeensis, foi 
a primeira a ser reconhecida. Distribui-se amplamente pelo sudeste, meio-oeste e extremo oeste dos EUA. As 
ehrlichias monociticas foram documentadas no mundo inteiro. Em areas onde prevalecem carrapatos vetores, 
ocorreu soroconversao para Rickettsia rickettsii em 25% e para E. chaffeensis em 1,3% dos militares. 501 No sul da 
Georgia, a ehrlichiose monocitica humana foi sete a oito vezes mais prevalente do que a febre maculosa das 
Montanhas Rochosas. 144 O contato com carrapatos constitui um fator de risco tanto para a ehrlichiose monocitica 
quanto para a febre maculosa das Montanhas Rochosas. 7 Ocorreu um surto de ehrlichiose monocitica em uma 
comunidade de aposentados dedicados ao golfe (comunidade A) que fazia limite com uma area natural de animais 
silvestres. 440 Nao foram identificados casos em uma comunidade vizinha e no campo de golfe (comunidade B) que 
nao estavam circundados por uma area natural. A prevalencia de anticorpos contra E. chaffeensis na comunidade A 
alcangou 12,5%, ao passo que, na comunidade B, foi de 3,3%. Na comunidade A, foram encontrados milhares de 
carrapatos da especie A. americanum, enquanto foram detectados apenas tres carrapatos na comunidade B. Os 


fatores de risco associados a ehrlichiose incluem picadas de carrapato, contato com animais silvestres, nao utilizar 
repelentes de insetos e pratica do golfe. Entre os jogadores de golfe, os de maior risco foram os hookers e slicers, 
que estao constantemente recuperando suas bolas da parte acidentada do campo. A moral e a de que, se voce jogar 
golfe em uma area rural, deve utilizar repelente de insetos e dar tacadas certeiras na bola. 


Tabela 23.23 Algumas Ehrlichiae e microrganismos relacionados a doengas associadas. 3 


Microrganismo 

Doenga 

Hospedeiro 

Ehrlichia chaffeensis 

Ehrlichiose monocitica humana 

Seres humanos 

Ehrlichia ewingii 

Ehrlichiose granulocitica canina 

Caes 


Ehrlichiose por E. ewingii 

Seres humanos 

Ehrlichia canis 

Ehrlichiose monocitica canina 

Caes 

Anaplasma phagocytophilum 

Anaplasmose granulocitica humana 

Seres humanos 


Anaplasmose granulocitica canina 

Caes 


Anaplasmose granulocitica eguina 

Equinos 

Neorickettsia sennetsu 

FebredeSennetsus 

Seres humanos 

Neorickettsia risticii 

Febre eguina de Potomac 

Equinos 

Neorickettsia helminthoeca 

Doenga de envenenamento do salmao 

Salmao 


a Cortesia de J. Stephen Dumler, M.D. 


Os sintomas clinicos da ehrlichiose monocitica variam desde uma doenga febril inespecifica ate a ocorrencia de 
infecgao sistemica grave com falencia de multiplos orgaos. 12014 ' 1 Em um estudo de 237 pacientes infectados, 60,8% 
foram intemados. 156 A ehrlichiose monocitica grave com falencia de multiplos sistemas organicos tern sido 
confimdida com a purpura trombocitopenica trombotica 314 e com a sindrome do choque toxico. 141 Pode ocorrer 
doenga potencialmente fatal em individuos infectados pelo HIV. 35 

Podem-se observar massas de ehrlichias (morula) no interior do citoplasma dos monocitos infectados (Prancha 
23.2 G), porem essas estruturas diagnosticas raramente sao observadas na infecgao causada por E. chaffeensis. 120,122 
O diagnostico e estabelecido por sorologia, menos comumente por cultura do agente 78 e, com mais frequencia, por 
metodos moleculares. 

Anaplasmose granulocitica humana. O segundo microrganismo patogenico importante e o agente da 
anaplasmose granulocitica humana (AGH), que foi reconhecida pela primeira vez em Minnesota e Wisconsin por 
um infectologista alerta, que identificou a semelhanga das inclusdes granulociticas intracelulares com aquelas 
descritas na infecgao por E. chaffeensis . 15,87 O agente da AGH foi classificado como Anaplasma phagocytophilum; e 
geneticamente relacionado com o agente monocitico humano, E. chaffeensis, e com E. equi , porem e distinto o 
suficiente para justificar um novo genero. 121 Apesar da descrigao de variantes, 318 as cepas de A. phagocytophilum 
nos EUA exibem um elevado grau de uniformidade genetica. 119 

Nos EUA, o vetor mais importante e Ixodes scapularis (Capitulos 20 e 22 e Apendice I), o mesmo carrapato que 
transmite os microbios que causam a doenga de Lyme e a babesiose. ' <1 " A duragao da fixagao do carrapato necessaria 
para transmissao de A. phagocytophilum parece ser ligeiramente menor do que a necessaria para a infecgao por 
Borrelia burgdorferi, 110 ' 2 ' 1 porem a dinamica exata ainda nao foi esclarecida. Com base em estudos sorologicos, os 
pacientes no centro-norte dos EUA parecem ter sido infectados por todos os tres patogenos. 2 Nao e surpreendente 
que a distribuigao da AGH esteja se expandindo para cobrir a faixa de distribuigao do carrapato hospedeiro. Foram 
relatadas infecgoes em multiplas areas do centro-norte e leste dos EUA. A AGH tambem foi documentada na 
California, 14 ' bem como na Europa e na Asia. Em algumas partes dos EUA, a riquetsiose e a ehrlichiose precisam 
ser incluidas no diagnostico diferencial da doenga febril. 49 Foram descritas infecgoes duplas por ehrlichias e 
Rickettsia. 4 ' 0 Por conseguinte, pode ser importante incluir antigenos de todos os patogenos possiveis quando se 



procura estabelecer o diagnostico sorologico; a demonstragao de soroconversao assume importancia diagnostica 
ainda maior. 92 

A doenga cllnica parece ser semelhante aquela produzida por E. chaffeensis. A trombocitopenia e mais comum 
do que a leucopenia. A leucocitose e acompanhada de linfopenia relativa e absoluta. 14 Ocorrem tambem casos de 
pneumonite intersticial 393 e diplegia facial. 289 Foi relatada a ocorrencia de reinfeegao. 229 

O diagnostico laboratorial favorece o uso da sorologia e do diagnostico molecular. 2 As inclusoes intracelulares 
(morula) nos granulocitos (Prancha 23.2 H) parecem ser mais comuns do que as inclusoes na ehrlichiose 
monocltica, 13 mas pode haver uma tendenciosidade nas determinagoes quando nao se dispoe facilmente de suporte 
laboratorial para o diagnostico. A deteegao morfologica de morulas nessas infeegoes constitui um metodo de 
deteegao insensivel; entretanto, quando positiva, e altamente especifica. Foi relatada a cultura do microrganismo in 
vitro, 180 porem a confirmagao da maioria dos casos e realizada por tecnicas sorologicas, que estao disponiveis em 
laboratorios de referenda. 473 A tecnica mais comum consiste em imunofluorescencia indireta. Os anticorpos 
alcangam um pico dentro de 1 mes apos a infeegao e ainda podem ser detectados depois de 1 ano em cerca da 
metade dos pacientes. 2 A grande maioria dos pacientes sofre soroconversao, e uma pequena porcentagem 
permanece soropositiva durante varios anos. lh Embora alguns antigenos bacterianos exibam reagao cruzada entre os 
agentes da ehrlichiose/anaplasmose monocltica e granulocitica, as principais proteinas da membrana externa nao 
compartilham determinantes antigenicos. 49 " A analise por Western blot pode ajudar a solucionar os resultados 
sorologicos confusos. 

Foram descritos ensaios de amplificagao moleculares para esses microrganismos, e disp5e-se de reagentes no 
comercio. 31 ' 1 Dispoe-se tambem de ensaios validados em laboratorios de referencia. 

Outras infec$oes por ehrlichias. Ehrlichia ewingii e E. canis sao agentes da ehrlichiose granulocitica canina, 
que tambem pode causar doenga em seres humanos. 43 ’ 143 ’ 303 Foram tambem descritos outros agentes dentro desse 
grupo, denominado Neorickettsia, que causam doenga em seres humanos ( N. sennetsu), em equinos ( N. risticii) e em 
salmoes (N. helminthoeca). m Outros agentes que provavelmente irao ser classificados como especies de Ehrlichia, 
Anaplasma ou Neorickettsia estao sendo investigados. 
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'N. R. T. No Brasil, a caxumba nao e uma doen 9 a de notifica 9 ao compulsoria. Existem surtos, porem, nao temos dados 
oficiais. As esta 9 oes com maior ocorrencia de casos sao o inverno e a primavera. A vacina 9 ao contra a caxumba e ofertada 
para a popula 9 ao a partir de 12 meses. 

n N. R. T. O Brasil estava livre do sarampo desde 2015. Contudo, casos foram detectados em imigrantes no norte do pais 
(Roraima). O esquema vacinal vigente conta com primeira dose da vacina triplice viral aos 12 meses de idade e segunda dose 
aos quatro anos de idade. 

m N. R. T. Nos ultimos 50 anos, a incidencia da doen 9 a aumentou em mais de 30 vezes e aproximadamente 2,5 bilhoes de 
pessoas vivem em paises endemicos. No Brasil, em 2016, foram registrados 1.500.535 casos provaveis de dengue e, em 2015, 
1.688.688. Em 2017, foram registrados 144.326 casos provaveis de dengue no pais, com uma incidencia de 70,0 casos/100 
mil habitantes, e outros 100.107 casos suspeitos foram descartados. (Boletim Epidemiologico v. 48, n. 16/2017. Secretaria de 
Vigilancia em Saiide > Ministerio da Saiide.) 

1V N. R. T. No Brasil, em 2016, foram registrados 215.319 casos provaveis de febre pelo virus Zika, com 8 obitos confirmados. 
Em 2017, houve registro de 9.351 casos provaveis. Uma taxa de incidencia de 4,5 casos/100 mil habitantes; destes, 3.356 
(35,9%) foram confirmados. Nao houve registro de obitos em 2017. (Boletim Epidemiologico v. 48, n. 16/2017. Secretaria de 
Vigilancia em Saiide > Ministerio da Saiide.) 

n N. R. T. No Brasil, em 2016, foram registrados 271.824 casos provaveis de febre de Chikungunya. Foram confirmados 196 
obitos por febre de Chikungunya. Em 2017, foram registrados 80.949 casos provaveis e uma taxa de incidencia de 39,3 
casos/100 mil habitantes; destes, 28.225 (34,9%) foram confirmados, com 13 obitos confirmados laboratorialmente. (Boletim 
Epidemiologico v. 48, n. 16/2017. Secretaria de Vigilancia em Saiide > Ministerio da Saiide.) 

VI N. R. T. No Brasil, em estudo conduzido com 510 crian 9 as, G9 foi o genotipo G predominante, seguido de G2 e Gl. P [4] e 
P [8] foram os tipos P predominantes. Apos a introdu 9 ao da vacina, observou-se a predominance do genotipo G2P [4]. 
(Munford V et al. J Infect Dis. 2009 Nov 1;200 Suppl 1:S106-13. doi: 10.1086/605037; Safadi MA et al. Pediatr Infect Dis J. 
2010 Nov;29(ll):1019-22. doi: 10.1097/INF.0b013e3181e7886a.) 

VII N. R. T. Tal era a cren 9 a, mas hoje sabemos que tais celulas sao clone de FleLa. 



APENDICE I 

Ectoparasitas e Outros Invertebrados no 
Laboratorio Ch'nico | Um Breve Guia 


Envio das amostras ao laboratorio 

Arachnida | Carrapatos, acaros e aranhas 

Ixodidae 

Especies de Ornithodoros 

Acaros 

Aranhas 

Insecta | Moscas, percevejos, pulgas e piolhos 

Larvas de moscas produtoras de mii'ase 
Dermatobiahominis (mosca-do-berne humana) 
Cordylobia anthropophaga (mosca tumbu) 
Outras moscas 
Mosquitos 

Percevejos ou Hemiptera 

Pulgas 

Piolhos 


Os ectoparasitas sao organismos que vivem no interior ou na superficie da pele de um hospedeiro, do qual recebem a 
sua nutrifao. Por conseguinte, a rela^ao existente e parasitaria ou, possivelmente, simbiotica. A durapao do contato 
varia de acordo com o tempo necessario para fazer uma refei?ao de sangue, incluindo dias, semanas ou ate meses de 
associafao. Os organismos que entrain em contato casualmente com um hospedeiro (p. ex., moscas-domesticas) ou sem 
obter qualquer beneficio (p. ex., escorpioes, abelhas e aranhas), nao sao, no sentido estrito, ectoparasitas, embora sejam 
de importancia cl in ica." 4 

Os artropodes sao invertebrados com apendices articulados (como o proprio nome indica) e um exoesqueleto de 
quitina. Sao reconhecidos, ha muito tempo, como causa direta ou indireta de doen^as humanas. Alem de provocar dano 
direto ao hospedeiro humano, eles podem servir como vetores para a transmissao de agentes infecciosos e facilitar a 
entrada do agente no hospedeiro humano. Em alguns casos, o artropode atua como simples carreador, depositando o 
agente infeccioso no ambiente proximo, onde podera entrar em contato com a vitima potencial. Um exemplo dessa 
situa?ao e a transmissao de patogenos bacterianos, como Shigella, de um lugar para outro no corpo de moscas ou 
baratas. 2,45 Uma rela^ao muito mais intima ocorre quando o artropode e o mediador direto de lesao celular, ou quando 
um inseto picador transmite um agente infeccioso no tecido da vitima. A maioria dos insetos picadores ingere o agente 
infeccioso quando se alimentam de sangue de um ser humano ou de um mamifero nao humano infectados, de modo que 
esses insetos sao considerados como reservatorio de infec?ao. Quando um inseto pica um animal ou ser humano, ele 
frequentemente injeta secre^oes salivares que contem enzimas e anticoagulantes destinados a pennitir a ingestao de uma 
refeipao de sangue. Se o agente infeccioso se deslocar do intestino do inseto para a hemolinfa e, subsequentemente, 
alcanpar as glandulas salivares, a in feci; do e transmitida pelas secrepoes salivares por ocasiao da picada. 43 Se o agente 
infeccioso estiver presente no intestino - com ou sem material infectante na saliva —, o agente microbiano pode ser 
excretado nas fezes quando o artropode defeca apos a ingestao de sangue. A entrada do agente a partir das fezes no local 
da picada e facilitada quando o hospedeiro copa o local da irrita^ao. 



A lista de artropodes de importancia clinica continua se expandindo, assim como a lista de doenpas que eles 
produzem. Ao mesmo tempo, os laboratories clinicos estao recebendo numeros cada vez maiores de amostras para 
identificapao. Muitos artropodes que sao de grande importancia em doenpas infecciosas humanas sao raramente ou 
nunca vistos em laboratories de microbiologia clinica, visto que os insetos nao foram observados por ocasiao da picada, 
foram exterminados ou nao foram coletados para exame. Outros artropodes importantes, como os escorpioes, sao 
encontrados em areas geograficas localizadas. Por outro lado, os microbiologistas clinicos podem ser chamados para 
identificar insetos que causam alarme pela sua presenga, muito embora nao tenham causado dano nenhum. 

Essa segao destina-se a ajudar o leitor a compreender a importancia medica e a identificagao laboratorial de alguns 
artropodes que podem ser encontrados no laboratorio clinico. Um esquema abreviado de classificagao e apresentado na 
Tabela A. 1, enquanto o Boxe A. 1 fornece definigocs selecionadas, bem como a taxonomia relacionada dos ectoparasitas 
de importancia para os seres humanos. O leitor deve consultar livros excelentes de referenda para uma informagao mais 
detalhada. 17 - 20 - 40 ’ 49 ’ 54 - 56 


Tabela A.1 Classificagao dos artropodes de importancia medica. 


Classe 

Ordem ou subdasse 

Exemplos 

Lesao direta ou infeegoes transmitidas 

Diplopoda 


Milipedes 

Direta 

Chilopoda 


Centopeias 

Direta 

Hexapoda (Insecta) 

Hemiptera 

Percevejos 

Direta 



Barbeiros 


Hexapoda (Insecta) 

Siphonaptera 

Pulgas 

Direta 

Hexapoda (Insecta) 

Anoplura 

Piolhos-sugadores 

Direta; tifo; febre das trincheiras, febre 

recorrente 

Hexapoda (Insecta) 

Dictyoptera 

Baratas 

Problemas sanitarios; reapes alergicas 

Hexapoda (Insecta) 

Hymenoptera 

Formigas, vespas, abelhas 

Direta 

Hexapoda (Insecta) 

Coleoptera 

Besouros 

Direta 

Hexapoda (Insecta) 

Diptera 

Moscas, mosquitos, mosquito-polvora 

Direta; arbovirus; infeegao parasitaria; 

Bartonella, Franclsella 

Hexapoda (Insecta) 

Lepidoptera 

Traps, borboletas, lagartas 

Direta 

Pentastomida 


Pentastomideos 

Direta 

Arachnida 

Subdasse: Scorpiones 

Escorpioes 

Direta 

Arachnida 

Subdasse: Araneae 

Aranhas 

Direta 

Arachnida 

Subdasse: Acari 

Carrapatos, acaros, micuim 

Direta; Borrella, arbovirus; Ehrlichia; 

Anaplasma, Rickettsia, Franclsella 


Boxe A.1 


Ectoparasitas: definpoes e taxonomia 

Filo Arthopoda: Os organismos desse filo apresentam um exoesqueleto duro e articulado, com patas articuladas simetricamente pareadas. Das cinco 
classes de artropodes, apenas as classes Arachnida e Insecta atuam como vetores de doenp humana. 

Classe Arachnida (carrapatos, acaros e aranhas): Essa dasse de artropodes caracteriza-se pela ausencia de asas, presenga de quatro pares de patas e 
fusao da cabega e do torax em um cefalotorax. 

Os carrapatos sao maiores que os acaros, possuem um corpo coriaceo, que pode ser liso ou coberto de pelos curtos, um hipostomio exposto e um par 
de espiraculos proximo as coxas do quarto par de patas. Sao divididos em argasideos ou carrapatos moles (as especies de Ornithodoros sao de importancia 




para o homem), e ixodi'deos ou carrapatos duros, incluindo os generos Dermacentor, Amblyomma e Ixodes, que sao responsaveis pela transmissao de 
agentes de varias riquetsioses, doengas virais, bacterianas e espiroqueti'deos. 

Os acaros sao menores que os carrapatos, apresentam uma cobertura coriacea e possuem urn hipostomio que pode ser desarmado. Os acaros de 
importancia para os seres humanos sao os acaros trombiculideos, e os acaros da sarna da familia Sarcoptidae, que induem 5. scablel, o agente da 
escabiose, e Demodexfolllculorum, que infesta os foli'culos pilosos e as glandulas sebaceas. 

As aranhas nao sao segmentadas e possuem urn abdome com pelos do qual saem quatro pares de patas por meio de uma constrigio delgada. Elas 
tambem possuem urn par de mandibulas venenosas atraves das quais flui o veneno a partir de urn par de glandulas no cefalotorax. A aranha-marrom 
redusa, a viuva-negra e a aranha Tegenaria agrestls causam mais frequentemente picadas dolorosas e toxicas aos seres humanos. 

Classe Insecta (moscas, mosquitos, percevejos, pulgas e piolhos): Essa dasse de artropodes inclui organismos com o corpo dividido em tres partes - 
cabe^a, torax e abdome -, com tres pares de patas. A ordem Hemiptera e composta pelos percevejos, que induem percevejos alados ou nao alados, e os 
piolhos, que tern peps bucais adaptadas para perfurar e sugar; a ordem Diptera (duas asas) inclui moscas e mosquitos, e a ordem Siphonaptera inclui as 
pulgas, que nao tern asas e possuem peps bucais adaptadas para sugar sangue. 

As moscas sao insetos com duas asas, que atuam como vetores para a transmissao de varios agentes de doenp humana. Estao incluidos os mosquitos 
Phlebotomus (leishmaniose), o bomchudo Slmullum (oncocercose), a mosca do genero Chrysops (Loaloa ) e a mosca Glossina ou tse-tse (tripanossom(ase). 
Os mosquitos transmitem uma variedade de doenps cujos agentes sao virus, protozoarios e helmintos, mais notadamente a malaria e a filariase. Os seres 
humanos tambem podem ser infestados pelas formas larvares das moscas, uma condipo conhecida como mii'ase. 

Os percevejos picadores e sugadores de sangue de importancia na doenp humana induem Clmexlectularlus, o percevejo comum, e os "barbeiros" da 
familia Reduviidae, que transmitem o agente etiologico da tripanossomiase sul-americana (doenp de Chagas). 

As pulgas sao pequenos insetos marrons, sem asas, lateralmente comprimidos e sugadores de sangue, mais notavelmente citados com vetores na 
transmissao dos agentes da peste bubonica e tifo murino. As pulgas tambem estao envolvidas na transmissao de doenps parasitarias, incluindo a tenia do 
cao, Dlpylldlum caninum, e a tenia do rato, Hymonolepis diminuta. 

Os piolhos sao insetos sem asas, achatados dorsoventralmente, que induem tres especies de importancia para os seres humanos: Pedlculus humanus 
subespecie capitis (piolho-da-cabep), Pedlculus humanus subespecie corporis (piolho-do-corpo) ePhthirus pubis (piolho-do-pubis). A ordem inclui piolhos 
tanto picadores quanto sugadores; entretanto, apenas estes ultimos, na subordem Anoplura, sao ectoparasitas dos seres humanos. Os piolhos sao vetores 
importantes do tipo epidemico e da febre recorrente. 


Envio das amostras ao laboratorio 

Tendo em vista a diversidade de especies encontradas na entomologia medica, e dificil recomendar um unico metodo 
para o envio das amostras. Em geral, o etanol a 70% e adequado como conservante para a maioria das amostras, 
impedindo tambem a fiiga do artropode ou a ocorrencia de infecgao. O etanol a 70% deve ser colocado com a amostra 
em um recipiente limpo, de modo que o artropode esteja totalmente submerso. Os especimes podem escurecer apos 
periodos extensos de conservagao, anulando a utilidade de diferengas de coloragao para identificagao depois de longos 
periodos de fixagao. Nao observamos qualquer degradagao da cor em amostras conservadas em etanol a 70% por um 
periodo de varios dias, que e o tempo habitual entre a coleta e o processamento. 

O formol e a solugao salina esteril podem ser satisfatorios; entretanto, de modo geral, tem mais desvantagens 
quando comparados com o etanol. Os insetos voadores devem ser mortos usando gases, como clorofonnio, e, em 
seguida, conservados secos. 18 Garcia fomece uma formula para o meio de Berelese, que ela sugere como boa solugao 
para uso na maioria das amostras. 18 Foi sugerido matar as larvas de moscas em agua quente para exame. 17 Se houver 
qualquer duvida, e conveniente verificar as recomendagoes especificas do laboratorio que ira processar a amostra. 

O metodo preferido para a retirada de carrapatos e segura-los com ping as finas o mais proximo possivel do local de 
penetragao, sem beliscar a pele. Manter uma pressao externa continua enquanto se ergue o carrapato para cima e para a 
frente habitualmente remove o especime intacto. 36 O capitulo dos carrapatos duros constitui uma importante 
caracteristica de identificagao. Os especimes que sao degradados, devido a sua remogao inadequada, sao mais dificeis 
de identificar. 

Os materials e as tecnicas necessarios para o exame dos artropodes sao simples. Pode-se obter um pequeno aumento 
com lupa ou, de modo ideal, com um estereomicroscopio. Pode-se obter tambem um aumento pequeno a moderado com 
uma objetiva de baixo aumento (p. ex., 2x ou 4x) e um microscopio composto. Uma boa fonte de iluminagao e 
essencial para a observagao. As lampadas de fibra optica fomecem uma excelente iluminagao sem aquecimento e 
ressecamento excessivo da amostra. As lampadas com bragos flexiveis permitem um controle maximo do angulo de 
iluminagao. A amostra pode ser mais bem manipulada com um par de agulhas de dissecgao. 

Em circunstancias excepcionais, quando a cultura do patogeno potencial a partir do vetor e considerada, o inseto nao 
deve ser fixado. Se a amostra ja estiver fixada antes de seu envio ao laboratorio, os metodos moleculares modemos 



possibilitam a identificagao especifica de agentes infecciosos por meio de amplificagao dos acidos nucleicos. 

Arachnida | Carrapatos, acaros e aranhas 

Os carrapatos sao artropodes da subordem Ixodida, que e dividida em tres familias, duas das quais, Ixodidae (carrapatos 
duros) e Argasidae (carrapatos moles), foram estabelecidas como vetores de do eng as humanas. 36,5 ' Na familia Ixodidae, 
a porgao anterior do corpo e endurecida e constituida por um escudo (“escudo dorsal”) e um capitulo facial anterior 
(“cabega”), o que explica o termo “carrapato duro”. 51 Os generos mais comumente enviados ao laboratorio de 
microbiologia sao Ixodes, Dermacentor e Amblyomma. Os carrapatos da familia Argasidae possuem uma superficie 
externa semelhante a couro, sem escudo, e possuem pegas bucais de localizagao ventral. 51 Nessas ultimas decadas, os 
carrapatos duros tem sido cada vez mais reconhecidos como importantes vetores de uma grande variedade de doengas 
humanas, cuja diversidade e maior que a de qualquer outro grupo de artropodes. 51 Nos EUA, os carrapatos duros sao 
mais prevalentes do que os moles e constituem vetores mais importantes de patogenos humanos. A identificagao de um 
carrapato enviado ao laboratorio deve incluir a descrigao da especie, o estagio do ciclo de vida, o sexo dos adultos, o 
nivel de ingurgitamento e as condigoes das pegas bucais. 

Ixodidae 

Biologia dos carrapatos duros. Os carrapatos duros possuem um ciclo de vida que consiste em quatro estagios: 
ovo, larva, ninfa e adulto sexualmente dimorfico. As larvas dos carrapatos possuem seis patas, o que constitui um 
aspecto essencial para sua identificagao (Prancha A.l A). Enquanto as ninfas e os adultos apresentam oito patas. Os 
estagios imaturos carecem de abertura genital, porem assemelham-se a femeas adultas nos demais aspectos. Ambos 
apresentam um escudo que cobre um tergo a metade do dorso nas femeas e possibilita uma ingestao prolifera de sangue 
e liquidos teciduais (Prancha A.l B). A alimentagao e necessaria para que as femeas adquiram fertilidade, e seu peso 
corporal pode aumentar ate 100 vezes durante a alimentagao. 36,51 Os machos tem um escudo que recobre quase todo o 
dorso (Prancha A.l B), bem como placas ventrais endurecidas, o que limita o ingurgitamento na maioria das especies, 
se o carrapato-macho chegar a se alimentar. 

Os vetores importantes de doenga humana nos EUA sao carrapatos de tres hospedeiros, o que significa que cada 
fase do ciclo de vida alimenta-se em um hospedeiro, quando entao o carrapato o abandona para softer muda na proxima 
fase do ciclo biologico, em um microambiente apropriado, como folhas ou ninho. 51 O processo continua ate que ocorra 
acasalamento dos adultos. A copula pode ocorrer no hospedeiro ou fora dele, dependendo da especie. Apos a copula, a 
femea procura um ambiente apropriado, onde deposita centenas a milhares de ovos, dependendo da especie, 36 ’ 51 e, a 
seguir, morre. A duragao de um ciclo de vida, que e de 1 a 2 anos em media, varia com a presenga ou ausencia de 
condigoes ambientais ideais e disponibilidade de um hospedeiro apropriado/ 1 Em condigoes adversas, os carrapatos sao 
capazes de longos periodos de diapausa, uma fase de torpor em que o carrapato secreta uma saliva higroscopica, que 
lhes permite absorver a umidade, aumentando a sobrevida ate que melhorem as condigoes de busca de um hospedeiro. 

Os carrapatos duros sao, em sua maioria, habitantes de tocas ou ninhos, vivendo suas vidas em um ambiente 
fechado, alimentando-se em um hospedeiro prontamente disponivel. Nessas especies, o contato humano e rare ou 
inexistente. Ixodes spinipalpus e os ratos-silvestres perpetuam um ciclo enzootico de infecgao por B. burgdorferi no 
Colorado. ’ 1 A ausencia de infecgao humana pode ser atribuida a falta de contato entre I. spinipalpus e seres humanos. 

Em apenas alguns casos, a especificidade do hospedeiro coloca os carrapatos infectados em um ambiente que 
promova o contato com seres humanos, tomando-os mais competentes como vetores de doenga. O hospedeiro preferido 
de I. scapularis nos estagios iniciais da vida e Peromyscus leucopus, o camundongo de patas brancas, conhecido por ser 
o reservatorio de Babesia microti bem como de Borrelia burgdorferi nessas localidades. Embora o reservatorio de 
Anaplasma ( Ehrlichia) phagocvtophila pennanega incerto, I. scapularis constitui o vetor documentado. O hospedeiro 
preferido dos carrapatos adultos e o veado-de-cauda-branca da Virginia ( Odocoileus virginianus), um animal cuja 
distribuigao alcanga grandes distancias e que esta se expandindo para incluir areas de densa populagao humana. Com a 
capacidade de abrigar e transmitir multiplos patogenos e a disponibilidade para alimentar-se em seres humanos, I. 
scapularis e um vetor competente. Por outro lado, I. scapularis no sudeste e I. pacificus no noroeste sao menos 
competentes como vetores da borreliose de Lyme. A seletividade dos hospedeiros parece constituir a razao disso. Os 
hospedeiros preferidos em ambos os casos sao lagartos, nos quais os espiroquetas se multiplicam de modo precario. 
Esse fenomeno biologico pode ser responsavel pelo menor numero de casos notificado no oeste e pela ausencia virtual 
de casos relatados no sudeste. 31,55 

Os carrapatos procuram seu hospedeiro por meio de busca, um estilo de emboscada passivo de procura do 
hospedeiro, em que eles sobem em gramas e vegetagao herbacea baixas, aguardando para se fixar a um hospedeiro que 


esteja passando. 1 Por outro lado, algumas especies procuram ativamente a sua presa. Amblyomma americanum e a 
unica especie no grupo de carrapatos discutidos aqui que busca ativamente um hospedeiro. 36 As especies que 
comumente procuram hospedeiros humanos parecem ter preferencias anatomicas para a sua fixagao. 14 Dermacentor 
variabilis prefere a cabega e o pescogo, enquanto Amblyomma americanum tem mais tendencia a se fixar nas nadegas, 
virilha ou pemas. Ixodes scapularis e onipresente e fixa-se a todas as partes do corpo, sem nenhuma preferencia obvia 
por qualquer local em particular. 

As areas geograficas dos carrapatos parecem estar se expandindo. A explosao na populagao de veados-de-cauda- 
branca da Virginia em areas de densa populagao humana pode ser uma razao. Outra explicagao seria a de que o atual 
estilo de vida nos EUA promove atividades ao ar livre, colocando as pessoas em estreita proximidade com os carrapatos 
em seu ambiente natural. 

Dentro do ciclo de vida de um carrapato, um patogeno pode ser adquirido de duas maneiras: (1) transestadial 
(horizontal; isto e, de larva para ninfa, de ninfa para adulto) ou (2) transovariana (vertical, isto e, da femea gravida para 
os ovos). 51 As larvas de Ixodes scapularis sao incapazes de transmitir a doenga de Lyme, visto que B. burgdorferi nao e 
transmitida verticalmente, porem adquirida de um hospedeiro reservatorio. 56,51,54 O hospedeiro preferido das larvas e 
ninfas de I. scapularis e o camundongo de patas brancas ( Peromyscus leucosis), o principal reservatorio de B. 
burgdorferi, B. microti e A. phagocytophilum nas areas endemicas. Foi documentado um ciclo paralelo para A. 
phagocytophilum entre coelhos de cauda de algodao e Ixodes dentatus , 21 embora essa especie se alimente em seres 
humanos com muito menos frequencia do que /. scapularis. Os carrapatos adquirem B. burgdorferi ou A. 
phagocytophilum enquanto se alimentam. Por outro lado, Rickettsia rickettsii, o agente etiologico da febre maculosa das 
Montanhas Rochosas, e transmitida verticalmente da femea infectada de Dermacentor variabilis para a sua 
progenie,’ 6 '" 1 tornando as larvas vetores potenciais. 

O nivel de ingurgitamento fomece uma estimativa aproximada do tempo de alimentagao. B. burgdorferi habita o 
intestino medio de I. scapularis infectado. Quando o carrapato se alimenta, o espiroqueta multiplica-se e comega a 
migrar pela hemolinfa. Sao necessarios 2 a 3 dias para que o espiroqueta alcance a glandula salivar do carrapato, 13,41,52 
onde, no processo de eliminar o excesso de agua para dar espago a refeigao de sangue, o carrapato regurgita no local de 
alimentagao, inoculando assim o espiroqueta e infectando o hospedeiro. 50 Em estudos experimentais, ninfas e femeas de 
I. scapularis foram colocadas em hospedeiros roedores para se alimentarem por periodos de tempo defmidos. Tendo em 
vista o fato de que o tamanho do corpo aumenta, enquanto o do escudo rigido permanece constante, foram 
desenvolvidas equates de regressao, baseadas na relagao entre tamanho do corpo e largura do escudo, denominada 
“indice escutal”. O indice escutal e considerado um preditor mais acurado do tempo de alimentagao do que uma 
estimativa visual subjetiva. 13,52 No caso da doenga de Lyme, a identificagao de um especime nao ingurgitado de /. 
scapularis com peg as bucais intactas deve sugerir um breve contato com o hospedeiro, tornando a transmissao 
duvidosa, mesmo que o paciente tenha viajado para uma area endemica. Anaplasma {Ehrlichia) phagocytophilum 
parece ser transmitido um pouco mais rapidamente do que B. burgdorferi, de modo que o grau de ingurgitamento e o 
indice escutal podem ser menos uteis para avaliar a probabilidade de inoculagao do patogeno no paciente. 10,26 Sao 
necessarios mais estudos para elucidar essa questao. 

As ninfas sao consideradas o estagio mais provavel de transmitir doengas, em virtude de seu pequeno tamanho que 
frequentemente peunite que elas completem a alimentagao sem serem detectadas (Prancha A.l B). Uma elevada 
porcentagem de doengas relacionadas com carrapatos manifesta-se no final da primavera e nos meses de verao, devido a 
atividade aumentada das ninfas. 

Relagao com a doenga. A historia de Ixodidae e longa na medicina veterinaria e mais recentemente intensa na 
doenga humana. Os Ixodidade (carrapatos duros) sao vetores de uma ampla variedade de patogenos associados a 
doengas humanas, 51 incluindo espiroquetas, Rickettsia, bacilos gram-negativos, virus, protozoarios e neurotoxinas. As 
especies descritas aqui estao associadas a um ou a uma combinagao desses agentes (Tabela A.2). 

As infecgoes transmitidas por carrapatos podem apresentar sintomas iniciais vagos semelhantes, como febre, fadiga 
e outros sintomas de tipo gripal, o que toma problematico o estabelecimento de um rapido diagnostico acurado, 11,32,36,54 
tendo em vista que a terapia com antibioticos difere, dependendo do agente envolvido. Na maioria dos casos, as doengas 
transmitidas por carrapatos sao leves e regridem com um diagnostico acurado precoce, seguido de tratamento 
apropriado. Um diagnostico incorreto pode levar a aumento de morbidade, infecgao cronica e, em raros casos, morte. 

Tabela A.2 Carrapatos duros e doengas associadas com sua distribuigao geografica. 

Especie de carrapato Doenga Area geografica 



Ixodes scapularis 

Doen^a de Lyme 

Anaplasmose granulodtica humana 

Babesiose 

Leste e centro-oeste alto dos EUA 

Ixodes pacificus 

Doen^a de Lyme 

Noroeste dos EUA 

Dermacentor variabilis 

Febre maculosa das Montanhas Rochosas 

Tularemia 

Paralisia por picada de carrapato 

Dois tergos do leste dos EUA, costa oeste dos EUA 

Dermacentor andersoni 

Febre maculosa das Montanhas Rochosas 

Febre do carrapato do Colorado 

Paralisia por carrapato 

Estados das Montanhas Rochosas 

Amblyomma americanum 

Ehrlichiose monocitica humana 

Centro sul dos EUA, sudeste dos EUA, estados do medio 

Atlantico tanto ao norte quanto ao sul do estado de Nova 

York 

Ixodes cookei 

Tularemia 

Virus Powassan 

Nordeste dos EUA e sudeste do Canada 

Ixodes marxi 

Virus Powassan 

Nordeste dos EUA e sudeste do Canada 


Parece provavel a ocorrencia de coinfecgao apos picadas de carrapatos. J Embora nao constitua uma prova de 
coinfecgao, em contraste com a infecgao sequencial, os estudos sorologicos mostraram que, em areas endemicas de 
sobreposigao, pacientes com doenga de Lyme clinica apresentam anticorpos contra Babesia ou Ehrlichia:' Ha algum 
tempo, Babesia era considerada o agente etiologico da doenga de Lyme, visto que os pacientes com diagnostico de 
babesiose apresentavam eritema migratorio, que atualmente se sabe ser caracteristico da infecgao por B. burgdorferi. 

Certas especies sao vetores de patogenos especificos. Por exemplo, a doenga de Lyme e bem documentada no 
mundo inteiro. Ixodes scapularis e defmido como vetor de Borrelia burgdorferi, o espiroqueta da doenga de Lyme, nas 
regioes nordeste e do centro-oeste alto dos EUA. Em outros lugares, I. ricinus (Europa), I. persulcatus (Asia) e I. 
pacificus (noroeste dos EUA) sao os vetores. Na atualidade, outras especies de Ixodes nao sao consideradas como 
vetores competentes. No leste dos EUA, a identificagao de uma especie de Ixodes diferente de I. scapularis iria excluir a 
doenga de Lyme, embora fosse necessario considerar a presenga de um segundo carrapato nao percebido se a 
apresentagao clinica fosse classica (presenga de eritema migratorio) 35 ' 50 ’ 54 . No sul dos EUA, uma borreliose semelhante 
a de Lyme causada por Borrelia lonestari, semelhante a B. theileri (o agente da borreliose bovina), foi atribuida a 
exposigao ao Amblyomma americanum (carrapato-estrela solitaria). 24 

A paralisia por picada de carrapato e uma doenga fascinante de patogenese dcsconhecida. 2 4,1 A paralisia flacida 
aguda pode simular o botulismo e a sindrome de Guillain-Barre; a retirada do carrapato produz uma reversao rapida e 
notavel da paralisia. Nao ocorrem sequelas. Embora mais de 60 especies de carrapatos possam produzir paralisia por 
picada de carrapato em animais, apenas Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis e Ixodes holocyclus (o 
carrapato de marsupial australiano) picam os seres humanos. Na America do Norte, a doenga ocorre mais comumente 
nos estados do sudeste e noroeste e na Columbia Britanica. 

Distribuipao geografica. A distribuigao geografica dos carrapatos duros esta resumida na Tabela A.2; tambem esta 
disponivel online nos Centers for Disease Control and Prevention em 
http://www.cdc.gov/ticks/geographic_distribution.html, bem como em outros locais. 

Ixodes scapularis. Antigamente denominado Ixodes dammini no nordeste e Ixodes scapularis em outras partes, 
ambos sao atualmente considerados pela maioria das autoridades como uma variedade do norte e do sul da mesma 
especie, devido a sua capacidade de acasalamento bem-sucedido. 4,54 O nome Ixodes scapularis tem precedencia 
taxonomica. /. scapularis ocupa uma ampla extensao do leste das Montanhas Rochosas, embora as populates 
infectadas par eg am ser focais no centro-oeste alto e no nordeste, desde Maryland ate o sul da Nova Inglaterra. 



Ixodes cookei. A distribui?ao do Ixodes cookei (carrapato da marmota) sobrepoe-se a de I. scapularis-, e encontrado 
principalmente no nordeste dos EUA e sudeste do Canada. 

Ixodes marxL Ixodes marxi (carrapato do esquilo) tambem tern uma distribui?ao que se sobrepoe aquela de I. 
scapularis no nordeste dos EUA e sudeste do Canada. 

Dermacentor spp. Dermacentor variabilis (carrapato do cao) encontra-se amplamente distribuido por todo o leste 
das Montanhas Rochosas nos EUA. A ampla faixa e os habitos de busca do hospedeiro de D. variabilis aumentam a 
incidencia de contato com seres humanos, em compara?ao com outras especies de Dermacentor. 

Dermacentor andersoni esta distribuido nos estados das Montanhas Rochosas e constitui o carrapato descrito por 
Ricketts como vetor da febre maculosa das Montanhas Rochosas no Bitter Root Valley em Idaho. 60 

Amblyomma americanum. Amblyomma americanum (o carrapato-estrela solitaria) encontra-se amplamente 
distribuido no sul (leste das Montanhas Rochosas) e no leste ao sul do estado de Nova York. Ha indicates de que a 
faixa possa se estender na Nova Inglaterra. A. americanum e singular entre as especies descritas de carrapato pelo fato 
procurar ativamente um hospedeiro/ 6,51 

Identificagao. Os acaros (carrapatos e acaros) distinguem-se de outros aracnideos pela ausencia de segmenta^ao 
obvia. Ha fusao de um prossoma anterior (apendices) como o opistossoma (abdome). Um gnatossoma (capitulo) onde se 
encontram as pe?as bucais e tipico dos Acari/ 1 As Figuras A.l e A.2 representam as vistas dorsal e ventral, 
respectivamente, de um carrapato duro generico. Os desenhos foram feitos para incluir o maior numero possivel de 
caracteristicas essenciais. Segue-se um glossario das caracteristicas de identificagao mostradas nessas figuras. Todas as 
caracteristicas sao liteis para a identifica?ao dos carrapatos. O tamanho, a localiza^ao, a cor e a presen^a ou ausencia de 
cada caracteristica podem ser importantes. 
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■ FIGURA A.l Diagrama generico do dorso de um carrapato duro. 
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■ FIGURA A.2 Diagrama generico do aspecto ventral de um carrapato duro. 

A. Capitulo: A porpao anterior do corpo, incluindo a base do capitulo, o hipostomio, as queliceras e os palpos. 

B. Base do capitulo: A base do capitulo na qual as pec;as bucais estao fixadas. (O comprimento do capitulo em relapao 
a base do capitulo e util na identificapao.) 

C. Hipostomio: A estrutura mediana das pec;as bucais paralela aos palpos e entre eles. O hipostomio sustenta estruturas 
semelhantes a dentes, denominadas denticulos. Os denticulos aparecem no hipostomio em um arranjo especifico, 
denominado “formula dentaria” (relapao entre denticulos do lado esquerdo e denticulos do lado direito). Por 
exemplo, Ixodes scapularis tem uma formula dentaria de 3/3, que passa a ser de 2/2 a medida que progride 
posteriormente. 

D. Palpos: Pares de apendices moveis localizados paralelamente ao hipostomio. 

E. Escudo: A placa dorsal endurecida posterior ao capitulo. 

F. Coxa: O segmento basal das pernas. As coxas sao numeradas de I a IV, estando a coxa I localizada mais proximo ao 
capitulo. 

G. Esporoes coxais: Proje?ao da margem posterior da coxa. Os esporoes na face mediana sao denominados esporoes 
internos, enquanto aqueles localizados na face lateral sao os extemos. Ha pouca ou nenhuma variagao no tamanho 
ou na configurable:) dos esporoes de um especime para outro da mesma especie. 

H. Orificio genital: Abertura externa dos orgaos genitais, localizada ventralmente no eixo mediano, entre as coxas. 

I. Sulco anal: Sulco semicircular que se curva ao redor do anus em algumas especies. Nas especies de Ixodes a curva e 
anterior ao anus. Nos outros generos, a curva e posterior ou esta ausente. 

J. Placas espiraculares: A abertura externa do sistema respiratorio, localizada ventralmente, posterior a coxa IV nas 
margens laterals. Sao uteis na diferencia^ao do macho I. scapularis do macho I. cookei e do macho I. marxi. 

K. Festoes: Areas retangulares separadas por sulcos distintos, localizados na margem posterior de alguns carrapatos 
duros. Os festoes estao ausentes em Ixodes spp. 

L. Placas ventrais: Grupo de placas de tamanho e fonnato defmidos, localizadas na superficie ventral dos machos 
adultos. Iremos nos referir especificamente a placa anal ao descrever Ixodes spp. 

M. Omamenta^ao: Alguns carrapatos sao descritos como carrapatos omamentados, com base na presenpa de marcas 
coloridas distintas em determinadas especies. D. variabilis e A. americanum sao carrapatos omamentados. 

N. Olhos: Marcas ovoides omamentadas nas margens laterals do escudo de alguns carrapatos. 

O. Areas porosas: Areas lembrando os “olhos” encontradas no dorso da base do capitulo de carrapatos adultos. 

Ixodes scapularis. Uma importante caracteristica de todas as especies de Ixodes e a presen?a de um sulco em forma 

de U voltado anteriormente, que circunda o anus e termina na margem posterior da superficie ventral (Figura A.3 e 

Prancha A.l C). Outros generos de carrapatos duros carecem dessa caracteristica. 51 As ninfas e femeas adultas de /. 





scapularis apresentam um escudo em formato oval (Prancha A. 1 B), que ocupa aproximadamente metade do tamanho 
do dorso em especimes nao ingurgitados. O escudo dos machos adultos cobre praticamente todo o dorso (Prancha A.l 
B), uma caracteristica de todos os carrapatos duros, que nao sera mencionada em describes posteriores. A presen?a de 
pelos grosseiros sobre todo o escudo constitui uma das caracteristicas que distingue machos I. scapularis de especimes 
de I. cookei e I. marxi, nos quais os pelos sao finos ou ausentes. Em vista ventral (Prancha A. 1 C), as pe?as bucais 
parecem duas vezes mais longas do que a base do capitulo. O hipostomio das ninfas e das femeas adultas tem uma 
formula dentaria de 3/3, progredindo para 2/2 da parte anterior para a posterior. Os machos adultos possuem um 
hipostomio mais “eficiente” do que a maioria das outras especies de Ixodes, com denticulos laterais asperos, que se 
tornam rombudos a crenados a medida que se aproximam da regiao mediana. 



■ FIGURA A.3 Face de ventre do macho adulto de Ixodes scapularis , mostrando o anus (A), o sulco anal em forma de U (U), o 
orificio genital (G), as placas ventrals (V) e as placas espiraculares (S). 

A colorapao pode ajudar a diferenciar I. scapularis de outras especies de Ixodes. A por^ao anterior esclerotica das 
ninfas e das femeas adultas (que inclui o capitulo, as pemas e o escudo) e marrom-escura, em nitido contraste com o 
abdome, que aparece marrom-esverdeado em especimes nao ingurgitados (Prancha A.l B) a marrom-acinzentado em 
especimes ingurgitados, dai a designa^ao de carrapato de patas pretas. Os machos adultos sao inteiramente marrom- 
escuros (Prancha A.l B). Observa-se a presen^a de esporoes coxais (Prancha A.l D e Figura A.4), tendo a coxa I um 
esporao intemo aspero, que se superpoe a coxa II. As coxas I a IV apresentam esporoes externos rombudos. O esporao 
intemo na coxa I parece menos aspero nas ninfas. As placas espiraculares das ninfas e das femeas sao arredondadas 
(Prancha A.l C); nos machos, sao alongadas da parte anterior para a posterior (Figura A.3). As placas espiraculares nos 
machos de I. cookei e de I. marxi aparecem arredondadas. A placa anal nos machos e curta da parte anterior para a 
posterior, em compara^ao com I. cookei e I. marxi. 




■ FIGURA A.4 Detalhe da Prancha A.1 D. Esporoes coxais de Ixodes scapularis. O esporao na coxa I e longo, pontudo e de 
orientapao interna. Os esporoes nas coxas II a IV sao curtos, rombudos e de orientapao externa. 

Ixodes cookei. O escudo das ninfas e das femeas adultas e angular do apice posterior para as margens centrolaterais 
(Prancha A.l E). Nas femeas adultas, o escudo parece aproximadamente tao largo nas margens laterals quanto na parte 
anterior para a posterior, ao passo que, nas ninfas, o escudo parece mais largo lateralmente do que na parte anterior para 
a posterior. As pepas bucais de todos os estagios de vida parecem proporcionais no seu comprimento em relapao a base 
do capltulo (Prancha A.l E). Quando comparado com o de I. scapularis, o hipostomio das femeas e das ninfas e 
semelhante, com uma formula dentaria de 3/3, progredindo para 2/2, embora nas femeas de I. cookei o apice seja mais 
arredondado. O hipostomio das ninfas e ainda mais arredondado. Nos machos, o hipostomio e curto, arredondado e 
crenado. Uma caracteristica interessante, que e mais pronunciada nas ninfas dessa especie, e a projepao do primeiro 
segmento dos palpos lateralmente, a partir da margem posterior. Essas projepoes exibem uma aparencia semelhante a 
esporoes e, com frequencia, sao designadas como esporoes dos palpos. Em todos os estagios, a colorapao e levemente 
marrom-cafe. A cor e uniforme em todo carrapato. O arranjo dos esporoes coxais e semelhante ao de I. scapularis, com 
um esporao interno pronunciado na coxa I e esporoes extemos rombudos nas coxas I a IV. As placas espiraculares nas 
ninfas e nas femeas sao semelhantes aquelas de I. scapularis. Nos machos, aparecem mais arredondadas, nao alongadas, 
como nos machos I. scapularis. A placa anal nos machos dessa especie parece duas vezes mais longa da parte anterior 
para a posterior em proporgao a largura lateral, o que ajuda a distinguir essa especie de I. scapularis. 

Ixodes marxi. O escudo das ninfas e das femeas dessa especie assemelha-se ao de I. cookei, visto que e angular da 
margem lateral media para o apice posterior (Prancha A.l F). Esse fato pode confundir a identificacao dessa especie. 
Nas femeas, sao observadas diferen?as no comprimento e na largura. O escudo das femeas de I. marxi e notavelmente 
mais longo no sentido anterior para posterior em relapao a largura lateral. Em I. cookei, o comprimento e a largura sao 
iguahnente proporcionais. Nas ninfas de I. marxi, o comprimento e a largura sao basicamente iguais, ao passo que, em I. 
cookei, o escudo parece lateralmente mais largo do que comprido no sentido anterior para posterior. Tendo em vista a 
semelhan?a na propor?ao do escudo entre uma ninfa de I. marxi e uma femea adulta de I. cookei, a identificacao deve 
ser feita pela observacao da presen^a ou ausencia de uma abertura genital. O escudo do macho parece nao ter pelos. 

Em vista ventral, as pegas bucais de todos os tres estagios parecem proporcionais em comprimento com a base do 
capitulo. O hipostomio das ninfas e das femeas e semelhante ao de I. scapularis, com formula dentaria de 3/3 no apice 
e, em seguida, 2/2 a medida que se aproxima da extremidade posterior. O apice nas femeas e acentuadamente pontudo. 
O hipostomio do macho parece curto, arredondado no apice e crenado. A cor dessa especie assemelha-se aquela de I. 
cookei, em que todo o corpo nos tres estagios exibe uma coloracao ligeiramente marrom-cafe. A disposicao dos 
esporoes coxais e uma caracteristica essencial na identificacao de I. marxi. As ninfas e as femeas possuem um esporao 
intemo rombudo e uma alusao do esporao extemo na coxa I. A ausencia notavel de esporoes nas coxas II a IV distingue 
as femeas e as ninfas dessa especie dos outros Ixodes descritos aqui. O arranjo dos esporoes coxais nos machos e 
semelhante ao de I. cookei, com excecao de um esporao intemo menos aspero na coxa lea ausencia notavel de 
esporoes na coxa IV. As placas espiraculares arredondadas em todos os estagios ajudam a distinguir os machos dessa 
especie de I. scapularis, nos quais elas aparecem alongadas. A placa anal no macho de I. marxi e mais longa no sentido 



anterior para posterior em relagao a largura lateral, em comparagao com I. scapularis, em que as proporgoes parecem 
iguais. 

Dermacentor variabilis. D. variabilis e um carrapato ornamentado, o que significa que ele e bastante colorido, com 
m arc ago es contrastantes. A coloragao nos carrapatos omamentados e descrita como a cor basal (a cor predominante do 
carrapato) e a cor padrao (marcas contrastantes) (Prancha A.l G e A.l H). 8 A cor padrao esta presente no escudo, bem 
como nas pernas de D. variabilis. Onze festoes estao dispostos em semicirculo ao redor da margem posterior (Prancha 
A.l G). Podem ser observados na vista tanto dorsal quanto ventral de todos os estagios. O escudo das femeas e angular 
e parece aproximadamente igual no comprimento anterior para posterior em re lag do a largura. A cor padrao e 
predominantemente branco-perola a cinza e aparece em acentuado contraste com o resto do carrapato, cuja cor basal e 
marrom-castanho. Verifica-se a presenga de linhas e manchas marrons em padroes aleatorios, nao consistentes de um 
especime para outro. A presenga de “olhos” pode ser observada nas margens laterals medias (Prancha A.l H). A cor e o 
contraste sao semelhantes nos machos e nas femeas. Marcas omamentais cobrem todo o dorso, devido a natureza do 
escudo do macho. As areas de coloragao basal parecem mais largas a medida que se aproximam das margens laterals 
medias e posterior. As marcagoes em cada lado do eixo mediano sao aproximadamente especulares. O escudo das ninfas 
e longo e nao parece tao angular quanto nas femeas; a partir das margens laterals medias, ele e arredondado ate a parte 
mediana posterior. A cor padrao parece ser mais proeminente. Observa-se a presenga de “olhos” nos angulos das 
margens laterals, conforme prosseguem ate o apice posterior. As ninfas nao costumam ser observadas no laboratorio, e 
sabe-se que elas tern contato raro com os seres humanos. 8 

A base do capitulo de todos os estagios parece mais larga do que profunda (Prancha A. 1 H). A base do capitulo das 
ninfas em vista dorsal apresenta projegoes posterolaterais pronunciadas e semelhantes a esporoes, de modo que a base 
aparece triangular. O hipostomio em todos os estagios e curto e arredondado. Os palpos aparecem curtos e espessos nos 
adultos, porem estreitos nas ninfas. Os esporoes coxais sao semelhantes nos adultos. A coxa I apresenta grandes 
esporoes intemos e externos, que convergem para a parte mediana, conferindo uma aparencia chanfrada. As coxas II a 
IV possuem esporoes externos menores. As ninfas exibem um esporao externo predominante e um esporao interno 
menos dominante na coxa I, com esporoes externos inespecificos nas coxas II e III e ausencia de esporao na coxa IV. No 
nordeste dos EUA, D. variabilis nao deve ser confundido com Dermacentor albipictus ( i. e., o carrapato do alee, 
tambem conhecido como carrapato do invemo). Assim como um alee e maior do que um cao ou um veado, D. 
albipictus e apreciavelmente maior do que D. variabilis ou I. scapularis (Figura A.5). Uma diferenga media de 2 mm 
separa os especimes nao ingurgitados dessas especies. 8 Um D. variabilis alimentado pode alcangar dimensoes 
impressionantes (Prancha A. 1 G), porem uma femea de D. albipictus totalmente ingurgitada pode alcangar o tamanho 
de uma unha do quarto dedo de um adulto. Em condigoes ambientais ideais, sabe-se que D. albipictus e capaz de 
sangrar um alee, devido ao numero de carrapatos que se alimentam simultaneamente. Felizmente, o contato humano 
com D. albipictus e minimo a ausente. 



■ FIGURA A.5 Comparagao do tamanho de carrapatos ingurgitados. Um carrapato ingurgitado de alee, Dermacentor aibopictus 
(A), que faz parecer pequeno um carrapato ingurgitado do cao americano, Dermacentor variabilis (V), que, por sua vez, e maior 
do que o carrapato ingurgitado de veado, Ixodes scapularis (S). Todos sao femeas adultas. 




Amblyomma americanum. A. americanum e outro carrapato omamentado (Prancha A.2 A). Existem 11 festoes. A 
coloragao de base e mais predominante do que em D. variabilis, e as cores padroes sao mais consistentes. O escudo nas 
femeas e angular e aproximadamente tao comprido quanto largo. Ao se aproximar das margens laterals, toma-se mais 
escuro do que a cor de base, que e castanho-avennelhada. Existem “olhos” nos apices laterals (Prancha A.2 B). O 
padrao notavel do escudo nas femeas e uma mancha iridescente no apice posterior (Prancha A.2 A). Dependendo do 
angulo da fonte de luz, essa marca aparece verde-azulada a rosa-perolado e lernbra a gasolina sobre a agua. O escudo 
das ninfas parece mais largo do que comprido, com pres eng a de “olhos” nos apices laterals. A marca iridescente 
encontrada no apice posterior das ninfas femeas esta ausente. O escudo do macho e mais notavel pela presenga de duas 
formas em “ferraduras” invertidas de padrao colorido na margem posterior (Prancha A.2 C). Observa-se a presenga de 
“olhos” nas margens laterals. Marcas de cor padrao seguem abaixo dos “olhos” em diregao a parte mediana, dando a 
aparencia de um pseudoescudo, que se assemelha ao da femea. Os especimes machos e femeas podem ser confundidos 
por um observador inexperiente. Ha tambem marcas aleatorias de coloragao padrao nas margens laterals posteriores. 

As pegas bucais em todos os estagios sao longas em proporgao a base do capitulo. O hipostomio aparece bulboso, 
visto que e estreito posterionnente e largo e arredondado anteriormente. A disposigao dos esporoes coxais e semelhante 
em todos os estagios. Ha um esporao intemo rigido e um esporao extemo curto e arredondado na coxa I. Um esporao 
pontudo e curto nas coxas II a IV aparece mais proximo da parte mediana, embora seja mais provavelmente um esporao 
intemo. Os machos possuem um longo esporao interno rigido na coxa IV (Prancha A.2 D). Todos os estagios 
apresentam um sulco anal. O sulco aparece como um semicirculo posterior ao anus. A partir da parte mediana do 
semicirculo, um unico sulco desce em diregao a margem posterior. A aparencia global e a de um copo ou calice de 
vinho (Prancha A.2 D). 

Resumo da identificagao. A seguinte sequencia de observagoes foi considerada util para a identificagao dos 
carrapatos. Quando um especime apresenta um sulco em formato de U voltado anteriormente, Ixodes scapularis deve 
ser identificado ou descartado. Quando se diferencia I. cookei de I. marxi, o arranjo dos esporoes coxais e a 
configuragao do escudo constituem os aspectos essenciais. Quando o carrapato e omamentado, as distingoes sao 
efetuadas com base na configuragao do escudo, marcas de cor padrao em relagao a cor de base, configuragao das marcas 
de cor padrao, comprimento das pegas bucais em relagao a base do capitulo e arranjo dos esporoes coxais. As 
caracteristicas diagnosticas estao resumidas na Tabela A.3. 

Bons livros de referenda tomam essas descrigoes mais completas. 8,9,27,37 A identificagao correta dos carrapatos e 
importante, visto que as doengas emergentes, bem como as doengas estabelecidas, estao sendo atualmente associadas a 
transmissao por carrapatos. Uma identificagao acurada de um carrapato isolado de um paciente que apresenta sintomas 
vagos de tipo gripal pode e deve influenciar a terapia inicial. 

Especies de Ornithodoros 

Relagao com a doenga. Ornithodoros spp. transmitern Borrelia spp., que causam febre recorrente endemica. 
Identificagao. Ornithodoros spp. sao carrapatos moles. Por defmigao, suas pegas bucais nao sao visiveis em vista 
dorsal, e esses carrapatos nao possuem escudo. Apresentam um hipostomio proeminente coberto de dentes (Prancha A.2 
E). 

Distribuigao geografica. E dificil diferenciar as diversas especies que podem transmitir a febre recorrente. No 
noroeste dos EUA e no oeste do Canada, O. hermsi e o principal vetor. Essa especie alimenta-se em pequenos roedores, 
bem como em seres humanos, e habita normalmente fendas e rachaduras em barracas e cabanas. Um famoso surto em 
uma tropa de escoteiros concentrou-se nos escoteiros superiores e chefes de escoteiros, que ocuparam uma cabana 
abandonada, deixando os mais jovens dormir sob as estrelas, sem picadasU 

No sudoeste e sul do centro-oeste, o vetor comum e O. turicata, que e encontrado em uma variedade de mamiferos 
de pequeno e grande porte, roedores, aves e repteis. Essa especie e ffequentemente encontrada em tocas de animais. 

Acaros 

Na natureza, existem numerosas especies de acaros. As especies da familia Trombiculidae (micuins) produzem prurido 
intenso ou dermatite enquanto se alimentam transitoriamente. Os membros do genero Leptotrombidium transmitem o 
tifo rural no Sudeste Asiatico e na Australia.' 0 Os acaros da poeira domestica do genero Dermatophagoides atuam como 
alergenios para determinadas pessoas. O acaro do camundongo, Liponyssoides (AUodermcinyssus) sanguineus , transmite 
Rickettsia akari, o agente da riquetsiose variceliforme. A riquetsiose variceliforme foi descrita pela primeira vez na 
cidade de Nova York, onde continua sendo um problema. 2 ' 


O acaro-da-sarna, Sarcoptes scabiei e o acaro do foliculo piloso, Demodex folliculorum sao os dois acaros que 
apresentam uma associapao parasitaria intima e prolongada com os seres humanos. 

Sarcoptes scabiei (escabiose) 

Relagao com a doenga. Sarcoptes scabiei e conhecido como “acaro-da-sama”. O acaro provoca sama ao escavar 
tuneis na pele, onde deposita seus ovos. Os estagios de larvas e ninfas resultantes do acaro vivem nos tuneis e foliculos 
pilosos adjacentes. Os depositos fecais deixados pelos acaros provocam prurido intenso, resultando em irrita^ao 
significativa e queda de pelos. A recidiva da doenqa ocorre habitualmente por reinfesta^ao com acaros, devido a 
contatos inadequadamente tratados; entretanto, pode ocorrer tambem recidiva mesmo depois de um ciclo padrao de 
tratamento. 61 

Identificagao. O exame microscopico de raspados da pele revela o acaro caracterlstico, que mede 0,2 a 0,4 mm de 
comprimento, os ovos ou fragmentos fecais (clbalos) (Prancha A.2 F). As amostras sao coletadas apos colocar uma gota 
de oleo mineral sobre uma lamina de bisturi esterilizada, deixando parte do oleo cobrir a papula. A papula e raspada 
vigorosamente seis ou sete vezes para retirar o topo; em seguida, deve-se transferir o material raspado, que deve conter 
algumas manchas de sangue no oleo, para uma lamina vidro, utilizando, se necessario, um bastao aplicador. Apos a 
adiqao de duas gotas de oleo mineral a preparafao e misturar, deve-se colocar uma laminula sobre ela. 18 

Distribuigdo geografica. Os acaros-da-sarna tem distribuiqao mundial. 

Demodex folliculorum (foliculos pilosos) e Demodex brevis (glandulas sebaceas) 

Relagao com a doenga. As infec^oes sao habitualmente encontradas na face. Os organismos podem causar prurido e 
rea?ao tecidual local a medida que escavam a pele. Entretanto, sao tambem encontrados em individuos assintomaticos. 

Identificagao. O exame microscopico de amostras de pele revela o acaro caracteristico, que mede 0,1 a 0,4 mm de 
comprimento. 

Distribuigdo geografica. Os acaros dos foliculos pilosos tem distribuiqao mundial. 

Aranhas 

Existem na natureza milhares de especies de aranhas. A maioria possui toxinas potentes, porem apenas um pequeno 
numero e capaz de penetrar na pele humana por ocasiao da picada. 1 

Loxosceles reel us a 

Relagao com a doenga. Loxosceles reclusa, conhecida comumente como aranha reclusa marrom, prefere viver em 
roupas guardadas e sacos de dormir, poroes, armarios e outros locais com atividade humana reduzida. 1 ' ' Seu veneno e 
injetado atraves da picada e pode causar grave descama^ao e necrose da pele. O veneno em grandes quantidades esta 
associado a disseminagao e mortalidade significativa. A picada da aranha reclusa marrom nao produz lesao diagnostica; 
varios relatos sugerem que as lesoes dermonecroticas sao, de modo regular, incorretamente atribuidas a aranhas. 59 


Tabela A.3 Caracteristicas diagnosticas dos carrapatos duros. 
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Identificagao. A aranha reclusa marrom tem 1 a 2 cm de tamanho e caracteriza-se pela sua coloragao amarela a 
marrom e por uma marca em formato de violino na parte dorsal do cefalotorax (Prancha A.2 G). 17,18 Existem varias 
especies relacionadas, o que pode exigir uma ajuda especializada para a sua identificagao correta. 

Distribuigdo geografica. A aranha reclusa marrom e encontrada na maior parte do territorio continental dos EUA, 
exceto nas regioes do extremo oeste. 

Latrodectus mactans 

Relagao com a doenga. Existem varias especies de aranhas viuvas. Latrodectus mactans, a aranha viuva-negra mais 
comum, pode causar uma grave reagao sistemica e ate mesmo morte apos a inoculagao do seu veneno. Felizmente, a 
maioria dos pacientes nao apresenta doenga grave e recupera-se rapidamente. 1 '' 8 As picadas ocorrem, em sua maioria, 
nas maos. 56 As aranhas-macho produzem pouco ou nenhum sintoma apos a picada. 11 

Identificagao. A femea da aranha viuva-negra mede 3 cm de comprimento (incluindo as pemas), e de cor preta 
brilhante e exibe uma marca vermelha caracteristica em ampulheta no abdome (Prancha A.2 11). 1 ' 1 "' " A diferenciagao 
entre especies relacionadas e dificil e deve ser realizada por especialistas. 

Distribuigdo geografica. Existem diferentes especies de aranhas viuvas em todo o continente dos EUA. Latrodectus 
mactans ocorre desde o sul da Nova Inglaterra ate a Florida e a California e Oregon; e mais comum na parte sul dessa 
area. A aranha viuva-negra do norte, L. variolas, e encontrada na Nova Inglaterra e no sul do Canada, ate a Florida e o 
leste do Texas, Oklahoma e Kansas; e mais comum na parte setentrional dessa area. 

Tegenaria agrestis 

Relagao com a doenga. Tem havido um numero crescente de relatos de reagoes toxicas a picada da aranha T. 
agrestis. Muitas picadas nao sao seguidas de reagoes graves, porem algumas podem produzir uma lesao dermonecrotica 
semelhante aquela da aranha reclusa marrom. O eritema e seguido de formagao de bolhas e, em seguida, ulceragao. Ha 
formagao de uma escara, que subsequentemente forma uma crosta, com ou sem formagao de cicatriz. Os efeitos 
sistemicos sao habitualmente leves, mas podem ser graves. O macho e mais venenoso do que a femea. 7 

Identificagao. Essas aranhas sao marrons, com marcas cinza. Sao moderadamente grandes, medindo 7 a 14 mm no 
comprimento do corpo e 27 a 45 mm de envergadura das pemas. 

Distribuigdo geografica. Tegenaria agrestis encontra-se distribuida por todo o noroeste do Pacifico, sudoeste do 
Canada e faixa do Alasca. A distribuigao dessa aranha nao se sobrepoe a de Loxosceles reclusa. Tegenaria agrestis 
constroi teias em forma de funil em locais umidos, como pilhas de madeira e vaos. E raramente encontrada sobre o chao 
ou no nivel do solo. 


Insecta | Moscas, percevejos, pulgas e piolhos 



Larvas de moscas produtoras de mii'ase 

Ocorre miiase quando larvas de moscas infectam seres humanos acidentalmente ou penetrando na pele diretamente, 
formando lesoes subcutaneas, com o proposito de se alimentar dos tecidos. Os casos importados de miiase estao 
aumentando, devido a viagens mais frequentes para areas endemicas. 4,1 ’" Os dois generos mais comuns que parasitam os 
seres humanos sao Dermatobia e Cordylobia. As larvas das moscas dos generos Wohlfahrtia, Cochliomyia, Hypoderma 
e Oestrus afetam os seres humanos com muito menos frequencia e nao serao discutidas aqui. 17,20,49 

Dermatobia hominis (mosca-do-berne humana) 

Relagao com a doenga. O ciclo biologico fascinante desse organismo requer alguma discussao para compreender a 
infecgao. A femea fixa seus ovos em outro inseto vetor, frequentemente um mosquito. Enquanto o inseto pica um 
hospedeiro, os ovos liberam larvas, as quais penetram imediatamente na pele. As larvas amadurecem na pele durante 
cerca de 6 a 12 semanas, quando entao deixam o tecido subcutaneo e migram para o solo, onde sao necessarias outras 3 
semanas de maturagao antes de emergir uma mosca adulta. 4,49,1 ’ 2 

Enquanto se encontram na pele, as larvas produzem uma lesao semelhante a um “furunculo”, que frequentemente e 
muito pruriginoso e, em certas ocasioes, doloroso. A excisao completa das larvas elimina a doenga e possibilita a 
confirmagao do diagnostico. Em certas ocasioes, ocorrem infeegoes bacterianas secundarias. 

Identificagao, As larvas variam de tamanho, desde varios milimetros ate 18 a 25 mm, dependendo da maturidade por 
ocasiao da excisao. As larvas sao circundadas por fileiras de espinhos, que sao facilmente visiveis com um microscopio 
de dissecgao (Prancha A.3 A). Os estagios larvares podem exibir uma forma de “cantil” distinta, com um longo pescogo 
afunilado. O exame microscopico dos espiraculos (placas estigmais) e util para efetuar a identificagao do especime. 17,18 

Distribuigao geografica. Dermatobia hominis e comum nas Americas Central e do Sul. 4,1 4 

Cordylobia anthropophaga (mosca tumbu) 

Relagao com a doenga. As larvas emergem dos ovos que contaminam roupas de cama, vestuario ou outros 
materials e penetram na pele do hospedeiro pouco depois do contato. 4,28 O desenvolvimento na camada subdermica 
ocorre muito mais rapidamente do que com Dermatobia hominis, habitualmente dentro de 2 semanas, 4 reduzindo, 
assim, o numero relativo de infeegoes importadas. 28 Em geral, os pacientes sao expostos a um grande numero de ovos, 
de modo que e mais provavel o aparecimento de numerosas lesoes com Cordylobia do que com Dermatobia . 4 

Identificagao. As larvas alcangam 7 a 12 mm no processo de maturagao. Seu formato mais conico as distingue 
facilmente de Dermatobia . 2S Os espiraculos aparecem na extremidade mais larga. 

Distribuigao geografica. Cordylobia e encontrada principalmente na Africa Subsaariana. 

Outras moscas 

Varias outras moscas de importancia medica exigem uma breve discussao, embora os especimes raramente sejam 
enviados a laboratories clinicos. 

Os mosquitos-palhas ou biriguis pertencentes aos generos Lytzomyia e Phlebotomus sao responsaveis pela 
transmissao da leishmaniose. Essas moscas sao pequenas, providas de pelos e tendem a ter asas mantidas em um 
formato de V ereto. Chiysops spp., comumente conhecida como mutucas, estao envolvidas na transmissao de Loa loa, o 
verme ocular africano. Os borrachudos ( Simulium spp.) sao os vetores das microfilarias que causam oncocercose. 
Existem diferentes especies de Simulium em varias regioes geograficas diferentes, porem todas se reproduzem proximo 
a cursos de agua rapidos, proximo aos quais ocorre o maior numero de picadas. As moscas-tse-tse ( Glossina spp.) sao 
apenas encontradas na Africa tropical e transmitem a tripanossomiase africana (doenga do sono). Essas moscas 
alongadas possuem uma poderosa proboscide capaz de infligir picadas dolorosas. 56 

Mosquitos 

Os mosquitos sao responsaveis pela transmissao de doengas que causam maiores taxas de morbidade e mortalidade do 
que qualquer outro artropode. 1 ,18,20,56 

Relagao com a doenga. Os mosquitos produzem lesoes cutaneas pruriginosas, que aparecem pouco depois de 
sugarem o sangue. Eles tambem sao capazes de transmitir infeegoes graves. Anopheles spp. sao artropodes vetores 
responsaveis pela transmissao da malaria. A filariose e disseminada por algumas especies de Aedes, Mansonia e 
Anopheles. Diversos virus transmitidos por artropodes (arbovirus) utilizam Aedes spp., Culex spp., Culiseta spp., 
Haemagogus spp. e Sabethes spp. como vetores de infeegoes virais graves, como encefalite equina, febre do Nilo 


Ocidental, febre amarela, dengue e, agora, Zika. 5 ' 42 ’ 56 Os mosquitos tanto machos quanto femeas alimentam-se de nectar 
e polinizam flores. A femea precisa fazer uma refeigao de sangue para completar o desenvolvimento dos ovos. 20 

Os mosquitos utilizam pistas olfatorias para encontrar seus alvos humanos. Um componente especifico do suor 
humano foi identificado como importante composto para Anopheles gambiae, um vetor importante de Plasmodium 
falciparum. 22 Dispoe-se de um variedade de repelentes de insetos para impedir que os mosquitos piquem. Produtos a 
base de vegetais constituem opgoes atraentes para aqueles que desejam evitar produtos quimicos; infelizmente, essas 
opgoes nao sao tao efetivas quanto os produtos que contem /V,/V-dicti 1 -3-meti 1 benzamida (DEET). 16 Talvez no future, 
compostos que bloqueiem componentes importantes no suor irao constituir repelentes efetivos. 

Identificagao. Os mosquitos sao insetos voadores de aparencia delicada, que sao facilmente identificados pela maioria 
das pessoas. A identificagao dos generos e das especies exige muita experiencia e deve ser deixada aos especialistas. As 
picadas de mosquitos sao comuns o suficiente para que os pacientes raramente levem os especimes ao laboratorio 
clinico para identificagao. 

Distribuigao geografica. Os mosquitos sao encontrados em todo o mundo, porem determinadas especies possuem 
nichos ambientais bem-defmidos. Por exemplo, a febre amarela classica era uma do eng a urbana, visto que o principal 
vetor, Aedes aegypti, estava limitado as aguas estagnadas na vizinhanga de moradias humanas. Acreditava-se que a 
doenga pudesse ser totalmente eliminada pelo controle do mosquito vetor. Infelizmente, o controle da febre amarela 
humana revelou um ciclo silvestre entre macacos e varias especies de mosquitos da floresta, e logo ficou evidente que o 
virus podia ser controlado, mas nunca eliminado. 56 

A distribuigao de certos mosquitos expandiu-se em consequencia do comercio global. Aedes albopictus, tambem 
conhecido como “mosquito tigre” e um residente do Sudeste Asiatico, porem viajou ate os EUA ao depositar ovos na 
agua acumulada em pneus de automoveis. 33 Essa especie agressiva de mosquito e um vetor competente de patogenos 
humanos importantes. O virus da encefalite equina do leste, o virus da febre do Vale Cache e o virus Zika sao 
transmitidos por essa especie de mosquito. 

Percevejos ou Hemiptera 

Os percevejos-de-cama ( Cimex spp.) e os percevejos reduvideos (familia Reduviidae) sugam o sangue de vertebrados, 
incluindo humanos, e estes ultimos atuam como importante vetor na transmissao de doengas. 17,56 Sao notumos, 
alimentando-se a noite e escondendo-se e descansando durante o dia. O percevejo comum (C. lectularis) tem sido 
enviado a laboratories de microbiologia mais recentemente para identificagao, em decorrencia do aumento das 
infestagoes por percevejos. 

Cimix lectularius 

Relagao com a doenga. O percevejo-de-cama comum pode causar numerosas lesoes cutaneas pequenas nos locais 
onde se alimenta de sangue. A gravidade das lesoes esta relacionada com a sensibilidade do individuo. Os percevejos- 
de-cama alimentam-se principalmente a noite, e, nas outras horas do dia, escondem-se na roupa de cama, em papeis de 
parede soltos e colchoes. 1 Eles nao atuam como vetores de agentes infecciosos. 

Identificagao. Os percevejos-de-cama sao de cor marrom-claro a marrom-alaranjado e medem 5 mm de 
comprimento por 3 mm de largura. 17 ' 18,20 Os adultos possuem pequenos apendices alados nao funcionais (Prancha A.3 
B). 

Distribuigao geografica. Cimex lectularius possui distribuigao mundial, embora seja mais comum nas zonas 
temperadas, enquanto C. hemipterus e mais comum nos climas tropicais. 56 

Barbeiros | Especies de Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma 

Relagao com a doenga. A familia Reduviidae recebe varios nomes populares. Esses percevejos sao algumas vezes 
conhecidos como “percevejos de nariz conico”, devido ao formato alongado de sua cabega. Os percevejos desse grupo 
sao conhecidos, em sua maioria, como percevejos assassinos, devido a sua agressao letal contra outros insetos. Os 
percevejos assassinos tambem podem picar os seres humanos, causando lesoes dolorosas. 20 

Do ponto de vista medico, o grupo mais importante e constituido pelos “barbeiros”, assim denominados pelo fato de 
que podem se alimentar do sangue na pele ao redor dos labios. Os barbeiros transmitem o agente etiologico da doenga 
de Chagas, o Trypanosoma cruzi. Sao incapazes de picar atraves da roupa, de modo que as lesoes sao mais comuns nas 
partes expostas do corpo. 20 As fezes contendo T. cruzi sao depositadas no hospedeiro, enquanto os percevejos se 
alimentam. O ato subsequente de cogar a pele pruriginosa no local da picada introduz os microrganismos dentro da 
ferida. A transmissao tambem ocorre quando dedos contaminados por fezes sao esfregados nos olhos, nariz ou boca. 56 


Identificagao. Diferentemente dos percevejos-de-cama, os percevejos reduvideos (triatomideos) possuem asas 
funcionais. Variam de tamanho, de 1 a 4 cm, sao mais alongados do que os percevejos de cama e possuem uma cab eg a 
fma e relativamente longa (Prancha A.3 C). 17,18,20 ' 56 

Distribuigao geografica. Os barbeiros sao encontrados nas partes do sul dos EUA e nas Americas Central e do Sul. 

Pulgas 

Relagao com a doenga. As pulgas podem causar picadas irritativas e pruriginosas apos sugar o sangue de um 
hospedeiro. As especies que transmitem com mais frequencia as infecgoes humanas mais graves sao consideradas aqui. 
A pulga-do-rato oriental, Xenopsylla cheopis, e o vetor classico da peste 30 e do tifo murino. 20 Tunga penetrans, o 
“bicho-do-pe”, que e encontrado na Africa e nas Americas Central e do Sul, penetra na pele e deposita seus ovos dentro 
do hospedeiro (Prancha A.3 D). 

A pulga do gato, Ctenocephalides felis, e a pulga do cao, Ctenocephalides cants, podem infectar ambas as especies 
de animais domesticos (Prancha A.3 E). Na America do Norte, a pulga do cao e rara, e a maior parte das do eng as 
humanas e transmitida pela pulga do gato. 2 " Ambas as especies podem picar os seres humanos. A tenia do cao, 
Dipylidium caninum, pode ocasionalmente infectar seres humanos quando uma pulga contendo o estagio cisticercoide 
da tenia e acidentalmente ingerida. 17,18 Alem de outros insetos, varias especies de pulga podem transmitir as larvas da 
tenia do rato, Hymenolepis diminuta, aos seres humanos. Foi constatado que a peste endemica pode estar associada a 
exposigao a gatos. E o tifo endemico, causado por Rickettsia typhi, pode ser transmitido pela pulga do gato. Uma 
Rickettsia, conhecida como agente ELB. 4 tambem infecta a pulga do gato e provoca uma doenga que lembra o tifo 
murino. Esse microrganismo pode ser mantido por transmissao transovariana nas pulgas do gato. 1 O agente ELB foi 
atualmente classificado como Rickettsia felisr Nos paises desenvolvidos, os gatos podem ser mais importantes do que 
os ratos na transmissao dessas infecgoes. 

Identificagao. O reconhecimento das pulgas e relativamente facil. Elas nao possuem asas e sao dotadas de pernas 
longas e musculosas, 17,18,56 partindo de um corpo que se parece com uma “corcunda” (Prancha A.3 D e E). A 
diferenciagao das pulgas ate o nivel de especie e muito dificil e exige habitualmente uma consideravel experiencia. 

Distribuigao geografica. As pulgas sao encontradas em todo o mundo, seguindo a distribuigao do hospedeiro mamifero. 
Xenopsylla cheopis esta principalmente associada a ratos marrons ( Rattus norvegicus, tambem conhecidos como rato- 
de-esgoto noruegues) e ratos-pretos ( Rattus rattus, tambem conhecidos como rato-domestico ou de telhado). 
Ctenocephalides spp. sao encontradas em caes e gatos. 

Piolhos 

Os piolhos representam um consideravel problema de saude publica, produzindo doengas que variam desde afecgoes 
relativamente benignas a doengas potencialmente fatais. Como agentes de lesao direta, provocam infestagoes da pele e 
dos cabelos de menor gravidade, ainda que irritativas. Como vetores artropodes, sao capazes de transmitir patogenos 
bacterianos importantes. As subespecies de Pediculus humanus estao associadas a diferentes partes do corpo, e ocorre 
certa sobreposigao, enquanto Phthirus pubis reside na regiao pelvica. 

Pediculus humanus subesp. humanus 

Relagao com a doenga. Pediculus humanus subespecie humanus e tambem conhecido como piolho-do-corpo 
humano. Ele parasita a maior parte do corpo humano, exceto a cabega. Os piolhos-do-corpo sao encontrados 
principalmente nas regioes mais pilosas, onde vao e voltam das roupas para a pele para se alimentar de sangue. 1 Podem 
ser encontrados nos punhos e dobras das roupas de individuos infestados. A alimentagao do piolho provoca feridas 
irritativas e pruriginosas causadas pela picada, constituindo uma caracteristica geral das infestagoes por piolhos. Em sua 
maioria, os ovos, denominados lendeas, sao depositados sobre as roupas. 

Os piolhos-do-corpo transmitem Borrelia recurrentis, uma das causas menos comuns de febre recorrente, 3,57 e 
Rickettsia prowazekii e Bartonella quintana, 29 que causam o tifo epidemico e a febre das trincheiras, 
respectivamente. 17,56 Na febre recorrente, os piolhos esmagados liberam microrganismos na pele, que em seguida 
penetram atraves de abrasoes, provavelmente secundarias as picadas. Os agentes etiologicos do tifo e da febre das 
trincheiras, que estao presentes nas fezes dos piolhos, penetram quando esfregados na pele pelo hospedeiro. 56 A taxa de 
mortalidade do tifo epidemico sem tratamento pode alcangar 60%, 56 talvez devido a presenga de outros fatores 
agravantes, porem a terapia antimicrobiana controla efetivamente a infecgao. 38 

Os piolhos-do-corpo disseminam-se por contato bastante ultimo com individuos infectados. O uso comum de 
roupas, roupas de cama e habitagao comum estao associados a transmissao. 1 De maneira nao surpreendente, as 


infecpoes transmitidas por piolhos ocorrem em condifoes de extrema privapao, como guerra e fome. 

Identificagao. Os piolhos-do-corpo atingem 2 a 4 mm de comprimento, com um abdome delgado e relativamente 
longo. Possuem tres pares de patas, com ganchos semelhantes a garras nas extremidades, que ajudam a fixar o piolho a 
seu hospedeiro (Prancha A.3 F). 

Distribuifao. Os piolhos-do-corpo possuem distribuipao mundial. 

Pediculus humanus subesp. capitis 

Relaqao com a doenqa. O piolho-da-cabcca produz infecpoes irritativas da cabe?a, dos cabelos e da regiao do 
pescopo. 4 Infectam apenas os seres humanos; os animais de estima^ao e outros animais nao sao suscetiveis. 
Diferentemente do piolho-do-corpo, o piolho-da-cabepa nao atua como vetor para transmissao de bacterias, embora 
possa ocorrer infecpao bacteriana secundaria da ferida causada pela picada. 6 As lendeas (ovos) de 1 mm de tamanho sao 
mais frequentemente coladas aos fios de cabelo, proximo ao couro cabeludo (Prancha A.3 G). 

As infesta^oes sao mais comuns em crianpas. 6 Ocorrem pelo contato proximo e uso comum de utensilios, como 
pentes, chapeus e cachecois. 17 

Identificafdo. Os piolhos-da-cabepa assemelham-se estreitamente aos do corpo. Embora haja sobreposipao quanto 
ao tamanho, podem ser ligeiramente mais curtos do que os piolhos-do-corpo, alcanpando, em media, 1 a 3 mm. 7 20 O 
abdome alongado e os tres pares de patas com ganchos sao praticamente identicos aos encontrados no piolho-do-corpo. 
As lendeas sao facilmente confundidas com caspa, escamas seborreicas, spray de cabelo ou infecpao fungica (Prancha 
A.3 G). 

Distribuiydo geografica. O piolho-da-cabepa e encontrado no mundo inteiro. 

Phthirus pubis 

Relaqao com a doenqa. Phthirus pubis, tambem conhecido como chato ou piolho-do-pubis, provoca infecpao 
irritativa da regiao pubica. Pode ser encontrado com menos frequencia nos pelos das axilas, torax, coxas e pelos faciais 
curtos de bigodes, sobrancelhas e cllios. 1716 ' 2 " Os piolhos deixam uma ferida cutanea pruriginosa causada pela picada 
apos uma refeipao de sangue. Pode ocorrer infecpao secundaria em consequencia da ferida pela picada, embora seja 
incomum. As lendeas sao depositadas na porpao mais baixa dos fios de cabelo, assim como os piolhos-da-cabepa. Os 
piolhos-do-pubis nao transmitem agentes infecciosos. A transmissao ocorre principahnente por contato intimo. 

Identificagao. Os piolhos-do-pubis tem 1 a 2 mm de comprimento e possuem um abdome curto e arredondado. Seu 
formato tem sido descrito como “semelhante a uma tartaruga”. Os piolhos-do-pubis possuem tres pares de patas, com 
garras que parecem maiores e mais espessas do que as do piolho-do-corpo ou piolho-da-cabepa (Prancha A.3 FI). 
Distribuiqao geografica. Os piolhos-do-pubis tem distribuipao mundial. 
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Introducao 

As pequenas amebas de vida livre da agua e do solo, pertencentes aos generos Naegleria, Acanthamoeba e 
Balamuthia, sao capazes de produzir infeegoes oportunistas nos seres humanos. As principais doengas provocadas 
por esse grupo consistem em formas de meningoencefalite devastadora e habitualmente fatal. As especies de 
Acanthamoeba tambem podem causar ceratite, uma infeegao ulcerativa que ameaga a visao e acomete a cornea; essa 
doenga nao e causada por Naegleria ou Balamuthia , 30 Em raros casos, Acanthamoeba ou Balamuthia podem causar 
infeegoes cutaneas. 9,45 As amebas de vida livre nao estao relacionadas com as amebas intestinais discutidas 
anteriormente e nao habitam o intestino dos seres humanos ou de outros mamiferos. 

Ecologia, epidemiologia, patogenese e doengas 

Naegleria, Acanthamoeba e Balamuthia, juntamente com muitos outros generos de amebas de vida livre, possuem 
distribuigao mundial em varios habitats de agua doce, incluindo rios, lagos, lagoas, fontes termais e spas, sistemas 
domesticos de agua, sistemas de ar-condicionado, umidificadores e torres de resfriamento. 19,20 Acredita-se que essas 
amebas desempenhem um papel na pneumonite de hipersensibilidade, conhecida como febre do umidificador. 41 Sao 
ubiquas no solo, na poeira, no ar e em compostagens; foram tambem encontradas na superficie de vegetais e 
isoladas de lama de esgoto e agua poluida por residuos domesticos ou industriais. As especies de Acanthamoeba e 
Balamuthia foram isoladas do solo, da agua do mar, particularmente em associagao a descargas de esgoto 
inadequadamente tratado provenientes de hoteis, e efluentes de esgotos municipals (D. A. Munson, comunicagao 
pessoal, 1991). 20,42 Naegleria e Acanthamoeba tambem foram encontradas em associagao a descargas poluentes 
termicas em lagoas e lagos conectados a usinas de energia eletrica, usinas de energia nuclear ou poluentes termicos 
de fabricas. 19,20 

Na natureza, as amebas de vida livre alimentam-se de bacterias, incluindo especies de Legionella, 3 ’ 37,41 ’ 46 e as 
amebas formam cistos que sao resistentes a condigoes ambientais adversas, como o ressecamento do solo. De 



Jonckheere e Van de Voorde relataram que os cistos de algumas cepas de Acanthamoeba sao altamente resistentes 
ao cloro e nao sao destruidos pelas concentragoes habituais de cloro mantidas em abastecimentos de agua municipal 
ou domestica ou em piscinas cloradas. 21 Por outro lado, os cistos de Naegleria fowleri mostraram-se mais sensiveis 
ao cloro; esses autores concluiram que N. fowleri viavel nao tende a ser encontrada em aguas limpas, onde sao 
mantidas baixas concentragoes de cloro (p. ex., 0,5 mg de cloro livre por mililitro). 21 Rowbotham foi o primeiro a 
mostrar que L. pneumophila pode crescer no interior de especies de Acanthamoeba, fomecendo, assim, uma 
explicagao de como legionelas nutricionalmente fastidiosas podem manter a sua viabilidade em aguas puras com 
baixo teor de nutrientes. 41 Especies de Legionella tambem proliferam no interior de varias outras amebas de vida 
livre. 46 Foi especulado que as legionelas, enquanto residem no interior das amebas, podem ser aerossolizadas atraves 
do ar para os seres humanos na forma de goticulas de agua. 41 Isso parece ser possivel, particularmente se os cistos 
de amebas puderem proteger as legionelas do cloro em suprimentos de agua domesticos (Capitulo 10). 

Alem disso, as amebas de vida livre, incluindo Naegleria fowleri, especies de Hartmanella e varias especies de 
Acanthamoeba, foram isoladas da nasofaringe e das passagens nasais de seres humanos, 6,28,40,46,47 - provavelmente 
na forma de cistos que foram inalados com poeira no ar, em aerossois, ou quando presentes em alimentos ou agua 
ingeridos. 17 Foi demonstrada a presenga de trofozoitos de Naegleria ou Acanthamoeba na nasofaringe de seres 
humanos, na ausencia de doenga do SNC. 17 

Meningoencefalite amebiana primaria 

Antes de 1958, nenhuma das amebas de vida livre da agua e do solo tinha sido identificada como patogenica. 
Depois dessa data, Culbertson et al. observaram uma ameba contaminante em celulas de cultura de tecido. 18 Essa 
cepa, atualmente denominada Acanthamoeba culbertsoni cepa A-l, quando instilada por via intranasal em 
camundongos jovens ou em varios outros animais, produziu infecgao na mucosa e na submucosa nasais, que se 
disseminou ao longo do nervo olfatorio atraves da lamina cribriforme do cranio, com consequente invasao do 
cerebro e meningoencefalite rapidamente fatal. 13,14 ’ 18 Com base em seu trabalho experimental com animais, 
Culbertson previu a possivel ocorrencia de uma doenga semelhante em seres humanos. 13,16,18 Em 1965, foi relatado 
o primeiro caso humano por Fowler e Carter em uma crianga da Australia. 23 No ano seguinte, na Florida, Butt 
relatou tres outros pacientes infectados, e denominou a doenga “meningoencefalite amebiana primaria.” 10 Por 
conseguinte, do ponto de vista conceitual, a meningoencefalite amebiana primaria difere da doenga amebiana do 
SNC envolvendo Entamoeba histolytica, visto que a meningoencefalite amebiana primaria nao e “secundaria” a 
doenga amebiana do colon. 

Sabe-se, atualmente, que a porta de entrada de Naegleria e o nariz, enquanto o verdadeiro local “primario” de 
infecgao consiste nas vias respiratorias superiores. 11,14,1 Os pacientes com infecgoes do SNC por Naegleria sao, em 
sua maioria, criangas ou adultos jovens que nadavam em lagos ou rios ou que, por qualquer outro motivo, entraram 
em contato com agua, que se acredita ser contaminada por Naegleria, penetrando no nariz. ' 4 ' 1 ” Apos infectar a 
mucosa nasal, N. fowleri dissemina-se ao longo do nervo olfatorio, atraves da lamina cribriforme, alcangando o 
cerebro pela via originalmente observada em animais por Culbertson et al. 1 '" Nos seres humanos com 
meningoencefalite aguda causada por N. fowleri, os achados patologicos tern sido notavelmente semelhantes aqueles 
observados originalmente nos modelos de animais de laboratorio por Culbertson et al., que utilizaram a cepa A-l de 
Acanthamoeba culbertsoni, que e a mais virulenta das especies de Acanthamoeba. 1 "'"' 14 17,25,30,32 Outras especies de 
Acanthamoeba nao sao tao virulentas e tendem a produzir abscessos cerebrais subagudos ou cronicos, com ou sem 
granulomas. 

N. fowleri produz meningoencefalite difusa e fulminante, caracterizada por grandes areas de necrose 
hemorragica, acometendo particularmente os bulbos olfatorios, os lobos frontais, a base do cerebro, a parte proximal 
da medula espinal e/ou os lobos temporais do cerebro. Os lobos parietais e o cortex occipital tambem podem ser 
acometidos. Observa-se a presenga de exsudato purulento agudo nas leptomeninges e no interior do cortex. 
Trofozoitos amebianos estao espalhados ou podem ser observados focalmente em grupos no interior do cortex 
necrotico. Esses trofozoitos demonstraram uma predilegao especial pelos vasos sanguineos; as arterias de pequeno 
calibre, as arteriolas, as veias, as venulas e os capilares podem ser circundados por trofozoitos de Naegleria, de 10 a 
15 pm, contendo um grande cariossomo proeminente. 14,16,33 E importante assinalar que nao ha formagao de cistos 
nos tecidos por Naegleria, o que constitui uma caracteristica diferencial entre esse microrganismo e Acanthamoeba 
spp. e Balamuthia mandrillaris. 


Encefalite amebiana granulomatosa 

Nos seres humanos, dois generos de amebas podem causar uma infecgao mais indolente do SNC. As especies de 
Acanthamoeba sao reconhecidas, ha muito tempo, como causa de meningoencefalite, com uma apresentagao distinta 
daquela de N. fowleri. Trata-se de uma doenga raramente encontrada, que nao e uma infecgao notificavel, de modo 
que a sua incidencia nao e conhecida; entretanto, e bem descrita na literatura medica. " Em 1986, foi tambem 
constatado que Balamuthia mandrillaris era uma causa de meningoencefalite amebiana granulomatosa cronica. A 
maioria dos pacientes com encefalite amebiana granulomatosa (EAG) e constituida por individuos 
imunocomprometidos; diferentemente da MAP, os pacientes nao apresentam de historia de exposigao a 
agua. ’ ’ ■ Embora sejam ainda mais raras, foram relatadas infecgoes em individuos sadios nos demais aspectos. 

Os cistos desses microrganismos sao onipresentes e podem estar presentes no solo ou na poeira; e possivel que 
os microrganismos possam ter sido inalados na cavidade nasal ou ate mesmo nas vias respiratorias inferiores. 17 E 
concebivel, que nos seres humanos, especies de Acanthamoeba possam se disseminar a partir da cavidade nasal para 
o cerebro, por meio do nervo olfatorio, ou por via intravascular a partir dos pulmoes, ou possivelmente a partir de 
lesoes cutaneas (raramente relatadas) para o cerebro. 17,33 

No cerebro, as especies de Acanthamoeba produzem inflamagao aguda nos estagios iniciais da doenga em 
animais. Entretanto, especies menos virulentas do que a cepa A-l de A. culbertsoni tendem a produzir abscessos 
cronicos focais ou multifocais, com ou sem granulomas. Os trofozoitos e os cistos podem ser focais ou podem estar 
espalhados em pequenos numeros nas areas acometidas, porem podem estar localizados em espagos perivasculares e 
podem ser observados dentro das paredes de pequenos vasos sanguineos em associagao com hemorragia 
perivascular e trombose intravascular. Sao observados cistos amebianos no interior do tecido nas infecgoes causadas 
por Acanthamoeba e Balamuthia, entretanto, nao foram observados cistos nos tecidos infectados por 
Naegleria . 14,16,33 Os cistos e trofozoitos de Acanthamoeba e Balamuthia sao morfologicamente indistinguiveis. E 
preciso utilizar tecnicas moleculares para diferenciar essas amebas. Dispde-se de ensaios baseados na PCR nos 
Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 

Ceratite por Acanthamoeba 

A ceratite por Acanthamoeba e uma infecgao grave da cornea, frequentemente devastadora, envolvendo certas 
especies de Acanthamoeba (p. ex., A. polyphaga, A. castellanii, A. rhvsodes, A. culbertsoni e A. hatchetti). 5 ’ i0,i5 
Desde o primeiro paciente infectado descrito em 197 5, 26 foram relatados mais de 200 casos no mundo inteiro; e 
provavel que esse numero seja significativamente menor do que a verdadeira frequencia da infecgao, visto que nao 
se trata de uma doenga publicamente notificavel. 30 Ate por volta de 1984, as infecgoes estavam associadas, em sua 
maioria, a traumatismo da cornea e exposigao a agua contaminada. Embora isso ainda seja um modo de infecgao, 
muitas infecgoes atuais estao associadas ao uso de lentes de contato, particularmente lentes de contato gelatinosas de 
uso diario ou prolongado. 5,12,35 ' 44 Outros fatores envolvidos na ceratite por Acanthamoeba incluem traumatismo da 
cornea e uso de solugao salina contaminada preparada em casa ou lavagem das lentes com agua de tomeira, nao 
desinfecgao adequada das lentes de contato ou nao desinfecgao com a frequencia recomendada pelos fabricantes e 
uso das lentes durante a natagao. 8,30,44 Acanthamoeba pode estar presente no estojo e nas solugoes de lavagem de 
lentes de contato e sao capazes de aderir a superficie das lentes. 8,29,35,44,48 A ceratite causada por Acanthamoeba 
representa uma emergencia oftalmologica. A maioria das faixas etarias tern sido afetada, desde criangas ate idosos. 44 
A infecgao progride de modo inexoravel, com ulceragao da cornea, e pode levar a cegueira. Trata-se de uma doenga 
dificil de diagnosticar e tratar. Com frequencia, a doenga tern sido diagnosticada incorretamente como ceratite 
causada por herpes simples, ceratite por fiingo ou infecgao bacteriana ou micobacteriana, resultando, algumas vezes, 
em atrasos de semanas ou meses antes que um diagnostico seja estabelecido, e o tratamento adequado iniciado. 
Foram publicados os achados clinicos detalhados em varias revisoes excelentes. 29,35,39,44,48 

Investigate) laboratorial 
Coleta e transporte de amostras 

Quando ha suspeita de doenga amebiana, amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) fresco ou de tecido (p. ex., 
biopsia de cornea, raspado de cornea, tecido do SNC), devem ser coletadas de modo asseptico e examinadas. As 
amostras destinadas para cultura nunca devem ser congeladas ou resfriadas e devem ser mantidas em 20° a 30°C 
durante o seu transporte ate o laboratorio. ,l5 Se nao for possivel nem pratico efetuar um exame imediato, as amebas 


tem sobrevivido em liquido ou tecido estereis por varios dias a temperatura ambiente antes do processamento; 
entretanto, nao se recomenda um tempo prolongado de transporte. Se houver necessidade de um meio de transporte 
para as amostras de biopsia de tecido ou raspados de cornea, da-se preferencia ao meio essencial minimo utilizado 
em laboratories de virologia (Capitulo 23), em lugar do meio salino de Page para amebas (D. Place, F. Curtis, E. 
Powell e A. Newsome, comunicagao pessoal, 1991). 

Exame microscopico direto 

Pequenas gotas de LCR, outros liquidos organicos ou suspensoes de tecido devem ser examinados a fresco (entre 
laminas e laminulas) ao microscopio optico, sob luz reduzida, ou por microscopia de contraste de fase para a 
identificagao de trofozoitos moveis (utilizando uma objetiva de 40*). Mantendo a platina do microscopio aquecida 
entre 30° e 37°C, aumenta-se a motilidade do microrganismo, particularmente das especies Acanthamoeba} 5 
Naegleria pode ser ativamente movel em 22° a 25°C, porem a motilidade das especies de Acanthamoeba em 
temperatura ambiente e muito lenta. Essas amebas tendem a ser mais ativamente moveis do que os leucocitos, e os 
nucleos e nucleolos de especies de Naegleria e Acanthamoeba diferem daqueles dos granulocitos ou macrofagos. 

O material a ser corado nas laminas deve ser inicialmente fixado em formol tamponado neutro a 10%. Apos 
secagem ao ar, a lamina pode ser entao corada com tricromo, o corante de Papanicolaou, ou hematoxilina e 
eosina. 3 ’ 15 Os cortes histologicos devem ser corados com hematoxilina e eosina. Outros corantes preferidos para 
preparagoes para exame direto incluem lactofenol azul de algodao, Giemsa, laranja de acridina e branco de 
calcofluor. 30 Metodos de detecgao especificos, como procedimentos de anticorpos fluorescente indireto, imuno- 
histoquimica e ensaios baseados em PCR, estao disponiveis nos CDC (http://www.cdc.gov/dpdx/dxassistance.html) 
ou em laboratories de referencia selecionados. 3,30 

Cultura de amebas de vida livre 

O metodo de Culbertson para a cultura de amebas com Escherichia coli em agar aquoso livre de sal, 1 " uma ligeira 
modificagao do procedimento original de Singh, provou ser util para a cultura de liquidos organicos, suspensoes de 
tecido ocular e outras amostras. Sao preparadas placas de agar com 20 a 25 ml de agar a 1,5% em agua destilada, 
sem adigao de nutrientes ou sal. Uma aliquota com alga ou uma gota de suspensao espessa de E. coli, obtida de uma 
cultura em placa de agar-sangue de 24 a 48 horas, e colocada no centra da placa, em uma area de 1 cm de diametro, 
ou usada para espalhar uma camada sobre a placa. 

O inoculo (uma gota de suspensao celular, sedimento ou fragmentos de tecido) e colocado no centra do inoculo 
bacteriano, e a placa e fechada com tampa. Sao incubadas placas duplicadas a 30° e 37°C, ou uma unica placa e 
incubada a 34° a 35°C. Depois de 18 a 24 horas de incubagao, a placa e mantida selada e examinada com o agar 
virado para cima, com objetiva 10x. Como alternativa pode-se utilizar um microscopio invertido. Se nao for 
observada nenhuma ameba, a placa e reincubada e examinada diariamente por um periodo de 10 dias. As amebas 
podem estar em agregados de celulas ou poderao aparecer como pequenos corpos refringentes que migram a partir 
do inoculo, deixando frequentemente rastros irregulares ou estrias tortuosas atras delas, nos locais onde se moveram 
entre as bacterias. 15 Amebas individuais podem ser transferidas do agar para uma lamina, de modo que possam ser 
observadas em preparagao a fresco ou em uma preparagao corada. Podem-se efetuar subculturas cortando-se um 
pedago do agar na regiao “frontal” contendo amebas (utilizando um bisturi esterilizado), fora da zona das bacterias, 
onde as amebas tem mais tendencia a estar livres de bacterias; em seguida, as amebas sao transferidas para outra 
placa de agar aquoso contendo E. coli (a adigao de anfotericina B na concentragao final de 2,5 mg/ml no agar ajuda 
a reduzir ao maximo a contaminagao por fungos) (E. Powell, comunicagao pessoal, 1991). Em seguida, as amebas 
sao transferidas para um meio de caldo (p. ex., caldo soja tripticase) contendo antibioticos (p. ex., penicilina, 1.000 
mg/ml, e estreptomicina, 0,1 mg/ml, na concentragao final). 

Uma vez livres de bacterias (axenica), as amebas podem ser transferidas em caldo soja tripticase sem 
antibioticos para ser usado como meio de crescimento. 3,15 Naegleria nao ira crescer em caldo soja tripticase, a nao 
ser que contenha 10% de soro fetal de bezerro esterilizado. O crescimento de amebas em caldo soja tripticase e 
melhorado utilizando tubos plasticos de cultura de tecido, visto que as amebas irao aderir aos tubes. 31 As culturas 
sao incubadas a 35°C quase na horizontal, formando um angulo de 15° a 20°, de modo analogo ao que se realiza 
frequentemente com as culturas de celulas nos laboratories de virologia. Nem todas as amebas crescem em caldo 
soja tripticase. Meios alternatives incluem Plate Count Broth (BD, Sparks, MD) e meios em caldo recomendados no 
catalogo American Type Culture Collection Catalogue (www.atcc.org), incluindo meio para Acanthamoeba, meio 


PYNFH e meio Fresh Water Ameba (E. Powell, comunicagao pessoal, 1991). Neroad et al , 36 tambem descreveram 
um meio quimicamente definido para a cultura de especies de Naegleria patogenicas e tolerantes a altas 
temperaturas. 

Cultura de tecido 

As amebas de vida livre mais virulentas (p. ex., A. culbertsoni cepa A-l) crescem em culturas de celulas de 
mamiferos, incluindo rim de macaco, celulas McCoy e outras e podem produzir efeitos citopatogenicos (CPE) que 
se assemelham aqueles observados com os virus. 18,47 As amebas menos virulentas crescem pouco em cultura de 
tecidos (de celulas) sem produzir CPE. Pode ser extremamente dificil visualizar as amebas quando crescem em 
celulas de cultura de tecidos; o liquido deve ser removido do tubo ou frasco de cultura de tecido, centrifugado a 500 
a 800 g (x 5 minutos), ou pode ser preparado utilizando Cytospin™; em seguida, o sedimento e utilizado para 
preparar uma lamina a fresco, que e examinada com microscopia de contraste de fase ou microscopia optica com 
baixa iluminagao. Como altemativa, a preparagao em lamina pode ser seca, fixada em formol e corada pela H&E 
para ajudar a observagao das caracteristicas das amebas. 3 Uma vez isoladas em cultura de tecidos, as amebas podem 
ser transferidas para um meio em caldo e/ou agar aquoso com E. coli, conforme descrito na segao anterior. 

Caracteristicas morfologicas 

Quando agrupados, os trofozoitos de Naegleria medem 8 a 15 pm e sao habitualmente menores que os das especies 
de Acanthamoeba, cujo diametro habitual e de 10 a 25 pm. 2 ’ 4 Os nucleos de ambos os generos sao semelhantes e 
contem um grande cariossomo proeminente. Naegleria apresenta um ou mais pseudopodes lobulados e lisos, e esses 
microrganismos sao ativamente moveis em temperatura ambiente ou a 35° a 37°C. As especies de Acanthamoeba 
sao muito lentas entre 22° e 25°C, porem podem tomar-se mais ativamente moveis entre 35° e 37°C. As especies de 
Acanthamoeba apresentam numerosos pseudopodes espinhosos em sua superficie, denominados acantopodes. As 
especies de Naegleria caracterizam-se por um estagio ameboflagelado temporario; quando colocados em agua 
destilada, os trofozoitos de Naegleria podem assumir uma forma piriforme e ativamente movel, contendo dois ou 
mais flagelos (dentro de 1 a 3 horas). Os cistos de Acanthamoeba e de Balamuthia apresentam paredes mais 
espessas que os de Naegleria e exibem caracteristicas distintas, que ajudam na sua identificagao." Alem disso, as 
especies de Naegleria realizam uma forma distinta de mitose (promitose), em que a membrana nuclear permanece 
intacta. 38 Por outro lado, as amebas Acanthamoeba realizam uma forma mais classica de mitose (metamitose), em 
que o nucleolo e a membrana nuclear desaparecem, e o fiiso mitotico aparece com os cromossomos na metafase. 15,38 
Para obter informagoes descritivas mais detalhadas, o leitor deve consultar as referencias. 3,15,17,27,30,38 

A identificagao de Naegleria, de Acanthamoeba e de Balamuthia alem do nivel de genero e, hoje em dia, 
habitualmente obtida por sequenciamento de acido nucleico. No passado, um estudo morfologico detalhado e outros 
procedimentos eram usados mais comumente, incluindo testes com reagentes imunologicos especificos de especie 
(p. ex., testes com anticorpos imunofluorescentes, testes de coaglutinagao) e testes para patogenicidade (em 
camundongos). 22 A identificagao desses microrganismos ate o nivel de especie pode ser util em uma investigagao 
epidemiologica ou em projetos de pesquisa, porem o seu valor pratico para o laboratorio clinico, no sentido de 
auxiliar o medico no tratamento dos pacientes, nao foi demonstrado. 

Interpretacao da importancia do isolamento de amebas de vida livre em cultura 

Tendo em vista que as amebas de vida livre sao ubiquas na agua, no solo, na poeira e no ar, e possivel que os cistos, 
transportados pelo ar, possam contaminar a superficie de um raspado de cornea, biopsia de tecido ou amostra de 
liquido na ocasiao da coleta da amostra, processamento da amostra e exame das placas primarias para crescimento, 
ou depois de um periodo prolongado de incubagao. As amebas tambem podem estar na pele, na margem das 
palpebras ou no saco conjuntival de um olho sem causar ceratite, embora isso nao tenha sido demonstrado. A 
semelhanga de qualquer cultura positiva, o resultado deve ser correlacionado com os achados do exame direto da 
amostra ao microscopio, exame histopatologico e achados clinicos. 3 

Tratamento 

O tratamento para a meningoencefalite amebiana primaria e a EAG nao foi padronizado. Pelo menos dois pacientes 
com meningoencefalite por Naegleria sobreviveram. Ambos receberam anfotericina B. Um deles, alem da 
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anfotericina B, tambem recebeu miconazol, rifampicina e sulfisoxazol. ’ ’ 

O tratamento de escolha para a doenga do SNC causada por Acanthamoeba nao foi estabelecido. E evidente que 
a terapia deve ser imediatamente administrada, devendo-se considerar o uso de um esquema de varios farmacos. Os 
agentes que possuem atividade incluem azois, como fluconazol, itraconazol e farmacos relacionados, pentamidina, 
sulfadiazina e sulfametoxazol-trimetoprima, paromomicina e outros. 3 ' 17,24 

O tratamento da ceratite por Acanthamoeba foi bem-sucedido em varios pacientes com o uso de um protocolo de 
tratamento intensivo envolvendo a aplicagao topica de isetionato de propamidina (gotas de Brolene) e gotas de 
sulfato de neomicina-sulfato de polimixina B-gramicidina (solugao oftalmica Neosporin®). 34,35,39,49 
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Pranchas 



PR AN CH A 1.1 

Avaliagao dos esfregagos de escarro corados por Gram 

A qualidade das amostras de escarro pode ser avaliada pela contagem dos numeros relativos de celulas epiteliais 
escamosas e neutrofilos segmentados por campo de pequeno aumento em um esfregago corado pelo Gram. A 
presenga de celulas epiteliais escamosas indica contain inagao por secregoes orofarlngeas. Por outro lado, as 
pneumonias bacterianas produzem grandes quantidades de neutrofilos, que podem ser detectados nas amostras de 
escarro. As fotomicrografias apresentadas a seguir sao esfregagos de amostras de escarro corados por Gram, 
ilustrando as quantidades relativas dos diversos componentes celulares. 

A. Imagem de pequeno aumento de um esfregago de escarro corado por Gram, revelando um campo repleto de 
celulas epiteliais escamosas e a inexistencia de neutrofilos segmentados. Esse especime e constituido de 
saliva, teria um escore de qualidade baixo e nao e aceitavel para cultura. 

B. A celula epitelial escamosa ilustrada nessa imagem esta profusamente colonizada por bacterias gram- 
positivas. A proliferagao excessiva de bacterias nas amostras de escarro geralmente indica que o especime 
demorou em seu transporte ate o laboratorio e que todos os resultados semiquantitativos teriam pouca 
utilidade. 

C. Esse esfregago de escarro corado por Gram demonstra uma mistura de celulas epiteliais escamosas e 
neutrofilos segmentados. A presenga dos neutrofilos segmentados indica que exista um foco infeccioso em 
algum segmento das vias respiratorias; contudo, as celulas epiteliais escamosas sugerem contaminagao por 
secregoes das vias respiratorias superiores. E dificil interpretar esse tipo de esfregago de escarro, porque as 
infecgoes das vias respiratorias superiores nao podem ser diferenciadas das infecgoes das vias respiratorias 
inferiores (i.e., o valor preditivo do resultado diminui significativamente). 

D. Campo repleto de neutrofilos, praticamente sem quaisquer celulas epiteliais escamosas. Essa e uma amostra 
de escarro de excelente qualidade, que oferece chances razoaveis de produzir resultados relevantes. 

E. Imagem com maior aumento da amostra D, demonstrando neutrofilos segmentados dispersos sobre um fiindo 
de filamentos mucosos corados em rosa. 

F. Esse esfregago de uma amostra de escarro induzido corada com Diff-Quik® demonstra varias celulas 
epiteliais colunares ciliadas. Essas celulas originam-se das vias respiratorias inferiores e, quando estao 
presentes em uma amostra de escarro como esta, indicam que o especime e de excelente qualidade e que 
resultados relevantes podem ser obtidos. 

G. A imagem de grande aumento de um especime de escarro corado por Gram ilustra a morfologia de uma celula 
epitelial colunar ciliada. Observe os cilios bem-definidos no topo da extremidade terminal alargada dessa 
celula epitelial colunar com coloragao eosinofilica. 

H. Coloragao com azul de toluidina de uma amostra de escarro induzido, demonstrando celulas inflamatorias 
mononucleares compativeis com macrofagos alveolares. Assim como as celulas epiteliais colunares, os 
macrofagos alveolares originam-se dos segmentos profiindos das vias respiratorias inferiores e sua presenga 
nas amostras de escarro aumenta a importancia de qualquer especie bacteriana isolada. 
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PRANCHA 1.2 

Diversas coloragoes usadas em microbiologia 

As coloragoes sao necessarias para possibilitar a detecgao e o estudo de muitos dos microbios importantes sob o 
ponto de vista medico, uma vez que o indice de refragao deles e proximo ao da agua. Ao longo dos anos, 
pesquisadores desenvolveram varias coloragoes, cada qual destinada a realgar componentes especificos da parede 
celular ou aspectos particulares da celula (p.ex., flagelos ou esporos). As ilustragoes que seguem sao de algumas 
coloragoes e suas aplicagoes. 

A. Coloragao de Gram. E o corante mais comumente utilizado no laboratorio de microbiologia. Destina-se a 
diferenciar entre as bacterias que conseguem reter o corante violeta cristal e adquirem coloragao azul-escura- 
acentuada depois da descoloragao (i.e., gram-positivas) e as que nao conseguem reter o corante e sao coradas 
em vermelho {i.e., gram-negativas). Esta imagem ilustra uma preparagao corada por Gram demonstrando 
bacilos gram-negativos corados em vermelho. 

B. Coloragao alcool-acida. Essa coloragao e uma de suas modificagoes (i.e., coloragao alcool-acida parcial ou 
modificada) sao utilizadas frequentemente para demonstrar varios microrganismos “alcool-acidorresistentes”, 
inclusive especies de Nocardia nas amostras de escarro e oocistos de Cryptosporidium nas amostras de fezes. 
Esta imagem ilustra grupos de bacilos alcool-acidorresistentes corados em vermelho em um especime de 
biopsia hepatica de um paciente com AIDS. Com a coloragao alcool-acida, os microrganismos sao corados 
em vermelho e essa imagem demonstra bacilos identificados como complexo Mycobacterium avium/M. 
intracellulare. 

C. Fluorescencia direta. Os corantes fluorescentes (rodamina e auramina) reagem diretamente com a parede 
celular das micobacterias. Tambem existem anticorpos conjugados com fluoresceina para demonstrar varios 
microrganismos com base no teste de anticorpo fluorescente direto. Esta imagem ilustra micobacterias 
fluorescentes coradas em verde-amarelado em uma amostra concentrada de escarro de um paciente com 
tuberculose pulmonar. 

D. Laranja de acridina. Esse corante fluorescente rapido e usado para demonstrar bacterias nos esfregagos diretos 
e nas laminas preparadas com liquidos biologicos. Essa coloragao e especialmente util para detectar bacterias 
gram-negativas nos caldos de hemocultura positivos, que podem passar despercebidas na coloragao por Gram 
em razao da presenga de restos corados em vermelho intenso ao fundo. Esta imagem demonstra uma bacteria 
com formato de bastonete longo e brilbo alaranjado tipico, quando foi examinada com um microscopio de 
fluorescencia. 

E. Azul de metileno. Essa coloragao rapida inespecifica e usada ocasionalmente para demonstrar bacterias e 
outros microrganismos nos esfregagos diretos. Esta imagem ilustra bacilos corados em azul. Uma aplicagao 
importante dessa tecnica e detectar bacterias nos esfregagos diretos de liquido cefalorraquidiano dos pacientes 
com quadro suspeito de meningite aguda, principalmente especies gram-negativas, que podem ser 
obscurecidas pela coloragao de fundo escura do material proteinaceo. 

F. Branco calcofluor. Esse agente clareador autofluorescente tern a propriedade de ligar-se as moleculas de 
carboidrato das paredes celulares dos fungos. Esta imagem ilustra hifas coradas em verde-amarelo brilhante 
em uma preparagao direta corada por branco calcofluor e examinada com um microscopio de fluorescencia. 

G. Wright-Giemsa. Essa coloragao e usada comumente para demonstrar elementos celulares nos esfregagos de 
sangue periferico e medula ossea. Em microbiologia, esse corante e utilizado mais comumente em 
parasitologia para detectar parasitas intraeritrocitarios (plasmodios, babesias) e extraeritrocitarios 
(tripanossomos, microfilarias). As inclusoes de clamidias sao realgadas por esse corante, assim como as 
leveduras intracelulares de Histoplasma capsulatum (ilustradas nesta imagem). 

H. Acido periodico de Schiff (PAS; do ingles, acid-Schiff stain). Esse corante generico e usado para demonstrar 
as paredes celulares ricas em polissacaridios. Entre suas aplicagoes especificas esta a detecgao de fungos em 
cortes histologicos e esfregagos. Esta imagem ilustra o corpo frutificante de uma especie de Aspergillus 
presente no aspirado de uma bola fiingica do pulmao, que esta circundado por conidios corados em vermelho. 

















PRANCHA 1.3 


Identificagao presuntiva de bacterias com base no exame da morfologia celular microscopica das preparagoes 
de esfregagos corados 

A coloragao das bacterias por Gram, alem de outras tecnicas de coloragao, e uma das analises mais importantes para 
a identificagao presuntiva dos microrganismos. A morfologia das celulas bacterianas, sua configuragao e suas 
caracteristicas de coloragao frequentemente permitem realizar a identificagao presuntiva dos microrganismos 
presentes em um esffegago corado por Gram. Essa prancha inclui as caracteristicas microscopicas sugestivas dos 
diversos grupos de bacterias. 

A. Bacilos gram-positivos relativamente delgados dispostos em um padrao de “letras chinesas” sugerem uma das 
bacterias corineformes (difteroides). 

B. Bacilos gram-positivos formadores de esporos. Os aerobios formadores de esporos fazem parte do genero 
Bacillus ; os formadores de esporos anaerobios pertencem ao genero Clostridium. Esta imagem ilustra celulas 
de Bacillus sphaericus, formador de esporos. 

C. Coloragao direta de um exsudato purulento por Gram demonstrando cocos gram-positivos dispostos em 
grupos pequenos, que sao tipicos de uma especie de Staphylococcus. 

D. Coloragao direta de um esfregago de exsudato necrotico de um paciente com mionecrose. Os cocos gram- 
positivos minusculos presentes nesta fotomicrografia sao estreptococos. 

E. Essa coloragao direta de um esfregago de escarro purulento corado por Gram revelou diplococos gram- 
positivos tipicos de Streptococcus pneumoniae. 

F. Esse exsudato purulento foi retirado da parede toracica de um paciente com empiema supurativo agudo. Os 
bacilos gram-positivos claviformes ramificados sugeriam uma especie de Bifidobacterium, que foi isolada na 
cultura para anaerobios. Algumas especies de Actinomyces podem ter morfologia semelhante. 

G. Preparagao corada por Gram de um esfregago direto do sedimento urinario de uma paciente com cistite aguda. 
Observe os diversos bacilos gram-negativos dispersos entre os neutrofilos segmentados ao fiindo. Escherichia 
coli foi isolada em cultura pura. 

H. A preparagao corada por Gram de um esfregago direto obtido dos exsudatos uretrais purulentos de um homem 
sexualmente ativo demonstrou diplococos gram-negativos intracelulares tipicos de Neisseria gonorrhoeae. As 
celulas bacterianas desta fotografia tinham coloragao mais clara que se observa normalmente ao exame 
microscopico direto. 

I. Esta fotomicrografia de um esfregago de escarro ilustra alguns neutrofilos segmentos ao fiindo e um infiltrado 
difuso com alguns bacilos gram-negativos curtos, dos quais alguns parecem estar circundados por um halo. A 
cultura isolou Klebsiella pneumoniae. 

J. Esta fotomicrografia com filamentos gram-positivos delicados ramificados sugeria Propionibacterium acnes, 
que foi isolado em cultura. Algumas especies de Actinomyces podem ter morfologia semelhante na coloragao 
por Gram. 
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PRANCHA 1.4 

Dificuldades e artefatos da coloragao por Gram 

A. Especie de Acinetobacter em hemocultura. Esses microrganismos sao cocobacilares e tendem a reter violeta 
cristal. Desse modo, um esfregago corado por Gram pode ser interpretado erroneamente como cocos gram- 
positivos ( setas ) ou bacilos gram-positivos. O microscopista precisa avaliar o padrao de todas as celulas 
bacterianas do esfregago. A presenga de celulas que se coram em magenta e um indlcio de que a reagao possa 
ser realmente gram-negativa. Ampliagao original: l.OOOx. 

B. Os estafilococos excessivamente descorados de um especime genital foram interpretados erroneamente como 
cocos gram-negativos. Embora os gonococos e os estafilococos possam aparecer na forma de diplococos, com 
uma excegao rara (seta), o formato de “feijao-fradinho” dos gonococos nao estava presente nessa imagem e as 
celulas bacterianas nao eram intracelulares. E importante nao pressupor a presenga de Neisseria gonorrhoeae, 
a menos que a morfologia seja tlpica. Ampliagao original: l.OOOx. 

C. As celulas alongadas de Streptococcus pneumoniae (setas) em um esfregago de escarro podem ser 
confundidas com bacilos gram-positivos e sua importancia como patogeno respiratorio significative pode ser 
descartada. Outras celulas presentes nesse esfregago tinham “formato de lanceta” tipico dos pneumococos. O 
microscopista deve avaliar o padrao geral e nao ser confundido pelas excegoes ocasionais. Ampliagao 
original: l.OOOx. 

D. Clostridium perfringens e facilmente descorado e pode apresentar-se como uma bacteria gram-negativa. Os 
indicios quanto ao tipo verdadeiro das bacterias sao celulas gram-positivas ocasionais (seta) e aspecto de 
“vagao de carga” grande, que nao se assemelha a um bacilo enterico tipico. As especies de Bacillus tambem 
podem descolorir e assumir aspecto gram-negativo. Ampliagao original: l.OOOx. 

E. Restos corados por Gram simulando cocos gram-positivos. A composigao real do material e sugerida pelas 
dimensoes minusculas e pela variagao acentuada do tamanho. Em muitos casos, os artefatos parecem refrateis 
quando o foco e alterado. Ampliagao original: l.OOOx. 

F. Bastonetes e cones da retina simulando cocos e bacilos gram-positivos em um especime de humor vitreo. A 
natureza real dessas estruturas e sugerida pela localizagao anatdmica e por seu aspecto refratil. Ampliagao 
original: l.OOOx. 

G. Conidios de Aspergillus fumigatus simulando cocos gram-positivos em um especime de escarro. A natureza 
real dessas estruturas e sugerida por seu tamanho grande e pelas bordas enrugadas dos conidios (se estivessem 
presentes). Um exame do esfregago conseguiu detectar hifas septadas. Ampliagao original: l.OOOx. 

H. Os cilios esfoliados de uma celula respiratoria (seta) eram semelhantes a bacilos gram-negativos. Isso poderia 
sugerir a presenga de um bacilo corado palidamente, inclusive Fusobacterium nucleatum. Contudo, ao exame 
mais detalhado, as estruturas nao tinham o detalhe morfologico de uma bacteria. Em geral, o exame adicional 
detecta celulas inteiras com seus cilios fixados. Ampliagao original: l.OOOx. (Imagem ampliada.) 



















PR AN CH A 1.5 

Identificagao presuntiva de bacterias com base no exame da morfologia das colonias 

Os microbiologistas usam varias caracteristicas das colonias de bacterias que crescem na superficie dos meios de 
cultura em agar para efetuar a identificagao presuntiva do grupo ou genero e tambem como guia para selecionar os 
testes diferenciais, que permitem chegar a identificagao final das especies. Entre os criterios utilizados comumente 
estao tamanho, forma, consistencia, cor e produgao de pigmentos pelas colonias, assim como a formagao de reagoes 
hemoliticas no agar-sangue. 

A. Placa de agar-sangue, na qual cresceram colonias nao hemoliticas convexas, continuas, branco-amareladas e 
arredondadas de uma especie de Staphylococcus coagulase-negativo. 

B. Colonias cultivadas em agar-sangue ilustrando zonas bem-defmidas de P-hemolise ao redor das colonias. A 
relagao entre o tamanho das colonias e as zonas de hemolise e usada para diferenciar algumas especies. Essa 
imagem ilustra especies de Streptococcus, que comumente apresentam razoes menores entre tamanho das 
colonias e diametro dos halos hemoliticos, em contraste com as especies de Staphylococcus, nas quais o 
tamanho relativo das colonias geralmente e maior. 

C. Essas colonias brancas descoradas de Listeria monocytogenes tinham reagao beta-hemolitica fraca quando 
foram examinadas por transiluminagao (/. e., esta fotografia realga a cor das colonias, mas nao a hemolise). 
Esse microrganismo foi cultivado de uma amostra de LCR de um paciente com meningite. 

D. Colonias opacas, cinza-palido e ligeiramente umidas cresceram no agar-sangue ( a direita ) e no agar 
MacConkey (a esquerda), sugerindo um dos membros da familia Enterobacteriaceae. O crescimento no agar 
MacConkey nao mostrou pigmentagao vermelha, indicando que o microrganismo nao fermenta lactose. O 
microrganismo isolado nessa cultura era uma especie de Salmonella. 

E. Colonias secas e enrugadas de uma especie de Bacillus. Pseudomonas stutzeri tambem forma colonias 
enrugadas com aspecto semelhante. 

F. Colonias pigmentadas amarelas no agar-sangue. A produgao de pigmento e um aspecto importante para a 
diferenciagao de algumas especies de bacterias, principalmente as que pertencem aos diversos grupos de 
bacilos nao fermentadores. As colonias ilustradas nesta imagem eram da especie de Flavobacterium isolada 
depois de 48 horas de incubagao, das quais as ultimas 24 horas foram a temperatura ambiente. Em muitos 
casos, a intensidade da pigmentagao e acentuada pelo prolongamento da incubagao a temperatura ambiente. 

G. Colonias nitidamente mucoides cultivadas em agar-sangue. Algumas vezes, a consistencia mucoide das 
colonias e atribuida a produgao de capsulas - um mecanismo de protegao utilizado por varias especies de 
bacterias para evitar fagocitose. Pseudomonas spp., Klebsiella pneumoniae. Streptococcus pneumoniae e 
Cryptococcus neoformans estao entre as especies microbianas isoladas mais comumente na forma de colonias 
mucoides. As colonias ilustradas nesta imagem eram de Streptococcus pneumoniae. 

H. Colonias cinzentas semitransparentes de Eikenella corrodens cultivada em agar-sangue. Observe o halo ao 
redor das colonias ilustrando as “depressoes” tipicas dessa especie. 

I. Colonias cinzentas, semitransparentes e lisas de Capnocytophaga ochracea. Observe a extensao como nevoa 
das colonias, que ilustra a motilidade deslizante tipica das especies de Capnocytophaga. 

J. Colonia seca e esbranquigada de uma especie de Nocardia. As especies de Streptomyces formam colonias 
semelhantes. Essas identificagoes presuntivas podem ser confirmadas quando e possivel detectar um odor 
tipico de “porao mofado” produzido por essas especies. 
















PRANCHA 6.1 

Identificagao presuntiva das especies de Enterobacteriaceae. 

A identificagao presuntiva de Enterobacteriaceae esta baseada no aspecto das colonias cultivadas nos meios de 

isolamento primario e na avaliagao de algumas reagoes bioquimicas. Por defmigao, para que um microrganismo seja 

classificado na familia Enterobacteriaceae, ele deve fermentar glicose, produzir acido (ou acido e gas), reduzir 

nitratos em nitritos e nao demonstrar atividade de citocromo-oxidase. 

A. Coloragao de um especime de escarro por Gram demonstrando bastonetes gram-negativos roligos e curtos, 
que sao tipicos dos membros da familia Enterobacteriaceae. A imagem tambem demonstra dois leucocitos 
polimorfonucleares, sugerindo um processo infeccioso em atividade nesse paciente. Nesse caso, a cultura 
confirmou que o microrganismo era Klebsiella pneumoniae. 

B. Cultura mista demonstrando crescimento (em 24 horas) no agar-sangue de dois morfotipos de bastonetes 
gram-negativos e um terceiro morfotipo de um microrganismo menor, que supostamente poderia ser uma 
especie gram-positiva. Um morfotipo podia ser caracterizado por colonias brancas, brilhantes e grandes, 
enquanto o outro parecia formar colonias cinzentas maiores com bordas irregulares. Esses dois tipos de 
colonias poderiam sugerir bastonetes gram-negativos tipicos da familia Enterobacteriaceae. A imagem 
tambem demonstra algumas colonias brancas continuas tipicas dos cocos gram-positivos. 

C. As colonias mucoides rosadas, brilhantes e grandes no agar MacConkey eram tipicas de algumas especies de 
Klebsiella e Enterobacter. Com base apenas em seu aspecto, essas colonias podiam ser consideradas 
representativas de uma das especies da familia Enterobacteriaceae. 

D. Padrao de dispersao (formagao de “veu”) de uma cepa movel da especie de Proteus na placa com agar- 
chocolate. 

E. Serie de tubos inclinados de agar-ferro de Kligler (KIA; do ingles, Kligler iron agar ) ilustrando varios 
padroes de reagao. O tubo localizado na extrema esquerda mostra parte inclinada acida (amarelo) e fundo 
acido (amarelo), sugerindo fermentagao de glicose e lactose. Observe tambem o espago no fundo do tubo e a 
fenda do agar no meio do tubo, que indicam produgao de gas (C0 2 ) pela bacteria. Em geral, as quantidades 
abundantes de C0 2 (como se observou nesse caso) sao produzidas pelos microrganismos que fazem parte da 
Tribo V (Klebsielleae). O segundo tubo da esquerda demonstra uma reagao acido-acida, mas sem presenga de 
gas, que e tipica da reagao observada com E. coli. O terceiro tubo a esquerda ilustra um padrao de parte 
inclinada alcalina (vermelha), e um fundo acido (amarelo), que e tipico de uma bacteria que nao fermenta 
lactose. O quarto tubo ilustra parte inclinada vermelha e fundo preto, indicando produgao de sulfeto de 
hidrogenio (H 2 S). Quando esse tipo de reagao e observado com um microrganismo oxidase-negativo, a 
hipotese e que o fundo do tubo seja acido (amarelo), indicando fermentagao de glicose, ainda que a cor 
amarela esteja obscurecida em razao da produgao de H 2 S. A reagao do quinto tubo (extrema direita; 
vermelho/vermelho) e tipica dos bacilos gram-negativos nao fermentadores, que nao fermentam lactose ou 
glicose. 

F. Tres tubos com meio de caldo purpura contendo tubos de Durham para demonstrar a produgao de gas. Os dois 
tubos da direita ilustram a produgao de acido a partir da glicose (amarelo), em comparagao com o controle 
negativo a esquerda. O tubo da extrema direita demonstra acumulagao de gas dentro do tubo de Durham, que 
e tipica de um microrganismo que produz acido e gas a partir da glicose. 

G. Teste de citocromo-oxidase demonstrando uma reagao positiva de cor purpura (,a esquerda), em comparagao 
com uma reagao negativa (a direita ; nenhuma cor azul dentro de 10 segundos - ver Quadro 1.5 online). 
Qualquer microrganismo que produza reagao positiva pode ser excluido da familia Enterobacteriaceae. 

H. Meio de teste do nitrato contendo tubos de Durham para demonstrar a formagao de gas nitrogenio. O tubo a 
esquerda apresentou reagao positiva (vermelha) depois do acrescimo de a-naftilamina e acido sulfanilico. O 
microrganismo testado reduziu os nitratos do meio em nitritos, que reagiram com os reagentes para formar o 
pigmento verm el ho /?-sul fobenzeno-azo-nafti lam i na (Quadro 6.2 online). O tubo ao centro tambem demonstra 
uma reagao de nitrato positiva, mas neste caso todo o nitrato foi primeiramente reduzido a nitrito e depois 
tambem reduzido a gas nitrogenio (indicado pela acumulagao de gas dentro do tubo de Durham). Como nao 


havia nitrito no tubo, nao apareceu a cor vermelha depois do acrescimo dos reagentes. O tubo a extrema 
direita nao tinha cor vermelha nem gas e representa um teste negativo para redu?ao de nitratos. 
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PRANCHA 6.2 

Aspectos das colonias de Enterobacteriaceae no meio de MacConkey e agar eosina-azul de metileno (EMB) 

O meio de MacConkey e o agar eosina-azul de metileno (EMB; do ingles, eosine-methylene blue ) sao os dois 
meios de isolamento primario seletivos utilizados mais comumente para a diferenciagao presuntiva dos membros da 
familia Enterobacteriaceae que fermentam ou nao fermentam lactose. No meio de MacConkey, as colonias que 
fermentam lactose sao vermelhas porque ha conversao acida do indicador (vermelho neutro). No agar EMB, as 
colonias de fermentadores avidos de lactose produzem um brilho metalico esverdeado quando a produgao de acidos 
e suficiente para reduzir o pH ate cerca de 4,5 ou menos. 

A. Superficie do agar MacConkey com 24 horas de crescimento de colonias purpura de fermentadores de lactose. 
A cor purpura difusa do agar ao redor das colonias e causada pelos microrganismos que fermentam lactose 
avidamente (p.ex., Escherichia coli ) e produzem grandes quantidades de diferentes acidos, causando 
precipitagao dos sais biliares no meio em torno das colonias. 

B. Superficie do agar MacConkey ilustrando colonias fermentadoras de lactose (purpura) e colonias nao 
fermentadoras de lactose (claras e menores). 

D. e Superficies das placas de agar EMB ilustrando o brilho esverdeado produzido pelos membros da familia 
Enterobacteriaceae que fermentam lactose (ou sacarose) avidamente. A maioria das cepas de E. coli forma 
colonias com esse aspecto no agar EMB e, como esta bacteria esta entre os microrganismos isolados mais 
comumente dos especimes clinicos, o desenvolvimento destas colonias frequentemente embasa a 
identificagao presuntiva de E. coli. Contudo, antes que se possa identificar defmitivamente um microrganismo 
como E. coli, outras caracterfsticas alem da produgao do brilho esverdeado no agar EMB devem ser avaliadas, 
porque outros membros da familia Enterobacteriaceae que fermentam lactose podem ter aspecto semelhante. 

E e Superficies das placas de agar EMB ilustrando uma cultura mista de E. coli (colonias com brilho 
esverdeado) e especies de Shigella. A maioria das especies de Shigella nao fermenta lactose e, deste modo, 
forma colonias semitransparentes nao pigmentadas no agar EMB. Outras especies incapazes de fermentar a 
lactose formam colonias aparentemente semelhantes as que estao ilustradas nestas fotografias. 

G. Superficie do agar MacConkey demonstrando crescimento de colonias pigmentadas vermelhas de Serratia 
marcescens. Observe que essa especie nao fermenta lactose e que as colonias parecem vermelhas porque 
produzem pigmento, que deve ser diferenciado da coloragao purpurea das colonias fermentadoras de lactose, 
como as que estao ilustradas nas Pranchas 6.2 A e B. 

H. Colonias hipermucoviscosas de K. pneumoniae na placa de agar-sangue, demonstrando resultado positivo do 
teste do fio. O teste do fio e positivo quando uma alga de inoculagao ou uma agulha consegue formar um fio 
viscoso com mais de 5 mm de comprimento quando toca na colonia bacteriana e e levantada acima da borda 
da placa de agar, formando um fio de bacterias. 




































PRANCHA 6.3 

Aspecto das Enterobacteriaceae em agar XLD e em meio de HE 

Diversos tipos de meios mais seletivos que o agar MacConkey ou EMB sao utilizados comumente nos laboratories 
de microbiologia clinica para isolar determinados membros da famllia Enterobacteriaceae. O agar xilose-lisina- 
desoxicolato (XLD) e o agar enterico de Hektoen® (HE) sao os meios usados mais frequentemente; os meios 
altamente seletivos como o agar de sulfato de bismuto sao usados apenas com finalidades especificas. Esses meios 
nao sao apenas capazes de diferenciar entre as bacterias que fermentam ou nao fermentam lactose, como tambem 
podem detectar os microrganismos que produzem sulfeto de hidrogenio (H 2 S). 

A. Superficie do agar XLD demonstrando a conversao amarela do meio pelas colonias de E. coli produtoras de 
acidos. 

B. Colonias nao fermentadoras de lactose (sem conversao acida do meio) das especies de Salmonella, que se 
desenvolveram na superficie do agar XLD. Observe a pigmentaqao negra de algumas colonias, indicando a 
produqao de H 2 S. 

C. Fotografia ilustrando uma placa de agar XLD inoculada com uma mistura a 50/50 de E. coli e especies de 
Salmonella. Observe o crescimento predominante das especies de Salmonella (colonias vermelhas) em 
comparaqao com poucas colonias de E. coli amarelas fermentadoras de lactose, que foram inibidas 
eficazmente. O halo roseo bem definido ao redor das colonias de Salmonella indica descarboxilaqao da lisina, 
um aspecto que ajuda a diferenciar entre as especies de Salmonella (positivo) e colonias das especies de 
Proteus que produzem H 2 S. 

D. Placa com agar XLD inoculada com cepas de uma especie de Proteus produtora de H 2 S. Observe que nao ha 
um halo roseo ao redor das colonias, indicando que nao houve descarboxilaqao da lisina (em comparaqao com 
as colonias ilustradas no painel C). 

E. Superficie do agar de HE demonstrando a conversao acida amarela pelas colonias de E. coli. 

F. Superficie do agar de HE ilustrando colonias verde-claro (incolores) de membros da familia 
Enterobacteriaceae que nao fermentam lactose. 

G. Agar Salmonella-Shigella da Thermo Scientific Remel (Agar SS®) ilustrando colonias de cor preta tipicas 
das especies de Salmonella produtoras de H 2 S. O tiossulfato de sodio e o citrato ferrico presentes no meio 
permitem detectar a produqao de sulfeto de hidrogenio, que se evidencia pelas colonias com centros pretos. 

H. Agar Salmonella-Shigella da Thermo Scientific Remel (Agar SS®) demonstrando crescimento de bacterias 
coliformes fermentadoras de lactose. As bacterias que fermentam lactose produzem acidos que, em presenqa 
do indicador vermelho neutro, resultam na formaqao de colonias vermelhas. 




















PRANCHA 6.4 

Caracterlsticas diferenciadoras das Enterobacteriaceae 

A. Teste do ortonitrofenil-D-galactopiranosidio (ONPG) demonstrando uma reagao positiva (amarela a esquerda) 
comparada com o controle negativo ( a direita). A reagao positiva indica que o microrganismo seja capaz de 
produzir (!-galactosidase, uma enzima necessaria a decomposigao inicial da lactose, resultando na liberagao de 
o/Tonitrofenol de cor amarela. 

B. Tubo com agar semissolido de sulfeto-indol (SIM) para testar motilidade (d direita ) e tubo com KIA com 
meio inclinado ( a esquerda ) ilustrando as diferengas de sensibilidade na detecgao do sulfeto de hidrogenio 
(H 2 S) por estes dois meios. O escurecimento difuso discrete do tubo com SIM e produzido por uma bacteria 
movel que produz pouco H 2 S (neste caso, S. enterica do sorotipo Typhi). Observe que o H 2 S produzido no 
tubo de KIA menos sensivel apareceu apenas no meio do tubo, ou seja, na interface entre a parte inclinada e o 
fiindo; este aspecto e tipico de S. enterica sor. Typhi neste meio. 

D. e Quatro tubos demonstrando os testes de indol (I), vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP) e citrate 
(C). Quando sao realizados simultaneamente, esses quatro testes formam as reagoes classicas conhecidas 
como IMViC. A produgao de indol a partir do triptofano e indicada pela cor vermelha depois do acrescimo do 
reagente de Kovac (tubo da extrema esquerda , painel C). O aparecimento da cor vermelha no tubo com VM 
indica redugao do pH para 4,4 ou menos e sugere a presenga de fermentadores com produgao abundante de 
uma mistura de acidos (acido-mista) (segundo tubo a partir da esquerda, painel C). A cor vermelha no tubo 
com VP indica a presenga de acetoina (acetilmetilcarbinol) produzida a partir do piruvato por meio da via 
metabolica do butilenoglicol (terceiro tubo a partir da esquerda, painel D). O crescimento na parte inclinada 
do agar de citrate de Simmon e a conversao do indicador azul de bromotimol a uma coloragao azul alcalina 
indica que o microrganismo pode utilizar citrate de sodio como fonte unica de carbono (tubo da extrema 
direita, painel D). O painel C ilustra as reagoes da E. coli (+, +, -, -), enquanto o painel D demonstra as 
reagoes de Klebsiella/Enterobacter (-, -, +, +). 

E. Os dois tubos a esquerda demonstram reagoes negativa (amarelo-claro) e positiva (verde-escuro) de 
fenilalanina-desaminase. A cor verde e produzida pela reagao entre o reagente FeCl 3 e o acido fenilpiruvico 
do meio, resultante da desaminagao da fenilalanina (Quadro 6.8 online). Os tres tubos a direita contem agar 
de ureia de Christensen com partes inclinadas. O terceiro tubo da direita ilustra uma reagao positiva forte (cor 
vermelha em todo o meio, indicando uma reagao alcalina causada pela decomposigao da ureia), em 
comparagao com o controle negativo na extrema direita (cor amarela em todo o meio). A reagao do segundo 
tubo a partir da direita (cor vermelha apenas na parte inclinada) e produzida por microrganismos como as 
especies de Klebsiella e algumas especies de Enterobacter, que sao produtores fracos de urease. 

F. Quatro tubos contendo meio com descarboxilase de M011er cobertos por uma camada de oleo mineral para 
produzir condigoes anaerobias (Quadro 6.7 online). Da esquerda para a direita : tubo de controle do 
crescimento sem os aminoacidos (o crescimento e indicado pela conversao a uma coloragao amarelada em 
consequencia da fermentagao da glicose no meio) arginina, lisina e omitina. O indicador roxo de bromocresol 
e amarelo com um pH acido e roxo com um pH alcalino. Desse modo, qualquer tubo que apresente cor roxa 
indica pH alcalino, ou seja, uma reagao produzida pelos microrganismos que conseguem descarboxilar os 
aminoacidos presentes no meio. O microrganismo ilustrado nesse caso era arginino-negativo, lisino-positivo e 
ornitino-positivo e esta e a reagao tipica observada com E. aerogenes. 

G. O agar de lisina-ferro (LIA; do ingles, lysine iron agar) e usado para diferenciar as bacterias entericas com 
base em sua capacidade de descarboxilar ou desaminar lisina e produzir H 2 S. Os microrganismos que 
descarboxilam lisina produzem uma reagao alcalina (purpura) no fiindo do tubo (tubo ao centro). As bacterias 
que desaminam lisina produzem parte inclinada vermelha sobre um fiindo acido (amarelo) (tubo da extrema 
esquerda). As bacterias que produzem H 2 S causam escurecimento do meio principalmente ao centro e no 
fiindo do tubo (tambem detectaveis no tubo da extrema esquerda). O tubo da extrema esquerda e lisina- 
desaminase-positivo e lisina descarboxilase-negativo. O tubo do centro e lisina desaminase-negativo e lisina 


descarboxilase-positivo. O tubo da extrema direita e negativo para lisina-desaminase e lisina-descarboxilase. 
(Fundo avermelhado, mas nao amarelo.) 

H. Tubos com meio para testar motilidade. Os microrganismos moveis mostram crescimento difuso fora da linha 
de inoculagao (tubo da esquerda ); as bacterias imoveis apresentam crescimento apenas ao longo da linha de 
inoculagao (tubo da direita). Tambem ha um meio para testar motilidade, ao qual se acrescenta cloreto de 
2,3,5-tifeniltetrazolio (TTC). O crescimento de bacterias capazes de reduzir TCC apresenta-se avermelhado 
ao longo da linha de inoculagao, assim como na area para onde as celulas migraram, facilitando a 
diferenciagao entre as bacterias moveis e imoveis (Prancha 7.1 E). (Fotografia cedida por cortesia de Health 
and Education Resources, Bethesda, MD.) 




C 



D 



E 


F 










PRANCHA 6.5 

Peste humana 

A. A disseminagao hematogenica de Yersinia pestis a partir da porta de entrada para outros orgaos e tecidos pode 
causar coagulagao intravascular e choque endotoxico, formando pequenas hemorragias na pele. (CDC, Public 
Health Image Library.) 

B. Coloragao de Y. pestis pelo Gram demonstrando bastonetes gram-negativos curtos e roligos com coloragao 
bipolar. Esses microrganismos parecem rosados nas extremidades polares com uma area branca (nao corada) 
ao centra. 

C. Esfregago de sangue periferico corado pelo corante de Wright demonstrando o aspecto de “alfmete de 
seguranga” de Y. pestis. Essa bacteria cora-se em azul-escuro, os leucocitos em azul-claro com nucleos roxos 
e os eritrocitos em castanho-claro. (CDC, Public Health Imagem Library.) 

D. Colonias de Y. pestis cultivadas crescendo em uma placa de agar-sangue incubada por 72 horas. Yersinia 
pestis cresce bem na maioria dos meios padronizados utilizados no laboratorio e forma colonias branco- 
acinzentado a opacas ligeiramente amareladas, elevadas e irregulares, com morfologia de “ovo frito”; 
altemativamente, as colonias podem ter superficie brilhante de “cobre marchetado”. (CDC, Public Health 
Image Library.) 

Agar cromogenico 

E. O BBL CHROMagar® 0157 destina-se ao uso como placa de isolamento primario para coproculturas na 
triagem para E. coli 0157. Esse meio permite diferenciar entre E. coli 0157 (colonias cor de malva) e E. coli 
nao 0157 (colonias azuis). Ele tambem inibe a maioria das cepas de Proteus, Pseudomonas e Aeromonas, que 
utilizam compostos seletivos. (Cortesia de BD Diagnostic Systems.) 

G. e O meio BBL CHROMagar® Orientation e um meio diferencial nao seletivo usado para realizar a 
identificagao presuntiva das bacterias isoladas de especimes clinicos primarios. Ele permite o isolamento e a 
identificagao presuntiva das bacterias gram-positivas e gram-negativas na mesma placa. Esse meio e util para 
a identificagao e enumeragao dos patogenos das vias urinarias. Tambem identifica E. coli (colonias rosadas) e 
Enterobacter (colonias azuis ou azul-turquesa pequenas) na placa de isolamento primario. O painel F 
demonstra uma cultura mista de E. coli e Enterococcus, junto com algumas colonias da especie de Proteus 
(cor bege com halo marram). (Cortesia de BD Diagnostic Systems.) 

H. O BBL CHROMagar® Salmonella destina-se ao uso na triagem para Salmonella em amostras clinicas ou 
industriais. Ele detecta Salmonella por uma reagao cromogenica altamente especifica (colonias roxas com 
halo purpureo), ao mesmo tempo que atenua a interferencia causada por outras colonias que produzem sulfeto 
de hidrogenio, inclusive especies de Proteus e Citrobacter. (Cortesia de BD Diagnostic Systems.) 













PRANCHA 6.6 

Sistemas de identificagao dispomveis no mercado 

Hoje em dia, existem no mercado alguns sistemas de identificagao produzidos comercialmente, que contem 

reagentes e meios estaveis destinados a determinar caracteristicas bioquimicas. Esses produtos variam dos que sao 

inoculados e lidos manualmente aos que sao totalmente automatizados. 

A. Tiras do API® 20E ilustrando o metodo de inoculagao e o aspecto de uma fita depois da inoculagao e 
incubagao. Uma suspensao do microrganismo a ser testado e transferida por uma pipeta para cada um dos 20 
compartimentos contendo meios diferentes. As reagoes coloridas sao lidas depois de 18 a 24 horas de 
incubagao a 35°C. O fabricante fomece planilhas para registrar a interpretagao visual das reagoes coloridas 
que, em seguida, sao convertidas em numeros de biotipos com sete digitos. 

B. O sistema de identificagao BBL Crystal® Enteric/Nonfermenter contem uma tampa com 30 substratos 
desidratados nas pontas dos dentes de plastico. Uma suspensao de teste e preparada e acrescentada a todos os 
30 compartimentos existentes na base da unidade. Em seguida, a tampa e alinhada com base e encaixada no 
lugar, onde o inoculo de teste reidrata os substratos desidratados e inicia as reagoes dos testes. Depois da 
incubagao, os paineis sao lidos de “cabega para baixo” utilizando a caixa de luz da BBL Crystal®. Os 
compartimentos sao examinados quanto as alteragoes de cor e um numero de perfil com 10 digitos e gerado e 
transferido a um computador, no qual a “biblioteca” de codigos da BBL Crystal® Electronic foi instalada, de 
forma a concluir a identificagao. 

C. O painel REMEL RapID® ONE (Enterobacteriaceae oxidase-negativas) tern 19 substratos para identificar 
mais de 70 microrganismos da familia Enterobacteriaceae. Esse sistema consiste em uma bandeja plastica 
com 18 cavidades de reagao. As cavidades contem reagentes desidratados e a bandeja permite a inoculagao 
simultanea de cada cavidade com um volume predeterminado do inoculo. O teste 18 e bifuncional, ou seja, 
contem dois testes diferentes na mesma cavidade. Cada teste e interpretado visualmente quanto as alteragoes 
de cor depois de quatro horas de incubagao a 35°C. Os resultados dos 19 testes e do teste de oxidase sao 
graduados nas quadriculas apropriadas do formulario do laudo e um codigo de perfil com sete digitos e gerado 
(semelhante ao ilustrado no painel A). O numero do biocodigos e transferido a um PC, no qual o programa 
ERIC® (Electronic RapID Compendium) foi instalado, de forma a concluir a identificagao. 

D. O sistema Biolog GN Microplate® consiste em uma placa de microtitulagao com 96 cavidades, que contem 
95 substratos de carbono e um corante de tetrazolio indicador de reagao redox. Quando um substrato de 
carbono e utilizado pelas bacterias inoculadas, o corante incolor e reduzido irreversivelmente e produz uma 
coloragao purpurea. Com a utilizagao de uma tela de computador, as cavidades purpureas sao codificadas 
como positivas e as cavidades incolores como negativas. Em seguida, o computador faz a correspondencia 
entre o perfil metabolico do microrganismo inoculado e o banco de dados e define a identidade mais provavel. 

E e Com o painel de identificagao de gram-negativos MicroScan®, as cavidades da placa de microtitulagao sao 
inoculadas com uma suspensao maciga do microrganismo a ser identificado e sao incubadas a 35°C por 15 a 
18 horas. Os paineis podem ser interpretados visualmente (Painel E) e, em seguida, os resultados bioquimicos 
sao convertidos em um numero de biotipo com sete ou oito digitos, que e comparado com a “biblioteca” de 
codigos fomecida pelo fabricante. Um leitor automatizado das placas (autoSCAN-4® System) tambem pode 
ser usado com o gerenciador de informagoes LabPro®. Algumas placas tambem incluem antibioticos, que 
permitem realizar testes de sensibilidade por microdiluigao e identificagao bacteriana no mesmo painel. Os 
mesmos paineis tambem podem ser usados com o sistema WalkAway® totalmente automatizado (Painel F). O 
equipamento processa paineis rapidos e convencionais (durante a noite) no mesmo sistema e esta disponivel 
em modelos com capacidade de 40 e 96 paineis. (Cortesia de Dade Behring.) 

G. O VITEK2® e um sistema produzido pela bioMerieux, que realiza identificagoes de bacterias e testes de 
sensibilidade aos antimicrobianos utilizando um inoculo padronizado. O VITEK2® incorpora o AES 
(Advanced Expert System), que integra tecnologias de inteligencia artificial ao equipamento VITEK2®. O 
AES interpreta os resultados do teste de sensibilidade antimicrobiana utilizando um banco de dados de 


informagoes altamente elaborado. Esse banco de dados contempla a maioria dos mecanismos de resistencia 
conhecidos (cerca de 2.000 fenotipos e 20.000 faixas de distribuigao de CIM). (Cortesia de bioMerieux.) 

H. O BD PHOENIX® Automated Microbiology System for Identification and Suscetibility Testing oferece 
identificagoes e testes de sensibilidade antimicrobiana totalmente automatizados, ou seja, sem necessidade de 
quaisquer testes off-line, rotulos escritos a mao ou acrescimos de reagentes. O painel de teste selado nunca e 
transferido de um lugar para outro, de forma que nao pode soltar-se, travar, quebrar ou vazar enquanto esta 
dentro do equipamento. O sistema PHOENIX® vem com um software integrado combinado com o BD 
EpiCenter®. (Cortesia de BD Diagnostic Systems.) 
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PRANCHA 7.1 

Caracteristicas importantes para diferenciar os bacilos gram-negativos nao fermentadores 

A. Detecgao de fermentagao. O tubo com KIA a direita demonstra uma reagao com parte inclinada alcalina e 
fundo alcalino, que e tipica de uma bacteria nao fermentadora; o tubo da esquerda mostra uma reagao com 
parte inclinada alcalina e fundo acido, que indica fermentagao de glicose, mas nao de lactose (caracteristicas 
das especies lactose-negativas da familia Enterobacteriaceae). A inexistencia de produgao de acidos no agar 
KIA ou no agar triplice agucar-ferro (TSI; do ingles, triple sugar-iron agar ) indica incapacidade de que as 
bacterias nao fermentadoras utilizem lactose ou glicose no agar KIA (ou lactose, glicose ou sacarose no TSI). 

B. Teste da citocromo-oxidase. A formagao de uma coloragao azulada dentro de 10 segundos depois de esfregar 
uma colonia a ser testada sobre o papel de filtro impregnado com o reagente oxidase (dicloridrato de 
tetrametil-p-fenilenodiamina) indica atividade de citocromo-oxidase, que e uma caracteristica util a 
identificagao de algumas especies de bacterias nao fermentadoras. Todos os membros da familia 
Enterobacteriaceae sao citocromo oxidase-negativos. 

C. A incapacidade de crescer no agar MacConkey ou a inibigao do crescimento neste meio de cultura e um 
indicio de que um bacilo gram-negativo possa nao ser fermentador. Embora algumas especies de bacterias nao 
fermentadoras sejam capazes de crescer no agar MacConkey, a impossibilidade de crescer neste meio (como 
esta ilustrado no lado direito desta figura montada) exclui as Enterobacteriaceae, porque todos os seus 
membros crescem bem no meio de MacConkey (lado esquerdo). 

D. Utilizagao oxidativa da glicose. Esta figura ilustra dois tubos com meio de fermentagao oxidativa (FO) de 
Hugh-Leifson. O tubo a direita esta aberto ao ar ambiente, enquanto o tubo da esquerda esta coberto com oleo 
mineral para impedir exposigao ao oxigenio atmosferico. O acido (cor amarelo) esta presente apenas na parte 
superior do tubo aberto, indicando que o microrganismo e capaz de oxidar glicose, mas incapaz de fermentar 
este agucar. 

E. Tubos com meio de Motilidade B contendo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TCC). Em geral, e dificil 
demonstrar motilidade com bacterias nao fermentadoras, porque estes microrganismos tendem a crescer 
apenas na parte superior (mais aerobia) do tubo. O acrescimo de tetrazolio ajuda a demonstrar motilidade, 
porque os microrganismos capazes de reduzir TCC aparecem em vermelho ao longo da linha de inoculagao e 
tambem na area para onde as celulas bacterianas migraram; isto facilita a diferenciagao entre as bacterias 
moveis (a esquerda) e imoveis (,a direita). 

F. Placa com agar-sangue inoculado com uma bacteria produtora de pigmento amarelo. A produgao de pigmento 
e uma caracteristica diferencial importante para a identificagao dos bacilos gram-negativos nao 
fermentadores. A bacteria ilustrada neste painel e Sphingomonas paucimobilis. 

G. Tubos com agar Flo and Tech® inoculados com Pseudomonas aeruginosa e examinados sob luz visivel. 
Esses meios sao usados para promover a produgao de dois pigmentos: pioverdina (fluoresceina), que se 
evidencia por um pigmento difusivel amarelo no agar Flo (,a esquerda) examinado sob luz visivel; e 
piocianina, que se evidencia por um pigmento azul-turquesa no agar Tech (a direita) examinado sob luz 
visivel. Embora tres especies de bacilos nao fermentadores produzam pioverdina (P aeruginosa, P. 
fluorescens e P. putida), apenas uma (P aeruginosa) produz piocianina. 

H. Tubos com agar Flo and Tech® inoculados com Pseudomonas aeruginosa e examinados sob luz ultravioleta 
(UV) utilizando uma lampada de Wood. Observe que o tubo com agar Flo ( a esquerda) emite fluorescencia, 
enquanto o tubo com agar Tech (a direita) nao fluoresce sob luz UV. Apenas o pigmento pioverdina, cuja 
produgao e aumentada pelo cultivo do microrganismo no agar Flo, emite fluorescencia sob luz UV. 








PRANCHA 7.2 

Testes usados na identificagao dos bacilos gram-negativos nao fermentadores 

A. Dois tubos com agar de ureia de Christensen ilustrando a cor vermelho-fucsia de um teste positivo ( a direita) 
em comparagao com um controle negativo ( a esquerda). As seguintes especies de bacilos nao fermentadores 
produzem reagao de urease positiva rapida (4 horas): Bergevella zoohelcum, Bordetella bronchiseptica, 
Cupriavidus pauculus e Oligella ureolytica. 

B. Dois tubos demonstrando redugao de nitrato ( a esquerda) e redugao de nitrito ( a direita). Os dois tubos 
contem um tubo de Durham para demonstrar a produgao de gas nitrogenio. O tubo da esquerda ilustra a 
redugao do nitrato em gas nitrogenio, enquanto o tubo da direita demonstra a redugao de nitrito em gas 
nitrogenio. Observe que houve produgao de mais gas no tubo da direita, indicando que houve produgao de 
quantidades maiores de nitrogenio a partir do nitrito que do nitrato durante o mesmo periodo de incubagao. A 
produgao de gas a partir do nitrato e do nitrito e tipica do grupo Pseudomonas stutzeri e do Achromobacter 
denitrificans. 

C. Tres tubos com caldo de infusao cerebro-coragao (BHI; do ingles, brain heart inffusion) demonstrando uma 
reagao de indol-positiva (a esquerda), uma reagao de indol alaranjada (ao centro) e uma reagao de indol 
negativa (a direita). As reagoes ilustradas nesta figura foram obtidas utilizando o metodo de extragao de 
xileno, seguido do acrescimo do reagente de Ehrlich (Quadro 1.4 online). A reagao de indol-positiva 
caracteriza-se pelo aparecimento de uma faixa vermelha na interface entre o caldo de triptofano e a camada de 
xileno. Os bacilos nao fermentadores indol positivos sao: Balneatrix, Bergevella, Chryseobacterium, 
Elizabethkingia, Empedobacter, Weeksella e alguns membros dos grupos nao nomeados dos CDC (Centers 
for Disease Control and Prevention). A reagao indol alaranjada peculiar (tubo do centro) e observada com 
Delftia acidovorans e e atribuida a produgao de acido antranilico a partir do triptofano por esta bacteria. O 
pigmento laranja e produzido depois do acrescimo dos reagentes de Ehrlich e Kovac. A reagao pode demorar 
mais de uma hora para positivar depois do acrescimo dos reagentes. 

D. Quatro tubos com meio de descarboxilase de M011er cobertos com uma camada de oleo mineral. Leitura da 
esquerda para a direita: lisina, arginina, omitina e tubo de controle, ou seja, sem aminoacidos. Com os bacilos 
nao fermentadores, os testes negativos mantem a mesma cor dos tubos originais nao inoculados, enquanto as 
reagoes de descarboxilagao positivas adquirem coloragao purpura mais escura em razao da produgao de 
aminas alcalinas, que tornam o pH do tubo mais alcalino. A reagao de lisina-descarboxilase positiva ilustrada 
aqui ocorre apenas com duas especies de bacilos nao fermentadores: Stenotrophomonas maltophilia e 
complexo Burkholderia cepacia. 

E. Painel montado demonstrando dois tubos de agar esculina examinados sob luz visivel (a esquerda) e os 
mesmos dois tubos examinados sob luz ultravioleta de uma lampada de Wood (, a direita). Quando a esculina e 
hidrolisada por uma bacteria, o glicosidio esculina e convertido em esculetina e glicose. A esculetina reage 
com um sal de ferro (citrato ferrico) presente no meio e forma um complexo marrom-escuro a preto (segundo 
tubo a esquerda). Em alguns casos, pode ser dificil diferenciar a produgao de um pigmento marrom-escuro a 
preto quando o proprio microrganismo produz um pigmento marrom ou de cor escura. Como a esculina e um 
composto fluorescente, a hidrolise real de esculina pode ser detectada pela inexistencia de fluorescencia. O 
tubo brilhantemente fluorescente do painel a direita (segundo tubo a partir da extrema direita) ilustra a reagao 
observada quando a reagao de esculina e negativa. O tubo da extrema direita apresenta fluorescencia 
acentuadamente salpicada, especialmente na parte inclinada, indicando que o microrganismo testado seja 
capaz de hidrolisar esculina. 

F. Placa de agar-sangue ilustrando o aspecto tipico da Pseudomonas aeruginosa depois de 24 horas de incubagao 
a 35°C. As colonias sao grandes com as bordas dispersas e frequentemente sao beta-hemoliticas. As colonias 
da area de crescimento mais profuso parecem ter um brilho metalico e aspecto descamativo, algumas vezes 
descrito como morfologia de couro de jacare. As colonias com esse aspecto geralmente produzem um odor 
adocicado semelhante ao de uvas. 


G. Placa com agar MacConkey demonstrando crescimento de dois tipos de coldnias. As colonias roxo-escuras 
sao lactose-positivas e tem o aspecto tipico de E. coli. As colonias lactose-negativas produzem um pigmento 
difusivel azul-turquesa, que e mais evidente na area com crescimento mais profuso. Esse e o aspecto tipico 
das colonias de Pseudomonas aeruginosa, que produz piocianina. 

H. Placa com agar MacConkey apresentando crescimento de uma variedade mucoide de Pseudomonas 
aeruginosa tipica das cepas isoladas do escarro dos pacientes com fibrose cistica. As colonias podem ser 
extremamente mucoides e viscosas. Observe que podem ser detectadas diversas variantes de colonias - um 
aspecto tipico dessas variantes mucoides de P. aeruginosa. Veja tambem que, na area com crescimento mais 
profuso, parece haver produqao de algum pigmento piocianina. 



















PRANCHA 7.3 

Aspecto das colonias e morfologia microscopica de alguns bacilos nao fermentadores 

Algumas especies de bacilos gram-negativos nao fermentadores tern aspectos caracteristicos, que podem ser 

observados nos meios de cultura ou nas preparagoes coradas por Gram. O reconhecimento dessas caracteristicas 

pode facilitar a identificagao correta da especie. 

A. Pseudomonas stutzeri no agar-sangue. Observe as colonias secas e rugosas, que sao tipicas dessa especie. O 
examinador deve pensar imediatamente em P. stutzeri quando um bacilo nao fermentador oxidase-positivo 
forma esse tipo de colonia no agar-sangue. 

B. Placa de agar-sangue demonstrando o aspecto seco, enrugado e amarelado da Pseudomonas luteola. Em geral, 
as colonias sao aderentes ao agar e dificeis de remover. A morfologia das colonias e semelbante as de 
Pseudomonas oryzihabitans e de Pseudomonas stutzeri. P. luteola e P oryzihabitans sao oxidase-negativas, 
enquanto P. stutzeri e oxidase-positiva. 

C. Agar MacConkey (a esquerda ) e placa de agar-sangue (a direita ) inoculados com uma cultura pura de 
Brevundimonas vesicularis. Observe que essa bacteria nao consegue crescer em agar MacConkey e forma 
colonias ligeiramente rugosas de cor amarelo-vivo no agar-sangue. Esse microrganismo tambem e sensivel a 
vancomicina e resistente a polimixina, caracteristicas que tambem facilitam sua identificagao. 

D. Placa de agar-sangue demonstrando crescimento de Stenotrophomonas maltophilia. O pigmento amarelo 
opaco e tipico dessa especie, mas sua detecgao pode ser dificil em alguns casos. As colonias tambem podem 
ter coloragao castanho-escuro a lavanda com a continuidade da incubagao, principalmente se forem mantidas 
a temperatura ambiente. 

E. Especies de Methylobacterium crescendo em agar Sabouraud dextrose. As colonias parecem secas e 
produzem pigmentagao rosa-escuro ou coral. Essas colonias absorvem luz ultravioleta e parecem escuras 
quando sao examinadas sob uma lampada de Wood. 

F. Coloragao de uma especie de Methylobacterium por Gram, demonstrando bacilos gram-negativos tipicos 
contendo vacuolos. 

G. Coloragao de uma especie de Roseomonas por Gram, demonstrando formas cocoides gram-negativas coradas 
fracamente, algumas contendo vacuolos. 

H. Especie de Roseomonas cultivada em agar Sabouraud dextrose. Esse microrganismo forma colonias rosa- 
claras, mucoides ou praticamente liquidas. Assim como as especies de Methylobacterium, as especies de 
Roseomonas crescem mais facilmente no agar Sabouraud; contudo, elas nao absorvem luz UV e nao parecem 
escuras quando sao examinadas sob uma lampada de Wood. 
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PRANCHA 7.4 

Aspecto das colonias e morfologia microscopica de alguns bacilos nao fermentadores 

A. Placa de agar-sangue demonstrando crescimento de Alcaligenes faecalis depois de 48 horas de incubagao a 
35°C. As colonias sao brancas e brilhantes; nas culturas mais antigas, as colonias tendem a espalhar em suas 
bordas externas e conferem coloragao esverdeada ao agar. Nos casos tipicos, essa especie exala um odor de 
frutas, algumas vezes descrito como odor semelhante ao de mag as verdes. 

B. Placa com agar MacConkey apresentando crescimento de Rhizobium radiobacter. Ainda que essas bacterias 
nao sejam fermentadoras, elas oxidam rapidamente lactose e, por esta razao, formam colonias cor-de-rosa 
extremamente mucoides no agar MacConkey. Esses microrganismos podem ser confiindidos facilmente com 
um fermentador lactose-positivo; contudo, eles sao oxidase-positivos e isto exclui imediatamente todos os 
membros da famllia Enterobacteriaceae. 

C. Placa de agar-sangue demonstrando crescimento de Chryseobacterium indologenes. As colonias tern 
coloragao amarelo-escura a laranjada depois de 48 horas de incubagao, principalmente quando sao incubadas 
a 30°C. Fenotipicamente, e dificil diferenciar entre essas bacterias e Chryseobacterium gleum e alguns 
laboratories preferem relatar estas cepas isoladas como C. indologenes/gleum. 

D. Placa de agar-sangue ilustrando crescimento tlpico de Mvroides odoratus. As colonias produzem pigmento 
amarelo-escuro e podem ser dispersivas. A maioria das cepas exala um odor de frutas tlpico, assim como 
ocorre com o Alcaligenes faecalis. 

E e Um teste util para diferenciar entre as especies de Neisseria e Moraxella e cultivar os microrganismos em 
agar-sangue ao redor de um disco de penicilina. Essas duas especies sao sensiveis a penicilina e formam uma 
zona de inibigao ao redor do disco de penicilina (E). Depois da incubagao durante a noite, pode-se realizar 
uma coloragao por Gram das colonias retiradas da borda das zonas de inibigao. As especies de Neisseria sao 
cocos verdadeiros e, quando estao em presenga de concentragoes subinibitorias de penicilina, ainda se coram 
na forma de diplococos gram-negativos ( lado esquerdo, painel F). As especies de Moraxella sao cocobacilos 
e, em presenga de concentragoes subinibitorias de penicilina, formam celulas bizarras em forma de bastonete 
(lado direito, painel F). 

G. Placas de agar-sangue (a esquerda ) e agar MacConkey ( a direita) apresentando crescimento de Paracoccus 
yeei (grupo EO-2 dos CDC) depois de 72 horas de incubagao a 30°C. As colonias sao brancas e mucoides. No 
agar MacConkey, as colonias demonstram coloragao ligeiramente rosada. 

H. Coloragao por Gram de Paracoccus yeei (grupo EO-2 dos CDC) preparado a partir de uma cultura em caldo. 
Esses microrganismos coram-se perifericamente, conferindo-lhes o aspecto de celulas com formato de “O”. 





■ 


'\\r' 


—% 


Y- 






























PRANCHA 7.5 

Aspecto das colonias e morfologia microscopica de alguns bacilos nao fermentadores 

A. Coloragao por Gram ilustrando cocobacilos gram-negativos. As especies de Acinetobacter e Moraxella sao os 
bacilos nao fermentadores que, nos casos tipicos, apresentam esse tipo de morfologia de coloragao. O 
esfregago ilustrado nesta figura foi preparado a partir de uma cultura em caldo de A. baumannii. As especies 
de Acinetobacter tendem a reter violeta cristal e podem parecer gram-positivas em algumas preparagoes 
coradas por Gram, principalmente quando sao obtidas diretamente dos frascos de hemocultura positivos. 

B. Acinetobacter baumannii no agar MacConkey demonstrando coloragao rosa a lavanda-claro, que e tipica 
desta especie. Em muitos casos, pode-se observar uma coloragao azulada, principalmente nas colonias 
cultivadas em agar EMB, quando seu aspecto e descrito como semelhante ao “azul centaurea”. 

C. Algumas especies de Acinetobacter que oxidam glicose podem produzir uma coloragao marrom singular no 
agar de infusao BE1I com tirosina ou no agar-sangue ao qual se acrescentou glicose. Esse fenomeno tambem 
pode ser observado nos agares MacConkey e Mueller-Hinton. Esta figura ilustra uma cepa de A. baumannii 
isolada clinicamente, que produzia um pigmento difusivel marrom em agar MacConkey. 

D. Coloragao por Gram de Laribacter hongkongensis preparada a partir de uma placa de agar-sangue incubada 
por 48 horas. Observe que os microrganismos sao semelbantes a bacilos gram-negativos helicoidais ou em 
forma de gaivota. 

E. Laribacter hongkongensis em agar MacConkey depois de 48 de incubagao em ar ambiente. As colonias sao 
pequenas e lactose-negativas, mas podem ter cor de lavanda semelhante as especies de Acinetobacter, em 
razao da captagao do cristal violeta presente no meio. 

F. Kerstersia gyiorum em agar-sangue depois de 24 horas de incubagao em ar ambiente. As colonias sao 
cinzentas, opacas e espalhadas, conferindo-lhes um aspecto dispersivo. 

G. Kerstersia gyiorum no agar MacConkey depois de 24 horas de incubagao em ar ambiente. As colonias sao 
pequenas e lactose-negativas com aspecto difuso caracteristico. 

H. l. ( Painel superior ) Tiras de API® 20 NE ilustrando as reagoes de 24 horas (, acima ) e 48 horas ( abaixo ). 

Observe que os primeiros 8 testes (lidos da esquerda para a direita) sao reagoes colorimetricas convencionais, 
enquanto os 12 testes restantes sao reagoes de assimilagao de carbono, que sao consideradas positivas quando 
sao turvas e negativas quando nao ha turbidez. Os usuarios desse sistema devem lembrar que a tira e incubada 
a 30°C, em vez da temperatura habitual de 35°C usada pela maioria dos outros kits de identificagao 
disponiveis no mercado. 

H.2. ( Painel inferior) O sistema REMEL RapID® NF consiste em uma bandeja plastica contendo 10 cavidades de 
reagao. Sete dessas cavidades (4 a 10) sao bifuncionais e contem dois testes diferentes na mesma cavidade. O 
sistema e inoculado com uma suspensao maciga do microrganismo a ser testado e e incubado por quatro horas 
a 35°C. Depois da incubagao, os testes bifuncionais sao avaliados primeiramente, antes de acrescentar o 
reagente, fomecendo os resultados dos primeiros testes (Jileira superior). As mesmas cavidades sao 
interpretadas novamente depois do acrescimo do reagente para obter os resultados do segundo teste (Jileira 
inferior). As reagoes obtidas com esses 17 testes e pelo teste de oxidase totalizam 18 resultados. 
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PRANCHA 8.1 

Identificagao laboratorial das especies de Campylobacter 

A. Coloragao por Gram de Campylobacter jejuni demonstrando bacilos gram-negativos pleomorficos, com 
formas curtas, curvilineas e espiraladas. Observe que algumas celulas estao interligadas, formando estruturas 
em forma de “S” ou “asa de gaivota”. 

B. C. jejuni cultivado em uma placa com agar nao seletivo para Brucella, depois do isolamento das fezes por 
meio da tecnica do filtro de membrana (descrita no texto). Observe que houve crescimento apenas na area da 
placa localizada sob o local em que o filtro foi colocado. 

C. Visao ampliada das colonias de C. jejuni em agar-sangue, ilustrando as colonias branco-acinzentadas, 
elevadas e ate certo ponto mucoides. 

D. Crescimento de C. jejuni em agar-sangue de Campy, ilustrando a tendencia demonstrada por estes 
microrganismos de crescer ao longo das linhas de inoculagao. 

E. Tubos demonstrando a reagao de hipurato rapida. Uma coloragao purpurea forma-se depois do acrescimo de 
Ninhydrin® quando o hipurato e hidrolisado para formar glicina e acido benzoico (tubo positivo a esquerda, 
em comparagao com controle negativo a direita). Dentre as especies de Campylobacter, apenas C. jejuni tern 
reagao hipurato-positiva. 

F. Placa de agar-sangue para Brucella demonstrando crescimento de C. jejuni ao redor dos discos de cefalotina e 
acido nalidixico. Observe que, com essa bacteria, forma-se uma zona de inibigao ao redor do disco de acido 
nalidixico ( a direita ), indicando que esta especie seja sensivel a este antibiotico, mas resistente a cefalotina. 
Esse teste e facil de realizar e permite a identificagao presuntiva de C. jejuni. 

G. Reagoes nas partes inclinadas dos tubos com agar TSI, ilustrando a produgao de sulfeto de hidrogenio (H 2 S) 
por varias especies. O tubo da extrema esquerda demonstra que nao houve produgao de H 2 S, o que e tipico do 
C. jejuni, C. fetus subesp. fetus e C. fetus subesp. venerealis. Os tubos 2, 4 e 5 (lidos da esquerda para a 
direita) ilustram reagoes fortes nos fundos, que sao tipicas do C. sputorum biovar. bubulus, C. sputorum 
biovar. fecalis, e C. sputorum biovar. sputorum. O tubo 3 ilustra uma reagao forte na parte inclinada, que e 
tipica de C. mucosalis. 

H. Corte histologico da mucosa gastrica superficial corada por prata, demonstrando grupos de bacilos corados 
em azul-escuro ao longo do revestimento epitelial, que sao compativeis com as formas bacilares de 
Helicobacter pylori. Quando sao examinadas em uma preparagao corada por Gram, cada celula de H. pylori e 
longa, espessa e curvilinea. 
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PRANCHA 8.2 

Identificagao laboratorial de Vibrio Cholerae e outras especies de Vibrio 

A. Aspecto de Vibrio cholerae no agar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS). As colonias amarelas resultam 
da utilizagao de citrato e da formagao de acidos a partir do metabolismo da sacarose presente no meio. O 
desenvolvimento de colonias amarelas nesse meio e praticamente patognomonico de V cholerae. 

B. Colonias de V parahaemolyticus cultivadas no agar TCBS, ilustrando o aspecto cinza-esverdeado 
semitransparente tlpico. 

C. Agar gelatina com colonias brancas e opacas de V cholerae. Observe a opalescencia do agar adjacente as 
colonias, indicando hidrolise e decomposigao da gelatina. 

D. Coloragao por Gram de V. vulnificus, demonstrando celulas bacterianas gram-negativas com morfologia de 
bastonetes curvos tlpicos das especies de Vibrio. 

E. Teste de corda ou fio positivo para V. cholerae. Quando as colonias dessa bacteria sao misturadas com uma 
gota de desoxicolato de sodio a 0,5%, elas produzem uma suspensao viscosa que pode ser esticada formando 
um fio quando a alga de inoculagao e levantada lentamente de seu lado. 

F. Teste de aglutinagao em lamina positivo para V. cholerae utilizando antissoro O polivalente. 

G. Placa de agar-sangue demonstrando as colonias intensamente hemoliticas e relativamente grandes do biotipo 
El Tor de Vibrio cholerae. 

H. Teste de aglutinagao dos eritrocitos de galinaceo. As cepas classicas de V. cholerae nao aglutinam eritrocitos 
de galinaceo ( acima ), em contraste com o biotipo El Tor ( abaixo ), que e capaz de aglutinar eritrocitos. 
























PRANCHA 9.1 

Identificagao das especies de Haemophilus e Aggregatibacter 

A. Esfregago de llquido cefalorraquidiano centrifugado e corado por Gram demonstrando celulas 
polimorfonucleares e alguns bacilos gram-negativos esparsos de Haemophilus influenzae. Nos casos tipicos, 
essas bacterias apresentam-se como cocobacilos pequenos corados fracamente pelo Gram nos especimes 
clinicos. Em alguns casos, podem ser detectados bacilos fdamentosos mais longos. 

B. Formagao de colonias cinzentas lisas e umidas de H. influenzae tipo b no agar-chocolate, depois de 24 horas 
de incubagao entre 35° a 37°C com CO 2 a 7%. Esse meio contem hematina (fator X) e e enriquecido com 
outros cofatores, inclusive NADS (fator V), que favorece 0 crescimento de Haemophilus e outros 
microrganismos exigentes. 

C. Crescimento satelite do Haemophilus ao redor das faixas de Staphylococcus aureus no agar-sangue de 
carneiro (SBA; do ingles, sheep blood agar). O fator X (ou hemina) e fomecido pelos eritrocitos de cameiro 
lisados, que circundam as faixas de colonias de Staphylococcus, enquanto os estafilococos propriamente ditos 
fomecem fator V (ou NAD). Esses fatores permitem que as colonias minusculas (gotas de orvalho) de 
Haemophilus cresgam perto das faixas de estafdococos. 

D. Teste dos fatores de crescimento para identificar H. influenzae. A bacteria e inoculada em uma placa com agar 
de soja tripticase ou infusao BHI e discos contendo 0 fator X e 0 fator V sao aplicados perto um do outro na 
superficie da placa inoculada. Depois da incubagao a 35° a 37°C em um ambiente enriquecido por C0 2 , a 
necessidade desses fatores e determinada observando-se o padrao de crescimento bacteriano em relagao aos 
dois discos. Nesta figura, observou-se crescimento entre os discos com fator X e fator V, indicando a 
necessidade do microrganismo destes dois fatores exogenos para proliferar. 

E. Teste dos fatores de crescimento de Haemophilus influenzae. O microrganismo foi inoculado conforme foi 
descrito antes no painel D, mas nesta fotografia as tiras de papel-filtro impregnadas com fator X, fator V e 
fatores V + X foram coladas na superficie do inoculo. Depois da incubagao a 35° a 37°C em um ambiente 
enriquecido por C0 2 , observou-se crescimento ao redor da fita com fator V e da fita com fatores V + X, mas 
nao em tomo da fita com fator X. Esse padrao de crescimento indica que 0 microrganismo necessita apenas 
do fator V para proliferar. 

F. Teste do agar de ALA-porfirina. Esse e um metodo altemativo para determinar a necessidade de fator X das 
cepas de Haemophilus isoladas. O agar contem acido 5-aminolevulinico (ALA). Os microrganismos sao 
inoculados no meio e, depois da incubagao durante a noite a 35° a 37°C em um ambiente enriquecido por 
C0 2 , 0 crescimento e examinado sob a luz de uma lampada de Wood (ultravioleta). Quando as colonias 
formadas emitem fluorescencia “vermelho-tijolo”, o microrganismo e capaz de sintetizar fator X (hemina) a 
partir do ALA e nao requer fator X exogeno. Esta figura ilustra tanto 0 crescimento de H. influenzae ( a 
esquerda ) com seu teste de ALA-porfirina negativo (i.e., requer hemina exogena para crescer) como de H. 
parainfluenzae (a direita ) com seu teste de ALA-porfirina positivo (i.e., sintetiza hemina a partir do ALA). 

G. Metodo do disco de ALA-porfirina. Esta figura tambem ilustra o teste de ALA-porfirina, mas neste ensaio 
utiliza-se um disco impregnado com acido 5-aminolevulinico. O disco e umedecido com agua e parte da 
colonia cultivada e semeada na superficie do disco. Depois da incubagao por quatro horas a 35° a 37°C, os 
discos sao examinados no escuro sob uma lampada de Wood. Quando 0 disco emite fluorescencia “vermelho- 
tijolo”, 0 microrganismo e capaz de sintetizar seu proprio fator X. Quando nao se observa fluorescencia, 0 
microrganismo requer fator X exogeno. Nesta figura, H. influenzae (a esquerda ) nao emite fluorescencia (i.e., 
necessitava de fator X exogeno), enquanto H. parainfluenzae (a direita) emite fluorescencia (i.e., sintetizava 
fator X a partir do ALA). 

H. Reagoes de redugao do nitrato e determinagao do biotipo I de H. influenzae. As cepas isoladas de H. 
influenzae e H. parainfluenzae reduzem nitrato a nitrito e podem ser agrupadas em diversos biotipos com base 
em suas reagoes a tres testes bioquimicos: produgao de indol, omitina-descarboxilase e urease. Esta figura 
ilustra as reagoes de redugao do nitrato e biotipagem do H. influenzae biotipo I. Os testes (da esquerda para a 
direita) sao os seguintes: teste de redugao do nitrato positivo; produgao de indol no caldo de triptona depois da 


extrapao com xileno (positivo); base de caldo de descarboxilase de M011er (negativo); caldo de ornitina- 
descarboxilase de M011er (positivo); e teste de ureia em tubo inclinado (positivo). 



















PRANCHA 9.2 

Identificagao das especies de Haemophilus 

A. Painel MicroScan® Haemophilus-Neisseria Identification (HNID, da empresa Dade-Micro-Scan, West 
Sacramento, CA). O sistema com formato de microtitulagao manual identifica as especies de Haemophilus e 
Neisseria e fornece identificagoes dos biotipos de H. influenzae e H. parainfluenzae. Esta figura ilustra um 
painel inoculado com H. influenzae biotipo I (urease [URE]-positivo, omitina-descarboxilase [ODC]-positivo 
e indol [IND]-positivo. (Cortesia de Dade-MicroScan.) 

B. Uma lesao de cancroide na genitalia externa. As lesoes do cancroide podem ser semelhantes aos cancros 
sifiliticos, mas as primeiras geralmente sao indolores e moles, enquanto as lesoes da sifilis primaria 
comumente sao indolores e endurecidas. O agente etiologico do cancroide - Haemophilus ducreyi - pode ser 
isolado em cultura dessas lesoes. 

C. Painel RapID® NH (Remel) inoculado com H. ducreyi. O painel superior representa a fase antes do 
acrescimo dos reagentes nas tres cavidades bifiincionais da cuveta (PO 4 /NO 4 , ORN/NO 3 e URE/IND), 
enquanto 0 painel inferior corresponde a fase depois do acrescimo dos reagentes das reagoes de produgao de 
N0 2 , N0 3 e IND. As unicas reagoes positivas observadas com H. ducreyi no painel RapID® NH sao a de 
fosfatase ( acima , oitava reagao da esquerda para a direita [amarelo]) e nitrato-redutase ( ahaixo , nona reagao 
da esquerda para a direita [vermelho]). 

D. Esfregago corado por Gram demonstrando cocobacilos pequenos e pouco corados de Aggregatibacter 
aphrophilus. 

E. Crescimento de A. aphrophilus no SBA (a esquerda) e no agar-chocolate ( a direita ) depois de 48 horas de 
incubagao a 35° a 37°C em C0 2 5 a 7%. A. aphrophilus nao requer fator X ou V exogeno e, por esta razao, 
consegue proliferar no SBA. Nos casos tipicos, as colonias sao pequenas e tern pigmentagao ligeiramente 
amarelada. 

F. Haemophilus paraphrophilus no SBA ( a esquerda ) e no agar-chocolate ( a direita) depois de 48 horas de 
incubagao a 35° a 37°C em C0 2 a 5 a 7%. H. paraphrophilus e bioquimicamente identico a A. aphrophilus, 
mas requer fator V para proliferar. Por essa razao, H. paraphrophilus cresce no agar-chocolate (a direita), mas 
nao no SBA {a esquerda). 

G. Testes bioquimicos para identificar A. aphrophilus. Os tubos mostrados nesta fotografia (da esquerda para a 
direita) sao caldo de nitrato, caldo de indol-triptona, caldo base de descarboxilase de MOller, caldo de lisina- 
descarboxilase de MOller, caldo de omitina-descarboxilase de MOller e tubo inclinado como agar de ureia. 
Como se pode observar, A. aphrophilus e nitrato-positivo, mas tern reagoes negativas de indol, lisina- 
descarboxilase, ornitina-descarboxilase e urease. 

H. Testes rapidos de utilizagao de carboidratos para A. aphrophilus. Com esse metodo, uma solugao balanceada 
de vermelho fenol e sais (BSS) e dispensada em uma serie de tubos em aliquotas de 0,10 ml. Uma unica gota 
de uma solugao de carboidratos esterilizada por filtragem (peso/volume de 20 %) e acrescida em cada tubo. 
Uma suspensao concentrada de microrganismos e preparada com BSS sem carboidratos acrescentados e uma 
unica gota desta suspensao e acrescentada a cada um dos tubos com BSS-carboidratos. Depois de quatro horas 
de incubagao a 35° a 37°C, as reagoes sao interpretadas. Quando ha produgao de acidos, o indicador vermelho 
de fenol muda de vermelho para amarelo. Nesta fotografia, os tubos (da esquerda para a direita) sao os 
seguintes: suspensao de microrganismos em BSS (sem carboidratos acrescentados), BSS com glicose (G), 
maltose (M), sacarose (S), lactose (L), manitol (MN), xilose (X) e manose (MA). Como se pode observar 
nessas reagoes, A. aphrophilus produz acidos a partir da glicose, maltose, sacarose, lactose e manose, mas nao 
com manitol e xilose. O Quadro 11.1 online descreve os detalhes dessa tecnica, que tambem pode ser usada 
para identificar especies de Neisseria. 


















PRANCHA 9.3 

Especies de Aggregatibacter, Cardiobacterium e Eikenella 

A. Esfregago de Aggregatibacter actinomycetemcomitans corado por Gram, demonstrando os bacilos e 
cocobacilos gram-negativos palidamente corados desta especie. 

B. A. actinomycetemcomitans crescendo em agar-chocolate depois de 72 horas de incubagao a 35° a 37°C com 
C0 2 a 5 a 7%. 

C. Testes rapidos de utilizagao de carboidratos para A. actinomycetemcomitans. Como se pode observar, A. 
actinomycetemcomitans produz acidos a partir da glicose (G), manitol (MN) e manose (MA), mas nao com 
maltose (M), sacarose (S), lactose (L) e xilose (X). A impossibilidade de produzir acidos a partir da lactose, 
somada a uma reagao positiva no teste de catalase, ajuda a diferenciar A. actinomycetemcomitans de A. 
aphrophilus (ver Prancha 9.2 H, na pagina anterior). As reagoes de redugao do nitrato, lisina-descarboxilase e 
ornitina-descarboxilase e urease sao iguais com essas duas bacterias (ver Prancha 9.2 G, na pagina anterior). 

D. Esfregago de Cardiobacterium hominis corado por Gram. Essas bacterias comumente tern reagao variavel ao 
Gram, mas nesta fotografia apresentavam-se uniformemente gram-negativas. Em geral, as celulas de C. 
hominis sao maiores que as das outras bacterias do grupo HACEK e demonstram pleomorfismo significativo 
(p.ex., celulas com extremidades pontiagudas ou rombas, celulas com formato de gota ou haltere etc.). Nesta 
imagem, tambem havia formagao tlpica de paligadas de celulas (configuragao de “cerca de piquete”) e 
aglomeragao das celulas para formar rosetas compactas. 

E. Crescimento de C. hominis no SBA depois de 72 horas de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 de 5 a 7%. As 
colonias dessa bacteria sao pequenas, opacas e brilhantes. Algumas cepas tambem formam depressoes no 
agar, assim como ocorre com Eikenella corrodens. 

F. Esfregago de Eikenella corrodens corado por Gram. As celulas de E. corrodens apresentam-se como bacilos 
gram-negativos “regulares” e nao formam cocobacilos ou celulas pleomorficas, como ocorre com os outros 
membros do grupo HACEK. 

G. Crescimento de E. corrodens no SBA depois de 72 horas de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 a 7%. Nesta 
fotografia, a luz incidente na placa demonstrou depressoes na superficie do agar, que sao tlpicas da maioria 
das cepas dessa especie. Tambem podem ser detectadas cepas que nao produzem depressoes e, na mesma 
cultura, pode-se observar cepas que formam ou nao depressoes. 

H. Testes bioqulmicos para identificar E. corrodens. Os tubos ilustrados nesta fotografia sao os seguintes (da 
esquerda para a direita): caldo de nitrato, caldo de indol-triptona, base de descarboxilase de MOller, caldo de 
lisina-descarboxilase de MOller, caldo de ornitina-descarboxilase de MOller e tubo inclinado com agar ureia. 
E. corrodens e nitrato-positiva e urease-negativa e e o unico membro do grupo HACEK que tern reagoes 
positivas a lisina-descarboxilase e ornitina-descarboxilase. E. corrodens tambem difere das outras bacterias 
desse grupo porque nao produz acidos a partir dos carboidratos, seja por fermentagao ou oxidagao. 



































PRANCHA 9.4 

Especies de Kingella, Capnocytopliaga e Dysgonomonas 

A. Kingella kingae no SBA. A placa a esquerda corresponde a 24 horas de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 
a 7%, enquanto a placa a direita e a mesma cepa isolada depois de 48 horas de incubagao. A [S-hemolise 
produzida por essa bacteria pode ser evidente apenas na superficie interna e imediatamente ao lado da colonia 
depois de 24 horas de incubagao; contudo, depois de 48 de incubagao, a [S-hemolise e mais evidente. 

B. Colonias de Kingella denitrificans no agar-chocolate depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 
a 5 a 7%. As colonias dessas bacterias sao semelhantes aos tipos de Neisseria gonorrhoeae que formam 
colonias pequenas. 

C. Painel Rap IDA NH (Remel) inoculado com K denitrificans. Esta fotografia ilustra dois paineis identicos. O 
painel superior corresponde a fase antes do acrescimo dos reagentes de nitrato e indol as cavidades das 
cuvetas bifuncionais correspondentes. As reagoes positivas no painel desse microrganismo oxidase-positivo e 
catalase-negativo foram as seguintes: prolil-aminopeptidase (PRO), fermentagao de glicose (GLU) e redugao 
de nitrito (N0 2 ) positiva e redugao de nitrato (N0 3 ). Todos os outros testes foram negativos. 

D. Especie de Capnocvtophaga isolada de um ser humano em SBA depois de 48 horas de incubagao a 35° a 
37°C com C0 2 a 5 a 7%. Esta fotografia demonstra a morfologia tipica das colonias desse microrganismo e 
ilustra o halo de “motilidade deslizante” na periferia das colonias. Perto dos centros das areas de crescimento, 
as colonias tinham aspecto mosqueado. 

E. Esfregago corado por Gram de uma especie de Capnocvtophaga isolada de um ser humano. Nos casos tipicos, 
essa bacteria apresenta-se como bacilos gram-negativos fusiformes e ligeiramente curvos com extremidades 
pontiagudas. Nesse aspecto, essas bacterias sao semelhantes a Fusobacterium nucleatum, que e uma especie 
obrigatoriamente anaerobia. 

F. Colonias de Capnocvtophaga canimorsus no SBA depois de 5 dias de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 a 
7%. As colonias dessa especie sao continuas, circulares, convexas e brilhantes, como se pode observar nesta 
fotografia. 

G. Esfregago de C. canimorsus corado por Gram. Esta fotografia demonstra as celulas fusiformes tipicas do 
genero. Assim como as especies de Capnocvtophaga encontradas na orofaringe humana, algumas celulas da 
C. canimorsus tambem sao ligeiramente curvas. 

H. Colonias de Dysgonomonas capnocvtophagoides (antes conhecida como grupo DF-3 dos CDC). Esse 
microrganismo forma colonias puntiformes depois de 24 horas de incubagao, mas depois desenvolve colonias 
brancas a acinzentadas maiores. Esta fotografia mostra uma cultura de 48 horas com D. capnocvtophagoides, 
que cresceu em SBA depois da incubagao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 a 7%. De acordo com alguns relatos, as 
colonias desse microrganismo exalam um odor “adocicado” tipico. 







PRANCHA 9.5 

Especies de Pasteurella, Brucella e Bordetella 

A. Colonias de Pasteurella multocida cultivadas em SBA depois de 48 horas de incubaqao a 35° a 37°C com 
C0 2 a 5 a 7%. Essa bacteria nao e hemolitica e nao cresce no meio de MacConkey, no agar EMB ou em 
outros meios entericos seletivos/diferenciais. P multocida e isolada mais comumente das feridas causadas por 
mordidas de animais domesticos, especialmente caes e gatos. 

B. Esfregaqo de P multocida corado por Gram, demonstrando pequenos cocobacilos gram-negativos tipicos 
desta especie e de outras do genero Pasteurella. 

C. Reaqao da mancha de indol positiva com P multocida. Um pedaqo de papel-filtro e impregnado com algumas 
gotas do reagente />dimetilamino cinamaldeido e uma colonia do microrganismo em crescimento e retirada da 
superficie do agar e colocada sobre o reagente e tambem sobre um microrganismo de controle negativo. O 
aparecimento de uma coloraqao azul-petroleo no papel-filtro confirma o teste positivo, enquanto o 
microrganismo usado como controle negativo resulta em coloraqao rosa-claro, como se pode observar aqui. P. 
multocida tambem e oxidase-positiva. 

D. Brucella melitensis crescendo no SBA depois de 48 horas de incubaqao a 35° a 37°C em atmosfera 
enriquecida com C0 2 a 5 a 7%. As colonias sao pequenas, nao pigmentadas, nao hemolfticas, continuas e 
convexas. 

E. Teste de anticorpo fluorescente direto (AFD) para Bordetella pertussis. O teste de AFD e um adjuvante 
importante a cultura para detectar B. pertussis nos especimes nasofaringeos. Esta fotografia ilustra uma 
preparaqao de AFD positiva, na qual os microrganismos pareciam cocobacilos fluorescentes de cor maqa- 
verde. Como se pode observar nesse caso, as bacterias podem apresentar-se separadas ou em grupos em razao 
da retenqao das celulas bacterianas nas faixas de muco. (Fotografia cedida por cortesia de Marty Roe, 
Children’s Hospital, Denver, CO.) 

F. Esfregaqo de B. pertussis corado por Gram, demonstrando a morfologia tipica de cocobacilos diminutos. 

G. Crescimento de B. pertussis no agar de Regan-Lowe sem (a esquerda ) e com (a direita ) cefalexina 
acrescentada ao meio. As colonias brancas e pequenas presentes nas duas placas eram colonias de B. 
pertussis, enquanto as colonias brancas no meio sem cefalexina representavam bacterias contaminantes 
presentes no especime. A cultura de B. pertussis deve incluir meios com e sem antibioticos, porque algumas 
cepas de B. pertussis e B. parapertussis podem ser inibidas pela cefalexina. 

H. Colonias de B. pertussis no agar de Regan-Lowe depois de 72 horas de incubaqao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 a 
7%. Esse meio contem sangue de cavalo (peso/volume de 10%) em base de agar de carvao. A concentraqao 
alta de sangue e o acrescimo de carvao ativado ao meio ajudam a neutralizar quaisquer materiais toxicos 
potencialmente presentes e facilitam o isolamento dessa bacteria. 














PRANCHA 10.1 

Diagnostico laboratorial da legionelose 

A. Colorado por Gram de uma cultura de Legionella pneumophila usando fucsina basica em vez de safranina 
como contracorante. Essa bacteria apresenta-se na forma de bastonetes fmos com comprimentos variados. 

B. Preparagao de toque corada com Gram-Weigert de um especime de biopsia pulmonar, demonstrando bacilos 
intracelulares e extracelulares pequenos e fmos (ampliagao original: objetiva de 100x). Observe os bastonetes 
rombos e curtos no macrofago mais proximo do centra da lamina. L. pneumophila sorogrupo 1 foi o unico 
microrganismo isolado em cultura; uma preparagao de impressao da biopsia de pulmao foi AFD-positiva 
quando foi corada com o conjugado especifico para este microrganismo. 

C. O crescimento profuso em meio tamponado com agar, carvao e extrato de levedura (BCYE; do ingles, 
buffered charcoal yeast extract) depois de 3 dias ou mais de incubagao, mas sem crescimento em agar-sangue, 
e tipico das especies de Legionella. 

D. Imagem de microscopia de dissecgao das colonias de L. pneumophila em BCYE. Observe as estruturas 
intemas cristalinas dentro das colonias de 3 a 5 mm, que tinham bordas continuas (ampliagao original: cerca 
de 40x). 

E. Autofluorescencia branco-azulada de L. bozemanii no agar BCYE, fotografada sob luz ultravioleta de ondas 
longas. Outras especies que emitem autofluorescencia branco-azulada sao: L. dumoffii, L. gormanii, L. anisa, 
L. tucsonensis, L. cherrii, L. parisiensis e L. steigerwaltii. Essa caracteristica nao ocorre com as especies L. 
pneumophila, L. micdadei, L.feeleii, L. longbeachae, L. oakridgensis e muitas outras especies de Legionella. 

F. Coloragao alcool-acida de Kinyoun modificada para L. micdadei cultivada em agar BCYE. Nessa preparagao, 
algumas das bacterias com forma de bastonete eram alcool-acidorresistentes (vermelhas), enquanto outras nao 
eram alcool-acidorresistentes (azul). As primeiras eram parcialmente alcool-acidorresistentes. Com a 
utilizagao do corante de Ziehl Neelsen tradicional ou um corante de auramina-rodamina, esses 
microrganismos provavelmente nao seriam alcool-acidorresistentes (ver detalhes no texto). 

G. Corte em parafma de tecidos pulmonares de um paciente com doenga dos legionarios aguda. O corte 
histologico demonstra uma area de condensagao. Exsudatos inflamatorios formados por flbrina, muitos 
neutrofilos, poucos macrofagos e alguns eritrocitos preenchiam os espagos e os ductos alveolares (coloragao 
de hematoxilina-eosina; ampliagao original: cerca de 200x). 

H. A coloragao por Gram tradicional dos tecidos de um paciente com legionelose demonstrou leucocitos 
polimorfonucleares e macrofagos, mas nao havia “qualquer microrganismo aparente”. Isso e tipico com a 
coloragao por Gram tradicional, porque Legionella nao se cora claramente com o contracorante safranina 
(coloragao por Gram, ampliagao de l.OOOx). 
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PRANCHA 11.1 

Identificagao das especies de Neisseria 

A. Esfregago corado por Gram de uma amostra de secregao uretral fomecida por um homem com uretrite 
gonococica. Observe a presenga de diplococos gram-negativos intracelulares dentro dos neutrofilos 
segmentados palidamente corados. 

B. Lesao cutanea no dedo indicador da mao esquerda devido a infecgao gonococica disseminada (IGD). Em 
geral, as lesoes cutaneas associadas a IGD localizam-se nas extremidades. 

C. Colonias tipicas de Neisseria gonorrhoeae no meio de Thayer-Martin modificado (MTM) depois de 24 horas 
de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 a 5 a 7%. O MTM e uma formulagao a base de agar-chocolate, que 
contem vancomicina, colistina e nistatina para inibir bacterias gram-positivas, gram-negativas e fungos, 
respectivamente. As especies de Neisseria patogenicas, especialmente N. gonorrhoeae e N. meningitidis, 
crescem bem no meio de MTM. 

D. Visao ampliada das colonias de N. gonorrhoeae cultivadas no agar MTM depois de 24 horas de incubagao a 
35° a 37°C com C0 2 de 5 a 7%. 

E. Agar semissolido de cistina-triptica digerida convencional (CTA) para identificar especies Neisseria. Esta 
fotografia demonstra a bateria classica de carboidratos usados nessa identificagao. A bateria inclui (da 
esquerda para a direita) CTA-glicose, CTA-maltose, CTA-sacarose e CTA-lactose (o tubo de controle com 
CTA, mas sem carboidrato, nao aparece na imagem). O meio basico de CTA contem um indicador de 
vermelho fenol e a alteragao da cor do meio (de vermelho para amarelo) indica produgao de acidos a partir 
dos respectivos carboidratos. Nesta fotografia, houve produgao de acido apenas a partir da glicose, 
identificando o microrganismo como N. gonorrhoeae. 

F. Visao ampliada das colonias de Neisseria meningitidis cultivadas em SBA depois da incubagao por 24 horas a 
35° a 37°C com C0 2 a 5 a 7%. 

G. Testes rapidos de utilizagao de carboidratos para identificar especies de Neisseria (ver Quadro 11.1 online). O 
teste rapido de utilizagao de glicose e realizado utilizando-se uma solugao balanceada de sais e vermelho de 
fenol (BSS, 0,10 ml por tubo), com acrescimo de apenas uma gota do carboidrato (solugao aquosa com 
peso/volume de 20%, esterilizada por filtragem) em cada tubo com os carboidratos a serem testados. Uma 
suspensao densa do microrganismo e preparada com BSS sem carboidrato e uma unica gota desta suspensao 
concentrada e acrescentada a cada um dos tubos com BSS e carboidratos. Os tubos inoculados sao incubados 
a 35°C por quatro horas. Esta fotografia demonstra um conjunto dos seguintes tubos com BSS-carboidratos 
(da esquerda para a direita): apenas BSS (para a suspensao dos microrganismos), BSS-glicose, BSS-maltose, 
BSS-frutose, BSS-sacarose e BSS-lactose. Como o microrganismo produziu acidos nos tubos com BSS- 
glicose e BSS-maltose (a cor mudou de vermelho para amarelo), ele foi identificado como N. meningitidis. 

H. O kit CarboFerm® Neisseria consiste em uma cuveta de reagentes com oito cavidades, que e fomecida pre- 
acondicionada em 12 tiras encaixadas em uma estrutura de plastico. A estrutura esta marcada com as 
designagoes das fileiras de A-H. As cavidades da cuveta sao seladas com uma tampa de plastico, que e 
retirada antes da inoculagao. As cavidades da fileira A contem o meio basico de peptona desidratada com 
indicador vermelho de fenol, mas sem qualquer acrescimo de carboidrato (cavidades de controle). As 
cavidades das fileiras C, D, E e F contem o mesmo meio basico, mas com acrescimo de carboidratos; estas 
cavidades contem glicose (fileira C), maltose (fileira D), lactose (fileira E) e sacarose (fileira F), alem do meio 
de peptona desidratada e indicador vermelho de fenol. As cavidades da fileira H contem bromo-cloro- 
indoilbutirato (substrata da butirato-esterase) impregnado em um disco de papel-filtro colocado no fiindo de 
cada cavidade. As cavidades das fileiras B e G estao vazias. O kit tambem inclui tubos de ensaio com tampa 
rosqueavel contendo o liquido de inoculagao. Esse sistema tern como proposito identificar diplococos gram- 
negativos oxidase-positivos que fazem parte do genero Neisseria, assim como Moraxella catarrhalis. 

De forma a inocular o CarboFerm® Neisseria, prepara-se uma suspensao de microrganismos com turbidez igual 

ou maior que o padrao de McFarland n. 4 utilizando o tamponador para inoculagao. Esse inoculo e preparado a 

partir de uma cultura do microrganismo por 18 a 24 horas em agar-sangue, agar-chocolate ou meios seletivos (p.ex., 


meio de Thayer-Martin modificado). Quatro a cinco gotas do inoculo sao colocadas nas cavidades A (controle), C 
(glicose), D (maltose), E (lactose), F (sacarose) e H (substrata da butirato-esterase). A cuveta e colocada em uma 
incubadora com ar ambiente a 35°C. 

Depois de 15 minutos, a cavidade H (substrata da butirato-esterase) e examinada quanto a existencia de 
coloragao azulada. Quando o disco de papel-filtro adquire coloragao azul-petroleo, o microrganismo e identificado 
como M. catarrhalis e o teste e concluldo. Quando o disco da cavidade H continua incolor (branco), a reagao de 
butirato-esterase e registrada como negativa e a cuveta e incubada novamente por mais quatro horas. Ao final desse 
periodo, o controle com carboidratos e cada uma das cavidades com carboidratos sao examinados para detectar 
alteragoes de cor. A cor vermelbo ou laranja-avermelhado e registrada como negativa, enquanto as cores laranja, 
laranja-amarelado e amarelo sao registradas como positivas. 
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PRANCHA 11.2 

Identificagao das especies de Neisseria e da Moraxella catarrhalis 

A. GONOCHEK® II (EY Laboratories, San Mateo, CA). Tres substratos cromogenicos sao incluidos em um 
unico tubo de plastico para detectar as enzimas glicosidase e aminopeptidase, que estao presentes 
especificamente em N. meningitidis, N. lactamica e N. gonorrhoeae. A hidrolise dos substratos dos tubos faz 
com que o volume pequeno de inoculo adquira diversas cores. Os padroes de identificagao observados sao: 
azul ( dngulo superior esquerdo) - N. lactamica (hidrolise de P-galactosidio); amarelo ( dngulo superior 
direito ) - N. meningitidis (hidrolise de y-glutamil-p-nitroanilida); e vermelho ( dngulo inferior esquerdo ) - N. 
gonorrhoeae (hidrolise de prolilnaftilamida). A inexistencia de reagao cromogenica ( dngulo inferior direito) 
depois da incubagao por 30 minutos estabelece a identidade presuntiva do microrganismo como Moraxella 
catarrhalis. 

B. BactiCard® Neisseria (Remel Laboratories, Lenexa, KS). Essa tira de identificagao contem quatro testes com 
substratos enzimaticos cromogenicos para identificar especies de Neisseria patogenicas e Moraxella 
catarrhalis. Depois da hidratagao de cada um dos quatro circulos de teste com uma gota do tamponador, as 
colonias retiradas dos meios seletivos ou de uma subcultura apropriada sao colocadas dentro de cada uma das 
quatro areas de teste. Quando se desenvolve coloragao verde-azulado na area de teste IB (butirato-esterase) 
dentro de dois minutos (tira a esquerda), o microrganismo e identificado como M. catarrhalis. Quando nao se 
desenvolve qualquer cor nessa area, a fita e incubada por mais 13 minutos. Quando se forma uma coloragao 
verde-azulada na area de teste BGAL (P-galactosidase) (fita da extrema direita ) durante esse intervalo, o 
microrganismo e identificado como N. lactamica. Quando nao ha reagao cromogenica nessa area durante o 
periodo de incubagao, acrescenta-se uma unica gota do reagente cromogenico nas areas de teste PRO e 
GLUT. O aparecimento de cor vermelha na area de teste PRO (prolil-aminopeptidase) identifica a cepa 
isolada como N. gonorrhoeae (segunda fita da esquerda para a direita), enquanto a formagao de cor vermelha 
na area de teste GLUT (y-glutamilaminopeptidase) identifica a bacteria como N. meningitidis (terceira fita da 
esquerda para a direita). 

C. Sistema RapID® NH (Remel). O RapID® NH e um sistema comercial para identificagao em quatro horas das 
especies de Neisseria, Haemophilus e varias outras especies de bacterias gram-negativas exigentes. Na 
verdade, esta fotografia demonstra dois paineis duplicados inoculados com N. meningitidis. O painel superior 
da fotografia corresponde ao sistema antes do acrescimo dos reagentes, enquanto o painel inferior representa 
o sistema depois do acrescimo dos reagentes as tres ultimas cavidades de teste bifuncional. As reagoes que 
identificam a cepa isolada como N. meningitidis sao prolil-aminopeptidase (PRO) positiva e y- 
glutamilaminopeptidase (GLUT) positiva, reagao de glicose (GLU) positiva e teste de N0 2 (redugao de 
nitrito) positivo. 

D. Painel MicroScan® HNID (Dade-MicroScan, West Sacramento, CA). O painel MicroScan® HNID e um 
sistema de testes para identificagao em quatro horas das especies de Haemophilus e Neisseria. Os testes 
positivos do painel ilustrado na fotografia sao redugao de nitrato (N0 3 ) e redugao de nitrito (N0 2 ), produgao 
de acidos a partir da glicose (GLU), sacarose (SUC), maltose (MAL), frutose (FRU) e prolil-aminopeptidase 
(PRO). Essas caracterfsticas identificam essa cepa como N. mucosa. 

E. Painel API® NH (bioMerieux, Durham, NC). O API® NH e um sistema de identificagao em formato de tiras 
para identificar especies de Neisseria e Haemophilus em duas horas. A tira inclui sete capsulas com um unico 
substrato e tres bifuncionais. Os testes de substrato unico sao os seguintes (da esquerda para a direita): testes 
de betalactamase (PEN), produgao de acidos a partir da glicose (GLU), frutose (FRU), maltose (MAL), 
sacarose (SAC); omitina-descarboxilase (ODC) e urease (URE). As capsulas bifuncionais incluem butirato- 
esterase mais prolil-aminopeptidase (LIP/PRO A), fosfatase alcalina (PAL) mais y-glutamilaminopeptidase 
(PAL/GGT) e P-galactosidase mais indol (GAL/IND). Primeiramente, a tira e lida por inteiro, inclusive os 
testes de LIP, PAL e GAL; depois, acrescenta-se um reagente cromogenico as cavidades PRO A e GGT e 
reagente indol a cavidade IND. Em seguida, essas tres ultimas cavidades sao lidas novamente para obter o 
quarto numero de um biocodigo de quatro digitos. As capsulas com carboidratos, LIP, PRO A, GGT e GAL 
referem-se a identificagao das especies de Neisseria e Moraxella catarrhalis, enquanto as capsulas com 


carboidratos ODC, URE, PAL, GAL e IND sao usadas para identificar e fmalizar a biotipagem das especies 
de Haemophilus. Nesta fotografia, os testes de GLU e PRO A foram positivos, resultando no biocodigo 1001. 
A consulta ao banco de dados do API® NH permitiu a identificagao do microrganismo como N. gonorrhoeae. 
A cavidade PEN e uma capsula para detecqao acidometrica de betalactamases, que nao e utilizada com a 
fmalidade de identificar o microrganismo. O teste de PEN foi positivo nesse caso, indicando que a cepa 
isolada fosse betalactamase-positiva. 

F. API® NH inoculado com N. meningitidis. Os testes positivos nessa tira foram: glicose (GLU), maltose 
(MAL), prolil-aminopeptidase (PRO A) e GGT (y-glutamilaminopeptidase). Essas reaqoes resultaram no 
biocodigo API 5003, que resultou na identificaqao da N. meningitidis. Essa cepa isolada era betalactamase 
negativa, conforme foi indicado pela cor azul da cupula PEN. 

G. Teste em disco de butirato M.Cat® (Carr-Scarborough Microbiologicals, Decatur, GA). As cepas de M. 
catarrhalis produzem uma enzima butirato-esterase, que e capaz de hidrolisar indoxilbutirato. Um disco de 
papel-filtro impregnado com indoxilbutirato e umedecido com agua e as colonias em crescimento sao 
esfregadas sobre o disco. A enzima butirato-esterase hidrolisa o composto e aparece uma coloraqao verde- 
azulada no disco dentro de dois minutos. Esta figura ilustra tres discos de butirato M.Cat® com reaqoes 
positivas em uma lamina de vidro. 

H. API® NH inoculado com M. catarrhalis. Nesta fotografia, o unico teste positivo foi o da capsula LIP (azul e 
uma reaqao positiva). O biocodigo API dessas reaqoes foi 0010, que permitiu identificar o microrganismo 
como M. catarrhalis. A capsula PEN nao e usada para determinar o biocodigo API, mas apenas para detectar 
produqao de betalactamase. A cor azul da cupula PEN indica que essa cepa era betalactamase-negativa. 
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PRANCHA 12.1 

Identificagao dos estafilococos e especies semelhantes 

A. Paciente adulto com celulite estafilococica do labio superior. 

B. Paciente adulto com lesoes vesiculares bolhosas de impetigo estafilococico na face. A cultura do liquido 
serossanguinolento retirado dessas vesiculas demonstrou grandes quantidades de Staphylococcus aureus. 

C. Recem-nascido com sindrome da pele escaldada estafilococica. Essa sindrome ocorre nos recem-nascidos 
infectados por cepas de S. aureus que produzem esfoliatinas (/.<?., toxinas epidermoliticas). Essas toxinas 
dissolvem a matriz mucopolissacaridica da epiderme, resultando na separagao intraepitelial das ligagoes 
intercelulares do estrato granuloso. As bolhas formam-se sobre areas extensivas do corpo e depois ha 
descamagao das camadas superficiais da pele, conforme foi observado nessa crianga. 

D. Esfregago corado por Gram de uma lesao de celulite estafilococica. Os microrganismos apresentam-se como 
cocos gram-positivos extracelulares dispostos em grupos, junto com leucocitos polimorfonucleares corados 
em rosa. 

E. Colonias de S. aureus em SBA. Esta fotografia demonstra colonias tipicas de S. aureus depois de 24 horas de 
incubagao a 35° a 37°C. Havia uma zona de P-hemolise imediatamente em torno das colonias. 

F. Esfregago corado por Gram de uma cultura em caldo de S. aureus, demonstrando cocos gram-positivos tipicos 
em grupos semelhantes a cachos de uvas. 

G. Teste de catalase positivo. O teste de catalase diferencia Staphylococcus e Micrococcus de Streptococcus, 
Enterococcus e bacterias semelhantes aos estreptococos (Capitulo 13). Esse teste e realizado colocando-se as 
colonias em crescimento sobre uma lamina de vidro e acrescentando-se uma gota de peroxido de hidrogenio a 
3% ao inoculo. A formagao imediata e abundante de bolhas devidas a produgao de gas oxigenio, conforme-se 
observa nesta figura, indica um teste positivo. Micrococcus e Staphylococcus sao catalase-positivos, enquanto 
estreptococos e enterococos sao catalase-negativos. 

H. Colonias de Micrococcus luteus no SBA. Essa especie forma colonias pigmentadas amarelas. Outros 
Micrococci e microrganismos de generos relacionados podem nao ser pigmentados ou formar colonias 
vermelhas ou alaranjadas nos meios com agar. Micrococcus e microrganismos relacionados podem ser 
diferenciados dos estafilococos pela resistencia a furazolidona, sensibilidade a bacitracina ou outros metodos, 
conforme esta descrito na Tabela 12.1. 













PRANCHA 12.2 

Identificagao de estafilococos 

A. Teste do disco de furazolidona com uma especie de Micrococcus. Existem varios testes para diferenciar 
Micrococcus dos generos de Staphylococcus relacionados. O teste de sensibilidade a furazolidona e um 
metodo confiavel, realizado de um dia para outro, para estabelecer essa diferenga. Micrococcus sao resistentes 
a furazolidona e geralmente crescem mesmo ate a borda do disco de furazolidona de 6 mm. 

B. Teste do disco de furazolidona com uma especie de Staphylococcus. A proliferagao dos estafilococos e inibida 
pela furazolidona, que forma uma area de inibigao do crescimento ao redor do disco, como se pode observar 
nesta figura. 

C. Teste de oxidase modificado. Esse teste e um metodo rapido (30 segundos) para diferenciar Staphylococcus 
de Micrococcus e especies semelbantes. O reagente oxidase (tetrametil-/>-fenilenediamina) e constituido de 
dimetilsulfoxido (DMSO), que lhe permite penetrar na parede celular do estafilococo. O teste e realizado 
esfregando-se uma parte da colonia em crescimento retirada de uma placa sobre um disco de papel-filtro 
impregnado com o reagente. A maioria de Micrococcus e especies relacionadas tern reagao de oxidase 
modificada positiva, produzindo coloragao roxo-azulada no disco dentro de 30 segundos, enquanto a maioria 
das especies de Staphylococcus tern reagao de oxidase modificada negativa. 

D. Teste da coagulase em lamina. Esse teste e um metodo rapido para identificar S. aureus. A maioria das cepas 
dessa especie produz coagulase (ou um “fator de agregagao”), que e detectada misturando-se uma suspensao 
do microrganismo em solugao salina com EDTA-plasma de coelho. Em cada teste, e necessario incluir uma 
segunda solugao de salina como controle (a esquerda) para avaliar a autoaglutinagao. Nem todas as cepas de 
S. aureus produzem fator de agregagao, de forma que os testes de coagulase em lamina negativos precisam ser 
confirmados pelo teste da coagulase em tubo quando as colonias tern morfologia sugestiva desta bacteria 
(Prancha 12.2 E). 

E. Teste da coagulase em tubo. Com esse teste, a coagulase extracelular produzida pelo S. aureus forma um 
complexo com um dos componentes do plasma conhecido como fator de coagulase-reagente. Por sua vez, 
esse complexo reage com o fibrinogenio plasmatico e forma fibrina, que entao produz um coagulo visivel no 
tubo. O tubo colocado na parte inferior da fotografia ilustra uma reagao positiva, enquanto o tubo superior 
demonstra uma reagao negativa. 

F. Teste de aglutinagao do latex para identificar S. aureus. Esse metodo alternative ao teste da coagulase utiliza 
contas de latex recobertas com plasma. O fibrinogenio ligado ao latex detecta o fator de agregagao e as 
imunoglobulinas (tambem ligadas ao latex) detectam a proteina A da superficie da celula de S. aureus. As 
formulagoes mais modemas desses testes tambem contem contas de latex com anticorpos dirigidos contra os 
antigenos capsulares 5 e 8 de S. aureus, que permitem a detecgao mais confiavel das cepas resistentes a 
oxacilina. A mistura das colonias de S. aureus em crescimento com o reagente de latex causa aglutinagao 
rapida (a esquerda). Esta figura tambem ilustra um Staphylococcus coagulase-negativo, que produz reagao 
negativa de aglutinagao do latex (a direita). 

G. Meio de DNase com azul de toluidina. Esse meio detecta a produgao de desoxirribonuclease por S. aureus. As 
colonias dessa bacteria sao inoculadas macigamente em areas bem demarcadas da superficie do agar e a placa 
a incubada a 35° a 37°C por 24 horas. O teste positivo e indicado pelo aparecimento de uma coloragao rosea 
sob e ao redor do inoculo. Como se pode observar nesta figura, S. aureus (“SA” na placa) era DNase-positivo, 
enquanto o controle (S. saprophyticus, ou “SS” na placa) era DNase-negativo. O teste da DNase e um metodo 
adjuvante util a identificagao das cepas de S. aureus que produzem resultados fracos ou inconclusivos no teste 
da coagulase. 

H. Sistema API® ID32 Staph (bioMerieux) para identificar Staphylococcus e Micrococcus. Esse sistema de 
identificagao em formato de tira contem 26 substratos bioquimicos. As reagoes positivas e negativas sao 
anotadas para formar um numero de biotipo, que e comparado com um banco de dados informatizado 
(apiweb®) para identificar o microrganismo. 
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PRANCHA 12.3 

Identificagao dos estafilococos 


A. Colonias de Staphylococcus epidermidis no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C. 

B. S. saprophvticus no SBA com discos de furazolidona e novobiocina. S. saprophyticus e uma causa de 
infecgoes urinarias das mulheres jovens. Assim como outros estafilococos, essa especie e sensivel a 
furazolidona (FX), como se pode observar pela zona de inibigao ao redor do disco FX. O outro disco 
(designado pela letra “c”) colocado nessa lamina era um disco de novobiocina. S. saprophyticus e a unica 
especie estafilococica resistente a novobiocina. 

C. Painel de identificagao API® Staph inoculado com S. saprophyticus. Esta fotografia ilustra as reagoes da 
primeira metade do painel. As interpretagoes das reagoes dos testes ilustrados foram as seguintes: 

Controle CHO Negativo GLU Positivo FRU Positivo 

MNE Negativo MAL Positivo LAC Positivo 

TRE Positivo MAN Positivo XLT Negativo 

MEL Negativo 

D. Painel de identificagao API® Staph inoculado com S. saprophyticus. Esta fotografia ilustra a segunda metade 
do painel. As interpretagoes das reagoes dos testes foram as seguintes: 




NIT 

Negativo 

PAL 

Positivo 

VP 

Positivo 

RAF 

Negativo 

XYL 

Negativo 

SAC 

Positivo 

MDG 

Negativo 

NAG 

Negativo 

ADH 

Negativo 

URE 

Positivo 




O niimero do biocodigo API para essas reagoes ilustradas nas Pranchas 12.3 C e D foi 6634112. A consulta ao 
banco de dados informatizados do API® Staph fomeceu uma lista com possiveis identidades, inclusive S. 
saprophyticus (probabilidade de 71,9%), S. warneri (probabilidade de 19,3%) ou S. hominis (probabilidade de 
6,6%). Como S. saprophyticus e a unica especie resistente a novobiocina, foi possivel identificar esse 
microrganismo como X saprophyticus. 

E. Essa placa demonstra crescimento de uma cepa no SBA depois da incubagao a 35° a 37°C por 24 horas. Essa 
cepa foi isolada de varias hemoculturas de um paciente de 38 anos com suposta endocardite estafilococica. As 
colonias dessa cepa nao eram pigmentadas e hemoliticas e tambem eram sensiveis a furazolidona e a 
novobiocina (testes nao ilustrados aqui). 

F. Esta fotografia demonstra a reagao de aglutinagao de latex com a cepa ilustrada na Prancha 12.3 E. Essa cepa 
era coagulase-positiva com base nesse ultimo teste. Como essa cepa nao “parecia” semelhante a S. aureus, o 
tecnologo inoculou uma tira de identificagao API® Staph. Essas reagoes estao ilustradas nas Pranchas 12.3 G 
eH. 

G. Tira de identificagao API® Staph inoculada com a cepa isolada por hemocultura ilustrada na Prancha 12.3 E. 
Esta fotografia ilustra as reagoes da primeira metade da fita. As interpretagoes dessas reagoes dos testes foram 
as seguintes: 


Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

FRU 

Negativo 

MNE 

Positivo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

TRE 

Positivo 

MAN 

Negativo 

XLT 

Negativo 

MEL 

Negativo 





H. Tira de identificagao API® Staph inoculada 

com a cepa isolada por hemocultura ilustrada na Prancha 12.3 E. 


Esta fotografia ilustra as reagoes da segunda metade da fita. As interpretagoes dessas reagoes dos testes foram 


as seguintes: 

NIT 

Positivo 

PAL 

Positivo 

Positivo 

RAF 

Negativo 

XYL 

Negativo 


SAC 

Negativo 

MDG 

Negativo 

NAG 

Positivo 

ADH 

Positivo 

URE 

Negativo 




0 biocodigo API das reaves ilustradas nas Pranchas 12.3 G e H foi 2116141. A consulta ao banco de dados informatizado do API® Staph estabeleceu 
a identidade dessa cepa isolada como S. schleiferi. Isso era compativel com a rea^ao do latex positivo, que esta ilustrada na Prancha 12.3 F, porque essa 
especie pode ter reaves positivas nos testes de coagulase em lamina, tubo e/ou latex. 



















PRANCHA 13.1 

Identificagao dos estreptococos 

A. Paciente com erisipela causada por estreptococos beta-hemoliticos do grupo A. Essa infecgao afeta os tecidos 
moles e os vasos linfaticos cutaneos e causa manifestagoes sistemicas, inclusive febre. Observe as lesoes 
bolhosas proximas do queixo. 

B. Esfregago corado por Gram demonstrando estreptococos isolados por cultura em caldo. Como seu nome 
sugere, os estreptococos geralmente crescem em cadeias. Essas cadeias sao detectadas mais comumente 
quando os microrganismos sao cultivados em caldo. Nos esfregagos corados por Gram e preparados a partir 
das culturas em meios com agar, os estreptococos geralmente formam pares ou cadeias mais curtas. 

C. Esfregago corado por Gram com Streptococcus pneumoniae. Esta fotografia ilustra o aspecto tlpico dos 
pneumococos no caldo de hemocultura. Nos casos tlpicos, essas bacterias crescem em pares, nos quais as 
celulas tern morfologia “lanceolada” ligeiramente alongada. Ao redor de algumas celulas desta fotografia, 
pode-se observar uma area clara ou “halo” circundando os pares de microrganismos, que indica a existencia 
da capsula polissacarldica de S. pneumoniae. 

D. Estreptococos beta-hemoliticos no SB A. Os estreptococos beta-hemollticos produzem hemolisinas, que 
desintegram os eritrocitos de cameiro e provocam clareamento do meio ao redor das colonias. Esses 
Streptococci do grupo A apresentavam esse tipo de hemolise, como tambem ocorre com os estreptococos dos 
grupos B, C e G. Contudo, as zonas de P-hemolise ao redor das colonias dos estreptococos do grupo B nao 
sao tao grandes, em comparagao com as dimensoes das colonias, quanto se observa com os estreptococos 
beta-hemoliticos dos grupos A, C e G. 

E. Estreptococos alfa-hemoliticos no SBA. Inicialmente, os estreptococos podem ser classificados com base em 
suas propriedades hemoliticas no SBA. A hemolise parcial dos eritrocitos causa “esverdeamento” do meio 
com agar ao redor das colonias (a-hemolise). Os estreptococos alfa-hemoliticos sao S. pneumoniae, 
estreptococos do grupo viridans e a maioria de Enterococcus (antes classificados como Streptococcus). 

F. Estreptococos beta-hemoliticos no SBA. A P-hemolise mais intensa foi detectada nas areas em que o meio 
havia sido “perfurado”, empurrando algumas bacterias para baixo da superficie do agar. A hemolise dessas 
areas e atribuida as atividades simultaneas das estreptolisinas O e S, que sao as hemolisinas principais 
produzidas pelos estreptococos do grupo A. A estreptolisina O e oxigenio-labil e nao mostra atividade 
maxima na superficie do agar; a P-hemolise na superficie e atribuivel em grande parte a estreptolisina S, que e 
oxigenio-estavel. 

G. Teste de aglutinagao direta do latex para estreptococos do grupo A. Hoje em dia, existem no mercado testes de 
aglutinagao do latex e imunoensaios enzimaticos rapidos para a detecgao direta dos estreptococos do grupo A 
nos especimes faringeos colhidos por swab. Com o metodo de aglutinagao do latex ilustrado aqui, o swab 
faringeo e tratado enzimaticamente para extrair o antigeno do grupo A e o extrato e colocado para reagir com 
uma suspensao de contas de latex recobertas por anticorpos antiestreptococos do grupo A e com uma 
suspensao de controle com latex nao recoberto. A aglutinagao do latex com o reagente do teste (a esquerda ), 
mas nao com o latex de controle (a direita), indica um teste positivo. Embora a maioria desses testes seja 
altamente especifica para o antigeno da parede celular do grupo A, suas sensibilidades sao amplamente 
variadas. 

H. Strep OIA® (Biostar, Boulder, CO). O Strep OIA® e um imunoensaio para detecgao direta dos estreptococos 
do grupo A nos especimes de swab faringeo. O swab e extraido com acido acetico, neutralizado e depois 
misturado com anticorpos antigrupo A ligados a peroxidase de rabano-silvestre (HRP; do ingles, horseradish 
peroxidase). Uma gota dessa mistura e colocada na superficie de uma lamina OIA®, que e recoberta com 
anticorpos antiestreptococos do grupo A. Depois de dois minutos de incubagao, a lamina e lavada e o 
substrato HRP e acrescentado e deixado a reagir na lamina por quatro minutos. Depois de outra lavagem, a 
leitura da lamina e realizada observando-se a tonalidade da luz refletida da area de reagao na lamina OIA®. 
Quando o antigeno estreptococico do grupo A esta presente, a lamina forma uma mancha roxa (a esquerda). 


Quando esse antigeno esta ausente, a superficie da lamina mantem sua cor dourada, com ou sem um ponto 
azulado minusculo, como se pode observar aqui (d direita). 
















PRANCHA 13.2 

Identificagao dos estreptococos e enterococos 

A. Colonias de S. pneumoniae em SBA. Duas caracteristicas dessa bacteria podem ser usadas para sua 
identificagao presuntiva. A esquerda, observa-se uma colonia mucoide alfa-hemolitica tipica de S. 
pneumoniae cultivado no SBA. O aspecto dessas colonias e atribuido a produgao de grandes quantidades de 
polissacaridio capsular. A direita, ha uma fotografia ampliada ilustrando o colapso da parte central das 
colonias em consequencia da autolise das bacterias, resultando na morfologia conhecida como “pegas de 
dama” ou “cabega de prego”, ilustrada nesta imagem. 

B. Teste de sensibilidade a bacitracina. Os estreptococos do grupo A sao sensiveis as concentragoes baixas de 
bacitracina. O disco de bacitracina Taxo A® (BD Microbiology Systems) ilustrado nesta fotografia contem 
0,04 unidade de bacitracina. Esta fotografia ilustra as reagoes do teste de bacitracina com um Streptococcus 
beta-hemolitico do grupo A (a esquerda) e um Streptococcus beta-hemolitico do grupo B (a direita). 
Qualquer zona de inibigao ao redor do disco de bacitracina e considerada reagao positiva. 

C. Testes de sensibilidade a bacitracina e ao sulfametoxazol-trimetoprima (SXT). O Streptococcus beta- 
hemolitico ilustrado aqui era sensivel a bacitracina ( a direita), mas tambem apresentou uma zona ampla de 
inibigao do crescimento ao redor do disco de SXT (a esquerda). Os estreptococos beta-hemoliticos do grupo 
A sao sensiveis a bacitracina, mas resistentes ao SXT, enquanto os estreptococos beta-hemoliticos do grupo B 
sao resistentes a bacitracina e ao SXT. Alguns estreptococos beta-hemoliticos de outros grupos exceto A 
(p.ex., grupos C, F e G) sao sensiveis a bacitracina, mas tambem ao SXT, como se pode observar nesse caso. 
Por essa razao, a realizagao simultanea dos dois testes aumenta a especificidade da identificagao presuntiva, 
que poderia ser obtida se fosse realizado apenas o teste com bacitracina. Essa cepa isolada poderia ser 
definida como “ Streptococcus beta-hemolitico supostamente nao do grupo A ou B com base no teste de 
bacitracina/SXT”. 

D. Teste CAMP para identificagao presuntiva dos estreptococos beta-hemoliticos do grupo B. A reagao do teste 
CAMP depende da interagao do fator CAMP - um produto de Streptococcus do grupo B - com a P- 
hemolisina de Staphylococcus aureus. Os supostos estreptococos do grupo B sao riscados em angulos retos 
com uma risca de S. aureus (sem que os riscos se toquem) na placa com SBA. Depois da incubagao durante a 
noite a 35° a 37°C, observa-se uma area com formato de ponta de seta de hemolise sinergica na area de 
intersegao, na qual o fator CAMP e a P-hemolisina difundiram-se para dentro do meio. As variantes nao 
hemoliticas dos estreptococos do grupo B tambem tern reagao positiva no teste CAMP. Esta fotografia ilustra 
tres testes CAMP positivos. 

E. Teste de sensibilidade a optoquina para identificar S. pneumoniae. A sensibilidade ao cloridrato de etil- 
hidrocupreno (optoquina) e usada para diferenciar S. pneumoniae dos outros estreptococos do grupo viridans. 
As colonias alfa-hemoliticas sao subcultivadas em SBA e um disco de optoquina (disco P; BD Microbiology 
Systems) e colocado sobre o inoculo. A formagao de uma zona de inibigao do crescimento de 14 mm ao redor 
de um disco de optoquina de 6 mm depois da incubagao durante a noite a 35° a 37°C identifica o 
microrganismo como S. pneumoniae. 

F. Testes de hidrolise de bile-esculina e tolerancia salina. Esses testes sao usados para a identificagao presuntiva 
das especies de Enterococcus e estreptococos do grupo D. O teste de bile-esculina (a direita) e realizado 
inoculando-se um tubo com meio de bile-esculina inclinado, seguida de sua inoculagao durante a noite a 35° a 
37°C. Os enterococos e os estreptococos do grupo D conseguem proliferar em presenga de bile a 40% e 
hidrolisar esculina em esculetina (que forma o precipitado preto). O teste de tolerancia salina (a esquerda) e 
realizado com um caldo de cultura contendo NaCl a 6,5%. As especies de Enterococcus crescem, enquanto os 
outros estreptococos do grupo D (exceto Enterococcus) nao proliferam nesse meio. Esta fotografia ilustra uma 
reagao positiva nos dois testes, permitindo identificar o microrganismo como uma especie de Enterococcus do 
grupo D. 

G. Teste PYR. A hidrolise da L-pirrolidonil-naftilamida (PYR) e um teste presuntivo para identificar 
estreptococos beta-hemoliticos do grupo A e especies de Enterococcus, que pode substituir os testes com 


discos de bacitracina-SXT e tolerancia salina, respectivamente. No teste com disco ilustrado aqui, a colonia 
em crescimento e aplicada sobre um disco impregnado umedecido com o substrata PYR. Depois de dois 
minutos, uma gota do reagente dimetilamino-cinamaldeido e colocada sobre o disco para detectar naftilamida 
livre, que e liberada com a hidrolise do PYR ( vermelho ). 

H. Tri-Plate® para identificagao presuntiva dos estreptococos. Essa placa singular destina-se a fomecer 
resultados de tres testes para a identificagao presuntiva dos estreptococos e enterococos. Os tres setores da 
placa contem SBA, agar de bile-esculina e agar de PYR, respectivamente. A detecgao de hemolise e um teste 
CAMP sao realizados no tergo com agar-sangue, enquanto as reagoes de bile-esculina e PYR sao interpretadas 
nos dois outros tergos. Esta fotografia ilustra uma Tri-Plate® inoculada com uma especie de Enterococcus : a- 
hemolise positiva, teste CAMP negativo, bile-esculina positivo e PYR positivo. 
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PRANCHA 13.3 

Identificagao dos estreptococos, enterococos e bacterias semelhantes aos Streptococcus 

A. Teste de aglutinagao do latex para agrupamento sorologico dos estreptococos beta-hemoliticos. Embora o 
metodo de extragao de Lancefield e o teste de precipitina capilar sejam as tecnicas consagradas pelo tempo 
para a identificagao defmitiva dos estreptococos agrupaveis, outros metodos, como o que esta ilustrado nesta 
imagem, foram adotados por muitos laboratories e sao considerados procedimentos-padrao. Com esse teste 
especlfico, o antigeno de grupo da parede celular e extraido enzimaticamente da parede bacteriana e, em 
seguida, o extrato e colocado para reagir com particulas de latex recobertas com anticorpos grupo-especificos. 
Um teste positivo e indicado pela aglutinagao das particulas de latex do reagente homologo. Como se pode 
observar nesta figura, houve aglutinagao com o reagente do grupo A, mas nao com os reagentes dos grupos B, 
C, D, F e G, de forma que o microrganismo foi identificado como Streptococcus beta-hemolitico do grupo A. 

B. Teste de Quellung para identificar S. pneumoniae. Esse “teste de precipitina” microscopico pode ser usado 
para identificar pneumococos ou determinar o sorotipo capsular de determinada cepa pneumococica. A reagao 
dos anticorpos anticapsulares com o carboidrato da capsula causa uma reagao de microprecipitagao na 
superficie do microrganismo e provoca uma alteragao do indice refrativo da propria capsula. Ao exame 
microscopico, a capsula parece “edemaciada”. Uma quantidade pequena de azul de metileno e acrescentada a 
preparagao para permitir a visualizagao das celulas e fornecer contraste, de forma que as alteragoes sutis da 
refratividade da capsula possam ser detectadas mais facilmente. 

C. Teste de aglutinagao do latex Pneumoslide® (BD Microbiology Systems). O teste Pneumoslide® usa 
particulas de latex sensibilizadas com anticorpos antipneumococicos. A mistura do latex sensibilizado com 
material retirado das colonias de uma placa de cultura provoca aglutinagao visivel da suspensao e, deste 
modo, identifica a cepa como S. pneumoniae. 

D. Especies de Abiotrophia/Granulicatella. No passado, esses microrganismos eram conhecidos como 
estreptococos nutricionalmente variantes ou “satelites”, porque estas cepas requerem compostos de tiol, 
cisteina ou a forma ativa da vitamina B 6 (piridoxal ou piridoxamina) para crescer no meio. Esses requisites 
podem ser atendidos pela inoculagao de riscos cruzados com uma especie de Staphylococcus sobre um 
inoculo com provavel cepa nutricionalmente variante, como se pode observar nesta fotografia. As colonias 
pequenas de microrganismos formaram-se nas proximidades da semeadura de Staphylococcus depois da 
incubagao, com um padrao semelhante ao teste de satelitismo para a identificagao presuntiva das especies de 
Haemophilus. Hoje em dia, os estreptococos-“satelites” estao classificados no genero Abiotrophia ou 
Granulicatella. 

E. Enterococcus faecium. Esta fotografia ilustra uma placa de SBA inoculada com E.faecium. As colonias desse 
microrganismo sao lisas, cinzentas e nao hemoliticas ou alfa-hemollticas. O swab usado para retirar algumas 
colonias em crescimento na placa mostrou que esse microrganismo nao era pigmentado. Isso e importante 
para a identificagao de algumas especies de Enterococcus. 

F. Painel de identificagao API® Strep (bioMerieux) inoculado com E. faecium. Esta fotografia demonstra a 
primeira metade do painel de identificagao. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as seguintes: 

VP Positivo HIP Negativo ESC Positivo 

PYRA Positivo a-GAL Positivo P-GUR Negativo 

P-GAL Positivo PAL Negativo LAP Positivo 

G. Painel de identificagao API® Strep (bioMerieux) inoculado com E. faecium. Esta fotografia demonstra a 
segunda metade do painel de identificagao. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as seguintes: 


ADH 

Positivo 

RIB 

Positivo 

ARA 

Positivo 

MAN 

Positivo 

SOR 

Positivo 

LAC 

Positivo 

TRE 

Positivo 

INU 

Negativo 

RAF 

Positivo 

AMD 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

HEM 

Negativo 


O biocodigo API das reagoes ilustradas nas Pranchas 13.3 F e G foi 5357750. A consulta ao banco de dados 
informatizado do API permitiu a identiflcagao do microrganismo como E. faecium com 99% de probabilidade. 

H. Agar de triagem com vancomicina. O agar de triagem com vancomicina consiste no agar de BHI contendo 
vancomicina (6 g/m£). Esse meio pode ser usado para detectar enterococos resistentes a vancomicina, cuja 
maioria e representada por cepas de E. faecium. Como se pode observar nesta fotografia, as cepas A, B, C e D 
eram resistentes a vancomicina e conseguiram crescer nesse meio. A cepa E era E. faecalis, cuja maioria e 
sensivel a vancomicina, como se pode observar pela zona de inibigao de crescimento nesse meio. 
























PRANCHA 13.4 

Identifica^ao dos enterococos e estreptococos do grupo viridans 

A. Enterococcus casseliflavus no SBA. Essa bacteria e uma das duas especies de Enterococci moveis. Alem 
disso, E. casseliflavus produz um pigmento amarelo. Esse pigmento e evidente ao exame do swab desta 
fotografia, que foi usado para remover algumas colonias em crescimento. 

B. Enterococcus gallinarum no agar de motilidade semissolido. Como foi mencionado antes, 

E. gallinarum e E. casseliflavus sao as duas especies de Enterococci moveis. Nesta fotografia, E. gallinarum foi 
inoculado por imersao dentro de um tubo com meio de motilidade semissolido contendo tetrazolio. Depois da 
incubaqao do tubo inoculado, os microrganismos moveis dispersaram da linha de inoculaqao e produziram turbidez 
no meio. A cor purpura ocorreu porque os microrganismos moveis reduziram o tetrazolio a formazan, que formou 
um precipitado arroxeado em qualquer area na qual os microrganismos viaveis estavam presentes. 

C. Streptococcus bovis no SBA. Essa bacteria e um Streptococcus nao enterococo do grupo D. 

S. bovis tern reaqao de bile-esculina positiva, mas nao cresce no caldo com NaCl a 6,5% e tern reaqao de PYR 
positiva. O isolamento desse microrganismo nas hemoculturas foi associado a neoplasia maligna do intestino 
grosso. 

D. Painel de inoculaqao API® Strep inoculado com S. bovis. Esta fotografia ilustra a primeira metade do painel 
de identificaqao. As interpretaqoes das reaqoes foram as seguintes: 

VP Positivo E1IP Negativo ESC Positivo 

PYRA Negativo a-GAL Positivo P-GUR Negativo 

p-GAL Positivo PAL Negativo LAP Positivo 

E. Painel de inoculaqao API® Strep inoculado com S. bovis. Esta fotografia ilustra a segunda metade do painel 
de identificaqao. As interpretaqoes das reaqoes foram as seguintes: 


ADH 

Negativo 

RIB 

Negativo 

ARA 

Negativo 

MAN 

Positivo 

SOR 

Negativo 

LAC 

Positivo 

TRE 

Positivo 

INU 

Positivo 

RAF 

Positivo 

AMD 

Positivo 

GLYC 

Positivo 

P-HEM 

Negativo 


O biocodigo API das reaqoes ilustradas nas Pranchas 13.4 D e E foi 5250573. A consulta ao banco de dados 
informatizado do API possibilitou a identificaqao desse microrganismo como S. bovis (probabilidade de 99,9%). De 
acordo com a nomenclatura modema desse complexo de microrganismos, S. bovis I e agora conhecido como 
Streptococcus gallolvticus subesp. gallolyticus (Tabela 13.7). 

F. Streptococcus mitis isolado no SBA depois de 24 horas de incubaqao. Essa cepa especifica parecia ser gama- 
hemolitica ou nao hemolitica. Outras cepas dessa bacteria podem ser alfa-hemoliticas. 

G. Painel de inoculaqao API® Strep inoculado com S. mitis. Esta fotografia ilustra a primeira metade do painel 
de identificaqao. As interpretaqoes das reaqoes foram as seguintes: 

VP Negativo HIP Negativo ESC Negativo 

PYRA Negativo a-GAL Negativo P-GUR Negativo 

P-GAL Negativo PAL Positivo LAP Positivo 

H. Painel de inoculaqao API® Strep inoculado com S. mitis. Esta fotografia ilustra a segunda metade do painel 
de identificaqao. As interpretaqoes das reaqoes foram as seguintes: 


ADH 

Negativo 

RIB 

Negativo 

ARA 

Negativo 

MAN 

Negativo 

SOR 

Negativo 

LAC 

Positivo 

TRE 

Positivo 

INU 

Negativo 

RAF 

Negativo 

AMD 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

P-HEM 

Negativo 


0 biocodigo das reaves ilustradas nas Pranchas 13.4 6 e H foi 0060411. A consulta ao banco de dados informatizado do API possibilitou a 
identifica^ao de 5. mitis (80 %)/oralis (20%). 5. mitis e 5. oralis fazem parte do "grupo mitis" de estreptococos viridans. Estudos demonstraram que 
algumas cepas de S. mitis sao resistentes a penicilina e podem ser resistentes tambem a outros antibioticos. 


































PRANCHA 14.1 

Especies de Listeria e Erysipelothrix 

A. Esfregago corado por Gram de Listeria monocytogenes demonstrando bacilos gram-positivos curtos. 

B. Colonias beta-hemoliticas pequenas de L. monocytogenes no SBA depois de 72 horas de incubagao a 35° a 
37°C. 

C. L. monocytogenes isolada em SBA depois de 24 horas (a esquerda ) e 48 horas (a direita ) de incubagao. 
Depois de 24 horas, a natureza beta-hemolitica do microrganismo pode nao ser evidente. Depois de 48 horas, 
a zona de hemolise estende-se alem da borda da colonia, mas ainda e muito sutil. 

D. L. monocytogenes em agar bile-esculina (d direita ). O tubo da esquerda era de agar bile-esculina inclinado, 
que nao foi inoculado. Assim como os enterococos, L. monocytogenes consegue hidrolisar esculina em 
presenga de bile a 40%. A hidrolise de esculina esta indicada pelo escurecimento do meio. 

E. Zona de crescimento movel em formato de guarda-chuva produzido por Listeria monocytogenes depois de 24 
horas de cultivo em meio de motilidade semissolido a 25°C. 

F. API® Coryne inoculado com Listeria monocytogenes. O biocodigo API da cepa isolada foi 0170164. A 
consulta ao API Profile Index resultou na identificagao de “ Listeria monocytogenes/innocua com 
probabilidade de 97,1%”. A diferenciagao entre L. monocytogenes e L. innocua e realizada com base na 
detecgao de hemolise no SBA e na reatividade desta primeira bacteria no teste CAMP com S. aureus. 

G. Esfregago corado por Gram de Erysipelothrix rhusiopathiae demonstrando os bastonetes gram-positivos 
longos e finos desta especie. 

H. Colonias de Erysipelothrix rhusiopathiae no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35°C. 




















PRANCHA 14.2 

Especies de Erysipelothrix e Bacillus 

A. Erysipelothrix rhusiopathiae depois do crescimento durante a noite em um tubo com KIA inoculado em 
perfuragao e riscos. Observe a produgao de H 2 S ao longo da linha de inoculagao por perfuragao no fundo do 
tubo. 

B. Esfregago corado por Gram de uma especie de Bacillus. Observe a existencia de endosporos 
centrais/subterminais nao corados, que nao dilatavam as celulas. 

C. Amostra macroscopica do trato intestinal de um paciente que morreu com antraz gastrintestinal. O apendice 
esta posicionado na parte inferior esquerda da fotografia. Em geral, as lesoes causadas pelo antraz afetam o 
ceco e as areas adjacentes do intestino. Os sinais e sintomas sao dor abdominal, hematemese e diarreia 
sanguinolenta. 

D. Coloragao por Gram ( a esquerda) e verde-malaquita (a direita) dos esporos de B. anthracis. Essa bacteria 
prolifera na forma de bacilos gram-positivos muito grandes, nos quais cada celula tern extremidades 
quadradas ou ligeiramente concavas. Em muitos casos, os microrganismos estao dispostos em cadeias 
semelhantes ao bambu, conforme esta ilustrado nesta figura. A coloragao para esporos demonstrou os esporos 
ovais, que nao edemaciavam a celula. (Cortesia de Elmer W. Koneman.) 

E. Colonias nao hemollticas opacas branco-desbotado do Bacillus anthracis no SBA. 

F. Fotografia ampliada das colonias de B. anthracis no SBA. As colonias desse microrganismo tern morfologia 
de vidro fosco com saliencias em forma de virgulas ao longo das bordas das colonias, como se pode observar. 
Essas saliencias sao ainda mais evidentes ao exame microscopico. Essas colonias foram descritas como 
“cabega de Medusa”, em referencia a feiticeira grega que tinha seus cabelos formados por serpentes. (Cortesia 
de Elmer W. Koneman.) 

G. Fotografia ampliada das colonias nao hemollticas asperas de B. anthracis. Algumas dessas colonias tinham 
sido tocadas com uma alga de inoculagao, resultando nas colonias “levantadas” como claras de ovos batidas. 

H. Colonias beta-hemoliticas de Bacillus cereus em SBA. B. cereus e uma das especies de Bacillus isoladas mais 
comumente no laboratorio clinico. Ao contrario do B. anthracis, essa especie e hemolitica, movel e a- 
lactamase positiva. 
















PRANCHA 14.3 

Especies de Corynebacterium 


A. Esfregago corado por Gram demonstrando a morfologia tipica dos membros do genero Corynebacterium. 
Nesta fotografia, podem ser observadas conformagoes celulares de bastonetes com formato regular, bacilos 
claviformes, “letras chinesas” e “cerca de piquete”. 

B. Agar BHI inoculado com uma especie lipofilica e outra nao lipofilica de Corynebacterium. A direita da placa, 
a especie lipofilica foi inoculada em camada sobre a placa e uma gota de Tween 80 a 0,1% foi acrescentada ao 
centro do inoculo. A especie de Corynebacterium nao lipofilica foi inoculada em camada no lado esquerdo da 
placa. Depois da incubagao por 24 horas a 35° a 37°C, o crescimento da especie lipofilica ocorreu apenas 
onde a gota de Tween 80 havia sido colocada, enquanto a especie nao lipofilica cresceu em toda a superficie 
do meio no lado direito da placa. 

C. Corynebacterium amycolatum isolada em SBA depois de 3 dias de incubagao a 35°C. Observe o aspecto seco 
e fosco das colonias e o “enrugamento” das colonias nas areas confluentes. C. amycolatum e a especie de 
Corynebacterium isolada mais comumente e e encontrado na pele. 

D. Painel API® Coryne inoculado com Corynebacterium amycolatum. A fotografia demonstra a primeira metade 
do painel de identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 

NIT Positivo PYZ Positivo PYRA Negativo 

PAL Positivo P-GUR Negativo P-GAL Negativo 

a-GLU Negativo P-NAG Negativo ESC Negativo 

URE Negativo 

E. Painel API® Coryne inoculado com Corynebacterium amycolatum. A fotografia demonstra a segunda metade 
do painel de identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 


GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 



GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne das reagoes ilustradas nas Pranchas 14.3 D e E foi 3100305, resultando em uma 
identificagao inconclusiva de Corynebacterium grupo G, C. striatum ou C. amycolatum. C. amycolatum nao e 
lipofilico, enquanto as cepas corineformes do grupo G sao lipofilicas; deste modo, esse microrganismo isolado nao 
fazia parte do grupo G. Outros testes (p.ex., cromatografia liquido-gasosa ou culturas em caldo de glicose) sao 
necessarios para diferenciar Corynebacterium amycolatum de Corynebacterium striatum. Essa cepa produzia acido 
propionico a partir da glicose, conforme foi demonstrado pela analise cromatografica liquido-gasosa do caldo de 
cultura e, deste modo, o microrganismo foi identificado como C. amycolatum. 

F. Inflamagao localizada e formagao de pseudomembrana na orofaringe, produzida pelas cepas toxigenicas de 
Corynebacterium diphtheriae. 

G. Crescimento de Corynebacterium diphtheriae no agar de Tinsdale modificado. Nesse meio, C. diphtheriae 
forma colonias pretas com halos matrons. As cepas isoladas com essa morfologia devem ser primeiro 
identificadas bioquimicamente como C. diphtheriae e os testes subsequentes consistem em demonstrar a 
produgao de toxina difterica. 

H. Crescimento de C. diphtheriae no meio com soro coagulado de Loeffler. Esse meio e inoculado com material 
retirado da regiao posterior da faringe (/. e ., pseudomembrana difterica), um esfregago e preparado depois de 
cerca de oito horas de incubagao e corado com azul de metileno. Como se pode observar nesta imagem, C. 
diphtheriae apresenta-se como bacilos pleomorficos pontilhados com contas. O aspecto pontilhado e atribuido 
a produgao dos granulos metacromaticos pelo microrganismo nesse meio. 












PRANCHA 14.4 

Especies de Corynebacterium 

A. Crescimento de C. diphtheriae no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35°C. As colonias dessa bacteria 
nao sao lipofilicas e sao brancas e cremosas. Essa cepa isolada foi inoculada no kit de identificagao API® 
Coryne e as reagoes bioquimicas que levaram a sua identificagao estao ilustradas nos paineis B e C 
reproduzidos adiante. 

B. API® Coryne inoculado com C. diphtheriae. Esta fotografia ilustra a primeira metade do painel de 
identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 


NIT 

Positivo 

PYZ 

Negativo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Negativo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 





C. API® Coryne inoculado 

com C. diphtheriae. 

Esta fotografia 

ilustra a segunda 

metade do painel 

identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 



GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 



GLU 

Positivo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 1010124, que corresponde a identificagao de Corynebacterium 
diphtheriae (probabilidade de 97,8%). Outros testes precisam ser realizados para determinar se a cepa isolada 
produz toxina difterica. 


D. 

Corynebacterium jeikeium no 

SBA depois de 48 horas de incubagao 

a 35° a 37°C. Essa especie lipofilica 


formou colonias nao hemoliticas pequenas nesse meio. 



E. 

API® Coryne inoculado com 

Corynebacteri um 

jeikeium. Esta fotografia ilustra 

a primeira metade do painel 


de identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 



NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Positivo 

p-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU Negativo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 





F. 

API® Coryne inoculado com 

Corynebacteri um 

jeikeium. Esta fotografia ilustra 

a segunda metade do painel 


de identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 



GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 



GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Negativo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 2100304, que corresponde a identificagao de C. jeikeium 
(probabilidade de 93,6%). 

G. Esfregago corado por Gram demonstrando os bacilos gram-positivos bem roligos de Corynebacterium 
glucuronolyticum (“C. seminale ”). 

H. C. glucuronolyticum no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C. 













PRANCHA 14.5 

Especies de Corynebacterium 

A. API® Coryne inoculado com C. glucuronolyticum. Esta fotografia ilustra a primeira metade do painel de 
identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 


NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Negativo 

P-GUR 

Positivo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Negativo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Positivo 

URE 

Positivo 





B. API® Coryne inoculado com C. glucuronolyticum 

. Esta fotografia ilustra a segunda metade do painel de 

identificagao. As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 



GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 



GLU 

Positivo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 

O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 2241125, que corresponde a identificagao de C. glucuronolyticum 
(probabilidade de 99,9%). Essa especie foi isolada de amostras de semen e e a unica especie de Corynebacterium p- 
glicuronidase (P-GUR)-positiva. Essa especie tambem foi descrita por outro grupo de pesquisadores e recebeu o 

nome “C. seminale ”. Contudo, o nome “C. glucuronolyticum ” tem precedencia taxondmica. 


C. Colonias 

nao hemollticas e 

nao lipofilicas lisas 

e cremosas 

de Corynebacterium pseudodiphtheriticum 

cultivado em SBA depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°. 



D. API® Coryne inoculado com 

Corynebacterium pseudodiphtheriticum. As interpretagoes das reagoes foram as 

seguintes: 






NIT 

Positivo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Negativo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Negativo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Positivo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Negativo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 3001004, que corresponde a identificagao de C. 

pseudodiphtheriticum (probabilidade de 96,7%). 

E. Coldnias nao hemollticas e nao lipofilicas cremosas de C. riegelii em SBA depois de 24 horas de incubagao a 
35° a 37°C. 

F. Reagao de urease rapida de C. riegelii. Assim como C. urealyticum, C. riegelii tem reagao de urease 
rapidamente positiva. Esta fotografia ilustra um tubo inclinado com agar-ureia nao inoculado (, acima ) e um 
tubo inclinado de agar-ureia inoculado com C. riegelii ( abaixo ). Essa reagao foi fotografada depois da 
incubagao do tubo inclinado a direita por 30 minutos a 35° a 37°C. 



G. API® Coryne inoculado com C. riegelii. Esta fotografia ilustra a primeira metade do painel de identificagao. 
As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 























NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Negativo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Negativo 

P-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Positivo 





H. API® Coryne inoculado 

com C. riegelii. Esta fotografia ilustra 

a segunda metade do painel de identificagao. 

As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 




GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 



GLU 

Negativo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 2001204. Esse biocodigo nao estava incluido no banco de dados 
desse sistema quando esta imagem foi obtida, mas e o mesmo biocodigo publicado com a descrigao original dessa 
especie nova. C. riegelii esta associado as infecgoes das vias urinarias. Alem de ter reagao de urease positiva rapida, 
essa especie tambem e atipica porque produz acidos a partir da maltose e da ribose, mas nao da glicose, como se 
pode observar aqui. 


PRANCHA 14.6 

Especies de Corynebacterium, Arcanobacterium e Brevihacterium 

A. Colonias nao hemoliticas e nao lipofilicas cremosas de Corynebacterium striatum no SBA depois de 48 de 
incubagao a 35° a 37°C. Observe a morfologia em “alvo” de cada colonia. 


B. API® Coryne inoculado com C. striatum. 

As interpretagoes das reagoes foram as seguintes: 


NIT 

Positivo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Positivo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Negativo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 3100105, que corresponde a identificagao de Corynebacterium 
grupo G (55%)/C. striatum-amycolatum (43,6%). Como as cepas do grupo G sao lipofilicas, esse microrganismo era 
C. striatum ou C. amycolatum. Essa cepa isolada nao produziu acido propionico a partir da glicose na analise por 
cromatografia liquido-gasosa e, por esta razao, foi identificada como C. striatum. 

C. Corynebacterium grupo G depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C. Depois do periodo inicial de 24 
horas, as colonias sao extremamente pequenas e ha crescimento satisfatorio apenas nas areas profusamente 
inoculadas. Essa especie lipofilica foi isolada dos especimes como humor vitreo, sangue, liquido 
cefalorraquidiano e trato urogenital. 

D. API® Coryne inoculado com Corynebacterium grupo G. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as 
seguintes: 


NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Positivo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Negativo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 

O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 2100325 

. A consulta ao banco de dados informatizado resultou na 

identificagao de Corynebacterium grupo G (probabilidade de 76,6%)/C. striatum-amycolatum (probabilidade de 

22,7%). 

Como esse microrganismo era lipofilico e C. striatum/amycolatum 

nao sao lipofilicos, 

essa cepa pode ser 

identificada como Corynebacterium grupo G. 




E. Crescimento de Arcanobacterium haemolyticum no 

i SBA depois de 48 horas de incubagao a 35° a 37°C. 

Observe a zona de p-hemolise ao redor das colonias. 




F. API® Coryne inoculado com A haemolyticum. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as seguintes: 

NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Positivo 

PAL 

Positivo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Positivo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Positivo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Positivo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Negativo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 6530360, que corresponde a identificagao de A. haemolyticum 
com probabilidade de 99,9% (identificagao excelente). 



G. Crescimento de Brevibacterium casei no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C. As colonias 
dessa bacteria tem pigmentagao amarelo-clara, que se intensifica durante a incubagao por mais de 24 horas. 












Essas cepas tambem produzem um odor forte semelhante ao de “pes malcheirosos”. A cepa ilustrada aqui foi 
isolada de varias hemoculturas de um paciente com AIDS, que tinha infecgao associada a um cateter central. 
H. API® Coryne inoculado com B. casei. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as seguintes: 


NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Positivo 

PAL 

Positivo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Negativo 

URE 

Negativo 

GEL 

Positivo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Negativo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Negativo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Negativo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 6112004, que corresponde a identificagao das especies de 
Brevibacterium. Outros testes confirmaram que essa cepa isolada nas hemoculturas era realmente B. casei. 


PRANCHA 14.7 

Especies de Rothia, Cellulosimicrobium, Cellulomonas/Microbacterium e Lactobacillus 

A. Crescimento de Rothia dentocariosa no SBA depois de 48 horas de incubagao a 35° a 37°C. Esse bacilo 
gram-negativo esta relacionado com as bacterias nocardioformes e produz colonias cerebriformes brancas e 
secas no agar, conforme se observa aqui. 

B. API® Coryne inoculado com R. dentocariosa. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as seguintes: 


NIT 

Positivo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Positivo 

PAL 

Negativo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Negativo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Negativo 

ESC 

Positivo 

URE 

Negativo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Negativo 

XYL 

Negativo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Negativo 

CAT 

Positivo 

0 biocodigo API® Coryne dessas reagoes foi 7050125, que corresponde a identificagao de R. dentocariosa com 

probabilidade de 99,5%. 





C. Crescimento de Cellulosimicrobium cellulans no SBA depois de 24 horas de incubagao a 35° a 37°C. Essa 

bacteria produz pigmento amarelo-brilhante e 

, no passado, era conhecida como Oerskovia xanthineolytica. 

D. API® Coryne inoculado com C. cellulans. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram 

as seguintes: 

NIT 

Positivo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Positivo 

PAL 

Positivo 

P-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Positivo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Positivo 

ESC 

Positivo 

URE 

Negativo 

GEL 

Positivo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Positivo 

MAN 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Positivo 

CAT 

Positivo 

0 biocodigo 

API® Coryne 

dessas reagoes 

e 7572727, que 

corresponde a identificagao de Oerskovia 

xanthineolytica (C. cellulans) com probabilidade de 99,9%. 



E. Crescimento de uma especie de Microbacterium com pigmentagao amarela no SBA depois de 24 horas de 

incubagao a 35° a 37°C. 





F. API® Coryne inoculado com especie de Microbacterium. As interpretagoes das reagoes ilustradas foram as 

seguintes: 






NIT 

Negativo 

PYZ 

Positivo 

PYRA 

Negativo 

PAL 

Positivo 

p-GUR 

Negativo 

P-GAL 

Positivo 

a-GLU 

Positivo 

p-NAG 

Positivo 

ESC 

Positivo 

URE 

Negativo 

GEL 

Negativo 

Controle CHO 

Negativo 

GLU 

Positivo 

RIB 

Positivo 

XYL 

Positivo 

MAN 

Positivo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Negativo 

SAC 

Positivo 

GLYC 

Positivo 

CAT 

Positivo 


O biocodigo API® Coryne desse microrganismo e 2570737, que corresponde a identificagao de Cellulomonas 
spp. I Microbacterium spp. (probabilidade de 99,9%). De forma a diferenciar esses dois generos, e necessario realizar 
testes adicionais. 

G. Esfregago corado por Gram de uma hemocultura, que isolou Lactobacillus spp. Esses microrganismos sao 
bacilos gram-positivos regulares, que se apresentam isoladamente, em pares ou cadeias curtas. 


H. Coldnias pequenas de uma especie de Lactobacillus nao hemolitica isolada em SB A depois de 24 horas de 
incubaqao a 35° a 37°C. 











PRANCHA 14.8 

Especies de Lactobacillus e Gardnerella 

A. Especie de Lactobacillus inoculada em camada sobre uma placa com SBA e um disco de vancomicina. 
Alguns lactobacilos sao resistentes aos antibioticos glicopeptidios como vancomicina e teicoplanina, 
conforme se pode observar pelo crescimento dos microrganismos ate a borda do disco de vancomicina 
ilustrado nesta fotografia. 

B. Esfregago de um especime vaginal normal corado por Gram. Observe a presenga de celulas epiteliais grandes 
e bacilos gram-positivos, que correspondiam ao “morfotipo de Lactobacillus ”. 

C. Esfregago corado por Gram de um material retirado da vagina de uma paciente com vaginose bacteriana. A 
celula epitelial mostrada na lamina estava coberta com microbiota predominante formada de bacilos e 
cocobacilos gram-negativos, que representavam bacilos gram-negativos anaerobios e “morfotipos de 
Gardnerella”. 

D. Crescimento de G. vaginalis no agar-sangue de CNA depois de 48 horas de incubagao a 35° a 37°C com C0 2 
a 5 a 7%. Depois desse periodo, as colonias sao muito pequenas e detectadas mais claramente nas areas com 
crescimento confluente. 

E. Colonias beta-hemoliticas pequenas de Gardnerella vaginalis isoladas no meio HBT (bicamada de sangue 
humano e Tween; do ingles, human blood bilayer-Tween ) depois de 72 horas de incubagao a 35° a 37°C com 
C0 2 a 5 a 7%. Esse microrganismo e beta-hemolitico no meio contendo sangue humano (como 0 agar E1BT). 

F. Tecnica rapida para utilizagao de carboidratos para identificagao de G. vaginalis. Esse metodo de 
identificagao em quatro horas e semelhante ao usado para identificar especies de Neisseria (Capitulo 11). 
Uma solugao salina balanceada com vermelho de fenol, mas sem carboidratos (BSS), e dispensada em tubos 
pequenos com aliquotas de 0,10 ml e algumas gotas de carboidratos a 20% esterilizados por filtragem sao 
acrescentadas ao BSS. Uma suspensao densa de microrganismos e preparada no BSS sem carboidratos (0,5 
ml) e algumas gostas desta suspensao sao acrescentadas aos tubos contendo carboidratos. Nesta fotografia, 
cada tubo (da esquerda para a direita) contem a suspensao com microrganismos em BSS, BSS-glicose, BSS- 
maltose e BSS-manitol. O ultimo tubo ( extrema direita ) e um teste de hidrolise do hipurato. Como se pode 
observar, G. vaginalis produz acidos a partir da glicose e maltose, mas nao do manitol; alem disto, a reagao de 
hidrolise do hipurato e fortemente positiva. 






























PRANCHA 15.1 

Identificagao dos bacilos gram-positivos aerobios e anaerobios facultativos 

A. Imagem ampliada do complexo Nocardia asteroides depois de 7 dias de incubagao a 30°C no agar de 
Middlebrook 7H11. Esta fotografia demonstra as colonias alaranjadas lisas e onduladas, que tendem a aderir a 
superficie do agar. Outras especies formam colonias brancas cor de giz e secas (Prancha 1.5 J). E importante 
ressaltar que as especies de Nocardia crescem nos meios de isolamento seletivo utilizados para isolar especies 
de Mycobacterium-, na verdade, o diagnostico laboratorial da nocardiose geralmente e considerado 
inicialmente no setor de micobacteriologia do laboratorio. A detecgao de um odor de porao mofado bem 
caracteristico e um indicio inicial a essa identificagao. 

B. Placa com agar de Middlebrook 7H11, na qual crescia uma cultura de especies de Rhodococcus ha 48 horas. 
As colonias eram relativamente grandes (2 a 4 mm de diametro) e eram continuas e lisas. Observe a 
pigmentagao rosa-salmao, um indicio inicial para a identificagao dessa especie. 

C. Coloragao alcool-acida parcial ou modificada de um exsudato contendo fdamentos ramificados delicados 
alcool-acidorresistentes tipicos das especies de Nocardia. O complexo Nocardia asteroides foi isolado na 
cultura semeada com esse especime. 

D. Coloragao por Gram de uma especie de Rhodococcus ilustrando cocobacilos gram-positivos curtos dispostos 
isoladamente e em grupos de “letras chinesas”. 

E. Coloragao alcool-acida modificada de uma especie de Rhodococcus demonstrando cocobacilos curtos, dos 
quais alguns eram alcool-acidorresistentes pela coloragao modificada. 

F. No processo de coloragao de especimes clinicos, em alguns casos, os filamentos de Nocardia podem nao se 
corar e os microrganismos formam esse padrao “pontilhado” na coloragao, no qual apenas os focos 
pontilhados sao positivos ao corante alcool-acido modificado. Coloragao alcool-acida modificada, ampliagao 
de l.OOOx. 













PRANCHA 16.1 

Identificagao das bacterias anaerobias | Bacilos gram-negativos 

A. Bacteroides fragilis. Colorado por Gram das celulas em cultura de caldo de tioglicolato com 48 horas de 
incubagao. 

B. Bacteroides fragilis. Colonias em agar-sangue para anaerobios depois de 48 horas de incubagao a 35°C. 

C. Prevotella melaninogenica. Coloragao por Gram das celulas de uma colonia em agar-sangue com 48 horas de 
incubagao. 

D. Prevotella melaninogenica. Colonias negras no agar-sangue depois de 5 dias de incubagao a 35°C. 

E. Fusobacterium nucleatum. Coloragao por Gram das celulas de uma colonia em agar-sangue para anaerobios. 
Observe os bacilos gram-negativos longos com extremidades pontiagudas. 

F. Fusobacterium nucleatum. Colonias tlpicas no agar-sangue para anaerobios depois de 48 horas de incubagao a 
35°C, ilustrando o efeito opalescente. 

G. Fusobacterium necrophorum. Coloragao por Gram das celulas de uma colonia em agar-sangue para 
anaerobios com 48 horas de incubagao. Observe o pleomorfismo. 

H. Fusobacterium necrophorum. Colonias no agar-sangue para anaerobios depois de 48 horas de incubagao a 
35°C. 


















PRANCHA 16.2 

Identificagao das bacterias anaerobias | Microrganismos gram-positivos nao formadores de esporos 

A. Esfregago direto corado por Gram de um exsudato purulento demonstrando neutrofilos degenerados e uma 
mistura de bacilos gram-negativos de diferentes tamanhos. Os cocobacilos menores sugeriam uma das 
especies de Prevotella-Porphyromonas pigmentadas; os bacilos pleomorficos maiores sugeriam um membro 
do grupo Bacteroides fragilis. 

B. Esfregago direto corado por Gram de um exsudato purulento retirado de um abscesso intra-abdominal 
demonstrando neutrofilos segmentados, cocos gram-positivos em pares e cadeias curtas e bacilos gram- 
negativos minusculos. Em geral, as infecgocs anaerobias contem uma mistura de microbiota bacteriana. 

C. Imagem de microscopia de dissecgao dos “granulos de enxofre” actinomicoticos. Esse exsudato retirado da 
infecgao de uma ferida abdominal foi fotografado dentro de uma placa de Petri. 

D. Aspecto de um esfregago corado por Gram do mesmo especime ilustrado no painel C, demonstrando um 
“granulo de enxofre” com filamentos ramificados fmos de uma especie de Actinomyces. 

E. Actinomyces israelii. Preparagao corada por Gram obtida de uma colonia cultivada em agar-sangue. Observe a 
ramificagao das celulas. 

F. As colonias tipicas com aspecto de “dentes molares” de Actinomyces israelii ilustradas aqui foram produzidas 
no agar BE1I depois de 7 dias de incubagao em anaerobiose a 35°C. 

G. Essa coloragao por Gram demonstra celulas de Eubacterium alactolyticum retiradas de uma cultura em caldo 
de tioglicolato enriquecido depois de 48 horas de incubagao a 35°C. 

H. Essas colonias de Eubacterium alactolyticum em agar-sangue para anaerobios foram obtidas depois de 48 
horas de incubagao. 
















PRANCHA 16.3 

Identificagao das bacterias anaerobias | Clostridios 

A. Coloragao por Gram de Clostridium perfringens de uma colonia em agar-sangue depois de 24 horas de 
incubagao. Observe que nao havia esporos e que algumas celulas tendiam a corar-se em vermelho (i.e., gram- 
negativas). 

B. Coloragao por Gram de Clostridium perfringens retirado de uma cultura em caldo de tioglicolato. Observe 
que nao havia esporos e que algumas formas filamentosas estavam presentes. 

C. Esse e o aspecto tlpico de C. perfringens em agar-sangue depois de 24 horas de incubagao a 35°C. Observe a 
zona dupla de hemolise. A zona mais interna de hemolise completa e atribuida a toxina teta, enquanto a zona 
mais externa de hemolise incompleta e causada pela toxina alfa (i.e., atividade de lecitinase). 

D. C. perfringens. Esta imagem e a coloragao direta por Gram de um aspirado de tecidos musculares obtidos de 
um paciente com mionecrose por gangrena gasosa. Havia um fundo necrotico sem celulas inflamatorias ou 
musculares preservadas e bacilos gram-positivos relativamente grandes com formato de “vagao de carga” e 
um bacilo gram-negativo, que podia ser uma celula de C. perfringens gram-variavel ou outro microrganismo. 

E. Colonias de C. perfringens em agar gema de ovo de McClung modificado. O precipitado ao redor das 
colonias indicava atividade de lecitinase da toxina alfa produzida pela bacteria. 

F. Produgao de lipase no agar gema de ovo. Alguns clostridios como C. botulinum, C. sporogenes e C. novyi tipo 
A apresentam atividade de lipase no agar gema de ovo, como se pode observar nesta fotografia. Observe a 
camada perolada iridescente na superficie das colonias, que se estendia adentro da superficie do meio situado 
imediatamente ao seu redor. 

G. Essa colonia rugosa, irregular, plana, rizoide e dispersiva formada depois de 48 horas de incubagao em agar- 
sangue para anaerobios e tipica de C. septicum. 

H. Coloragao direta por Gram de uma hemocultura positiva de C. septicum. Nesta imagem, havia varios esporos 
subterminais ovoides ou em formato de limao. 















PRANCHA 16.4 

Identificagao das bacterias anaerobias | Clostridios 

A. Colonias de C. tetani em agar-sangue duro (agar a 4%), que e usado para inibir o movimento dispersivo dos 
microrganismos, de forma que possam ser isolados das outras bacterias presentes nas culturas mistas. 

B. Coloragao por Gram de C. tetani isolado de uma cultura em caldo de glicose e came cozida. Algumas celulas 
tinham esporos terminais arredondados, que sao tipicos dessa bacteria. 

C. As colonias em “cabega de Medusa” nesse agar-sangue para anaerobios depois de 48 horas de incubagao sao 
tipicas de C. sporogenes. 

D. Essa coloragao por Gram de C. ramosum foi preparada a partir de uma cultura em caldo de tioglicolato depois 
de 48 horas de incubagao. 

E. Colonias de C. difficile no agar-sangue para anaerobios depois de 48 horas de incubagao. 

F. Clostridium difficile no agar ciclosserina-cefoxitina-frutose depois de 48 horas de incubagao. 

G. Clostridium sordellii em agar-sangue para anaerobios depois da incubagao prolongada em anaerobiose. A 
coldnia media 5x10 mm. 

H. Coloragao por Gram de C. sordellii isolado em uma placa de agar-sangue depois de 2 dias de incubagao. A 
imagem demonstra grumos de esporos livres e bacterias distendidas com esporos subterminais ovoides. 







PRANCHA 16.5 


Identificagao das bacterias anaerobias | Uso das placas de quadrante Presumpto® e discos no agar-sangue 

para anaerobios 

A. Aspecto geral de tres placas de quadrante (descritas com detalhes no texto). 

B. Uma placa de quadrante Presumpto® 1 e uma placa com agar-sangue para anaerobios dos CDC. Depois da 
inoculagao com material de uma cultura ativa em caldo ou uma suspensao de celulas da bacteria a ser 
identificada, os discos de antibioticos (penicilina, 2 unidades; rifampicina, 15 g; canamicina, 1.000 g) sao 
colocados sobre o agar-sangue e um disco de papel-filtro “em branco” e aplicado na parte do agar LD da 
placa de quadrante para detectar a produgao de indol. A placa Presumpto® 1 contem os seguintes meios: agar 
de LD, esculina LD, agar de gema de ovo LD e agar-bile LD. 

C. Crescimento de Bacteroides fragilis na placa Presumpto® 1 depois de 48 horas de incubagao a 35°C. No 
primeiro quadrante (ao alto e a extrema direita ), o agar LD apresentou crescimento moderado. A produgao de 
indol foi demonstrada depois do acrescimo de uma gota de p-dimetilamino-cinamaldei'do ao disco de papel 
(ver painel F). O agar de esculina LD a esquerda do agar LD ficou difiisamente escuro em razao da hidrolise 
da esculina. O agar de gema de ovo LD abaixo do agar de esculina mostrou crescimento, mas nenhuma 
atividade de lecitinase, lipase ou enzimas proteoliticas. Houve crescimento abundante no agar de bile LD 
( abaixo e a extrema direita ) e essa cepa produziu um precipitado caracteristico neste meio. 

D. Testes com discos de antibiotico. Observe a zona de inibigao do crescimento em torno do disco de rifampicina 
(15 g), mas nenhuma inibigao ao redor do disco de penicilina (2 unidades) ou do disco de canamicina (1.000 
g). Esse padrao era tipico do grupo B. fragilis. 

E. Reagoes de B. thetaiotaomicron na placa de quadrante Presumpto® 1. O primeiro quadrante ( acima e a 
extrema direita ) demonstra reagao de indol fracamente positiva, conforme indicado pela coloragao azul-clara 
do disco no agar LD depois do acrescimo do reagente p-dimetilamino-cinamaldeido. A tonalidade mais escura 
(ambar) do agar de esculina (, a esquerda do primeiro quadrante) indicava hidrolise de esculina. Houve 
crescimento adequado, mas nao havia atividade de lecitinase, lipase ou proteolise no agar de gema de ovo LD 
0 abaixo e a extrema direita ). Houve crescimento adequado no agar de bile LD, mas nao se formou um 
precipitado conforme o que foi produzido por B. fragilis (abaixo e a extrema direita). 

F. Reagoes de Fusobacterium necrophorum na placa de quadrante Presumpto® 1 depois de 48 horas de 
incubagao a 35°C. O primeiro quadrante (abaixo e a direita ) demonstrou reagao de indol forte, conforme se 
evidenciou pela coloragao azul-escura do disco de papel no agar LD depois do acrescimo do reagente p- 
dimetilamino-cinamaldeido. O crescimento foi inibido no agar de bile LD (acima e a direita). Embora nao 
fosse visivel nesta fotografia em razao da iluminagao utilizada, houve crescimento satisfatorio no agar de 
gema de ovo LD (abaixo e a esquerda) e atividade de lipase tipica, conforme se evidenciou pelo brilho 
iridescente - uma camada perolada - na superficie das colonias e no meio localizado imediatamente ao redor 
da colonia de bacterias. Esse crescimento e demonstrado mais claramente por luz refletida. No agar de 
esculina LD (abaixo e a esquerda), F. necrophorum mostrou crescimento adequado e produgao de sulfeto de 
hidrogenio, que se evidenciou pelo aspecto enegrecido das colonias, mas sem escurecimento do meio, 
sugerindo hidrolise de esculina. 

G. Placa de quadrante Presumpto® 2 (uniloculada). Essa placa contem os seguintes quadrantes (em sentido 
horario, comegando de 12:00 horas): agar de amido LD, agar de glicose LD, agar de DNA-LD e agar de leite 
LD. 

H. Placa de quadrante Presumpto® 2 depois da inoculagao, incubagao e acrescimo dos reagentes. Observe as 
reagoes positivas de hidrolise, atividade de desoxirribonuclease e fermentagao da glicose. 










































PRANCHA 18.1 

Especies de Mycoplasma e Ureaplasma 

A. Colonia de M. pneumoniae no agar de glicose para micoplasmas. Esta fotografia demonstra uma unica colonia 
de microrganismos, a qual os eritrocitos de cobaia foram adsorvidos. M. pneumoniae e a unica especie que 
demonstra a propriedade de hemoadsorgao. (Fotografia cedida por cortesia de Health and Education 
Resources, Bethesda, MD.) 

B. Colonias de M. hominis e U. urealyticum cultivados no agar diferencial de Shepard A7B. As colonias de M. 
hominis tem a morfologia tipica de “ovo frito”; a cor azul e causada pelo corante de Diene. As colonias de U. 
urealyticum sao menores, mais densas e tem pigmentagao acastanhada causada pela precipitagao do oxido de 
manganes na colonia por agao das enzimas com atividade de urease. (Fotografia cedida por cortesia de Health 
and Education Resources, Bethesda, MD.) 




PRANCHA 19.1 

Identificapao laboratorial de Mycobacterium tuberculosis 

A. Esta fotografia e de um esfregapo preparado a partir de uma colonia semelhante a que esta ilustrada na 
Prancha 19.1 C, que foi corada com auramina-rodamina e examinada ao microscopio. Observe a fluorescencia 
amarelo-brilhante dos bacilos muito curtos e ligeiramente curvos. 

B. Esta fotografia e de um esfregapo preparado com material retirado de um tuberculoma necrotico do pulmao 
corado com corante alcool-acido de Kinyoun. Examinada ao microscopio, revela bacilos alcool- 
acidorresistentes corados em vermelho, relativamente curtos, fmos, pontilhados e ligeiramente curvos. 

C. Microcolonia isolada na superficie do agar Middlebrook 7H10 examinada ao microscopio sob pequeno 
aumento. Observe que as celulas bacterianas estao dispostas em um padrao serpiginoso ondulado. Isso indica 
a produpao do fator corda, conforme esta ilustrado na colorapao alcool-acida ilustrada na Prancha 19.1 I. 

D. Teste de acumulapao de niacina. Os tubos contem uma tira de papel-filtro impregnada com brometo de 

cianogenio. O llquido do tubo a direita foi extraido da superficie do meio de cultura de Lowenstein-Jensen 
depois da formapao de colonias de uma especie de Mycobacterium desconhecida e pode ser comparado com 
um tubo negativo com agua a esquerda. A formapao de uma colorapao amarelada na fita e no liquido 
subjacente indica a presenpa de niacina. M. tuberculosis tern a propriedade singular de acumular niacina 
quando as colonias sao cultivadas no meio de Lowenstein-Jensen, uma caracteristica tambem presente nas 
especies encontradas menos comumente, inclusive M. simiae e algumas cepas de M. marinum. 

E. Tubos ilustrando o teste de redupao de nitrato. O tubo da direita foi inoculado com uma especie de 

Mycobacterium desconhecida, que entao foi comparada com um tubo de controle nao inoculado (a esquerda). 
A formapao de uma colorapao avermelhada depois do acrescimo dos reagentes sulfonamida e a- 
naftiletilenodiamina indicou a presenpa de nitratos e resultado positivo do teste. M. tuberculosis e um redutor 
potente de nitratos. 

F. Uma placa de quadrante contendo agar Middlebrook 7H10, ao qual se acrescentou hidrazida do acido tiofeno- 
2-carboxilico (T2H). Os tres quadrantes nos quais se observou crescimento representavam cepas diferentes de 
M. tuberculosis (i.e., resistentes ao T2H); o quadrante sem crescimento foi inoculado com uma cepa de M. 
bovis. A capacidade de crescer ou nao em um meio contendo T2H e util a diferenciapao entre M. tuberculosis 
e M. bovis, respectivamente. 

G. Um fiasco com meio de Lowenstein-Jensen, no qual cresceram colonias de M. tuberculosis depois de 22 dias 
de incubapao a 35°C em uma incubadora com C0 2 a 10%. As colonias ilustradas nesta fotografia tinham 
consistencia nitidamente rugosa. Embora tenha sido demonstrado que a cepa isolada era de M. tuberculosis, 
isso nao deve ser considerado comum, porque ela tinha pigmentapao mais amarelada que as colonias de cor 
caramelo observadas frequentemente (painel H). 

H. Colonias tipicas de uma subcultura de M. tuberculosis isolada no agar Middlebrook 7H10 depois de 25 dias 
de incubapao a 35°C em uma incubadora com C0 2 a 10%. As colonias tinham aspecto rugoso e cor caramelo- 
clara, que sao tipicas desta especie. 

Esta fotomicrografia e de uma preparapao corada com corante alcool-acido de Kinyoun, que foi obtida de um 
fiasco de hemocultura em caldo da BACTEC® 12A depois de 10 dias de incubapao a 35°C. A imagem 
mostra numerosos bacilos alcool-acidorresistentes dispostos em paralelas. Quando o exame detecta um 
agregado de celulas bacterianas nos esfregapos preparados a partir de uma cultura em caldo, como o que esta 
ilustrado aqui, a cepa provavelmente e de M. tuberculosis, porque este fenomeno e atribuido a produpao do 
fator corda, que e considerado um fator de virulencia. 

J. Esta fotomicrografia e de uma preparapao corada por Gram de um esfregapo de liquido pleural obtido de um 
paciente com AIDS, que desenvolveu um empiema. Observe os bacilos ligeiramente gram-positivos e 
relativamente longos, delgados com pontilhados delicados. 









































PRANCHA 19.2 

Identificagao laboratorial de outras especies de Mycobacterium exceto M. tuberculosis 

A. Fotografia das microcolonias de M. avium cultivadas no agar Middlebrook 7H10 depois de 6 dias de 
incubagao a 35°C com C0 2 a 10%. Quando examinadas ao microscopio, microcolonias planas, fmas e 
transparentes com elevagao umbonada central mais escura (sugerindo um ovo frito) foram observadas. Essa 
morfologia e tipica das cepas lisas de M. avium, que sao isoladas comumente dos pacientes com AIDS. A 
observagao desse tipo de microcolonia pode ser util para orientar o examinador a utilizar uma sonda de acido 
nucleico para o complexo M. avium/M. intracellulare para a confirmagao rapida da cultura de uma cepa 
desconhecida. 

B. Fotomicrografia ampliada de uma microcolonia isolada do complexo M. avium/M. intracellulare, ilustrando 
tambem a colonia fina e transparente descrita na Prancha 19.2 A. As extensoes perifericas rizoides ilustradas 
nesta imagem sao encontradas comumente e constituem um indicio adicional para a identificagao presuntiva 
dos microrganismos do complexo M. avium/M. intracellulare. 

C. Duas placas com agar Middlebrook 7H10, cada uma inoculada com a mesma subcultura de M. kansasii. A 
placa da esquerda foi exposta a luz, enquanto a da direita foi mantida no escuro ate pouco antes de tirar a 
fotografia. O pigmento amarelo das colonias da placa exposta a luz e tipico de um fotocromogeno. 

D. Duas placas com agar Middlebrook 7H10, cada qual inoculada com a mesma subcultura de M. scrofulaceum. 
A placa da esquerda foi exposta a luz, enquanto a da direita foi mantida no escuro ate pouco antes de tirar a 
fotografia. O pigmento amarelo das colonias da placa exposta e da que nao foi exposta e tipico de um 
escotocromogeno. 

E. Placa com agar Middlebrook 7H10 inoculada anteriormente com uma cepa de M. gordonae. Esse 
microrganismo e escotocromogeno e, nos casos tipicos, produz pigmento amarelo-escuro, conforme esta 
ilustrado nesta imagem. 

F. Diversos tubos contendo concentragoes variadas de nitrato de sodio tamponado inoculados com diversas 
cepas de especies de Mycobacterium para ilustrar as reagoes de 1+ (segundo tubo da esquerda para a direita) a 
4+ (ultimo tubo da direita). A cor vermelha aparece depois do acrescimo dos reagentes sulfanilamida e N- 
naftiletilenodiamina; a intensidade da cor reflete a concentragao dos nitritos produzidos. O teste quantitative 
de redugao do nitrato pode ajudar a diferenciar entre as cepas de M. tuberculosis (positivo 4+) e M. bovis 
(positivo 1+), assim como entre as cepas de M. kansasii (positivo 4+) e outras especies fotocromogenas 
(negativo a positivo 1+). 

G. Dois tubos contendo reagente Tween 80. O tubo da esquerda foi inoculado com uma cepa de controle 
negativo, enquanto o tubo da direita, com uma subcultura de M. kansasii. O aparecimento da cor vermelha 
(tubo da direita) depois da incubagao por 3 a 10 dias e um teste positivo, que indica a capacidade que a cepa 
testada tern de hidrolisar Tween 80. Nesse ensaio, a alteragao de cor do amarelo ao vermelho nao se deve a 
mudanga de pH; em vez disto, ela resulta de uma alteragao da densidade optica a medida que sao produzidos 
acido oleico e sorbitol polioxietilado como subprodutos da hidrolise do Tween 80. 

H. Dois tubos com fundos de Lowenstein-Jensen inoculados previamente com um controle catalase-negativo 
(tubo da esquerda) e uma subcultura de M. kansasii (tubo da direita). Observe a coluna alta de bolhas 
formadas no tubo da direita depois do acrescimo do peroxido de hidrogenio a superficie do agar. Uma coluna 
com mais de 45 mm de altura indica teste positivo e atividade intensa de catalase. 

I. Teste de catalase positivo. Pouco depois da obtengao da fotomicrografia, algumas gotas de peroxido de 
hidrogenio foram pingadas nas colonias fotocromogenas isoladas de M. kansasii. A formagao rapida de 
bolhas, conforme esta ilustrado aqui, indica um teste positivo e atividade de catalase intensa. 

J. Dois tubos com base de caldo de Dubos. O tubo da direita contem o reagente dissulfato de fenolftaleina 
tripotassico (reagente arilsulfatase), em comparagao com um tubo de controle negativo a esquerda sem 
qualquer reagente. Os dois tubos foram inoculados previamente com uma subcultura de M. fortuitum. O 


aparecimento de cor rosa depois do acrescimo do reagente carbonato de calcio ao tubo da direita indicou um 
teste positivo e atividade de arilsulfatase da cepa testada. 

K. Dois tubos com ureia inoculados previamente com um controle negativo (tubo da esquerda) e uma subcultura 
de M. gordonae (a direita). As cepas micobacterianas que tem atividade de urease tomam o caldo rosado 
dentro de algumas horas (reagao positiva forte) a alguns dias, em consequencia da liberagao de amonia e da 
alcalinizagao do meio. A avaliagao da atividade de urease pode ajudar a diferenciar M. gordonae (reagao 
positiva forte) das outras cepas escotocromogenas e entre o complexo M. fortuitum/M. chelonae e outras 
micobacterias de crescimento rapido. 

L. Dois tubos com base de caldo de Dubos. O tubo da esquerda continha pirazinamida, enquanto o tubo da 
direita era um controle negativo sem qualquer reagente. Os dois tubos foram inoculados previamente com 
uma subcultura de uma cepa de M. avium. O aparecimento de uma faixa vermelho-rosada na camada do 
reagente proximo da superficie do agar do tubo da esquerda, depois do acrescimo do reagente sulfato de 
amonio, indicou um teste positivo e capacidade dessa cepa de desaminar pirazinamida. 

M. Fotomicrografia de um esfregago alcool-acido preparado a partir de uma subcultura de M. kansasii. As celulas 
bacterianas de M. kansasii sao descritas como retangulares, retas e listradas, como se pode observar 
razoavelmente nesta imagem. Em razao da variagao entre as cepas e entre outras especies, a identificagao 
presuntiva das especies de Mycobacterium com base na morfologia a coloragao alcool-acido nao e 
recomendada; contudo, aos olhos de um micobacteriologista experiente, a formagao de faixas ou listras e o 
melhor indicio dessa especie em particular. 

N. Placa com agar Middlebrook 7H10 inoculado previamente com uma subcultura de uma cepa classica de M. 
avium. Na classificagao de Runyon, as cepas classicas dessa micobacteria estavam incluidas originalmente no 
grupo III de nao fotocromogenos. Observe que as colonias ilustradas nesta imagem eram relativamente 
pequenas, lisas e branco-acinzentadas, sem evidencia de pigmentagao. 

O. Placa com agar Middlebrook 7H10 inoculado previamente com uma cepa do complexo M. avium!M. 
intracellulare (MAI) isolado de um paciente com AIDS. Algumas das cepas de MAI isoladas dos pacientes 
aideticos tem essa pigmentagao amarela tipica. As colonias com formato tipico de rosea constituem uma 
morfologia bem descrita, mas nao ocorrem com todas as cepas. 

P. Fotomicrografia de pequeno aumento de uma biopsia hepatica de um paciente com AIDS, que tambem estava 
infectado por um membro do complexo M. avium/M. intracellulare. Observe os grumos intracelulares 
compactos de bacilos alcool-acidorresistentes curtos na regiao central da fotografia. 

Q. Placa com agar Middlebrook 7H10 inoculado 3 dias antes com uma cepa de M. fortuitum e incubado a 35°C 
com C0 2 a 10%. As colonias tinham em media 1 a 2 mm de diametro e eram continuas, lisas, umidas e sem 
pigmentagao. O Mycobacterium fortuitum e uma das micobacterias de crescimento rapido, que foram 
classificadas por Runyon no grupo IV. 

R. Placa com agar MacConkey modificado (sem violeta cristal) demonstrando colonias de M. fortuitum. As 
cepas de M. fortuitum-chelonae tem a propriedade singular de crescer no meio de MacConkey modificado. As 
colonias medem 2 mm de diametro em media e sao continuas e lisas com tonalidade amarelo-rosada devido 
ao pigmento derivado do agar. 

S. Placa com SBA a 5% demonstrando crescimento de M. fortuitum. As micobacterias de crescimento rapido 
como essa crescem no SBA a 5% dentro de 48 a 72 horas e podem ser confundidas com outros bacilos gram- 
positivos,-se nao for realizada uma coloragao alcool-acido parcial. 

T. Fotomicrografia da coloragao por Gram de um esfregago preparado a partir de uma colonia isolada 
demonstrada na Prancha 19.2 S. As celulas bacterianas pareciam cocobacilos curtos, delgados, quase 
filamentosos, com reagao gram-positiva fraca. Os microscopistas devem ficar atentos a essas caracteristicas 
microscopicas e nao estabelecer a identificagao presuntiva equivocada de uma especie de Actinomyces ou 
Corvnebacterium. A coloragao alcool-acida de outro esfregago ajuda a realizar a identificagao correta. 



















































PRANCHA 19.3 

Manifesta^oes clfnicas de algumas micobacterioses 


A. Radiografia do torax de um paciente com tuberculose pulmonar. Observe a area extensiva de infiltrado denso 
no lobo superior direito. 

B. Lesao nodular solitaria com bordas bem-defmidas no segmento superior do lobo inferior esquerdo do pulmao. 
As lesoes circulares causadas por coccidioidomicose, histoplasmose e criptococose pulmonares devem ser 
incluidas no diagnostico diferencial desta imagem radiografica, alem de neoplasias malignas. Os exames 
demonstraram que essa lesao era um tuberculoma. 

C. Lobo pulmonar removido cirurgicamente ilustrando ao centro um nodulo branco bem delimitado e 
aparentemente de consistencia firme com 2,5 cm de diametro. O exame histopatologico mostrou que era um 
tuberculoma semelhante ao que tinha sido retirado do paciente, cuja radiografia do torax esta ilustrada na 
Prancha 19.3 B. 

D. Esta fotomicrografia de um corte histologico corado com hematoxilina-eosina retirado de um tuberculoma 
ilustra graus variados de fibrose circundante e infiltrados celulares formados de linfocitos e macrofagos, 
alguns destes liltimos formando celulas gigantes de Langhans tipicas. 

E. Base do cerebro de um paciente que morreu em consequencia de meningite tuberculosa. A piaaracnoide que 
recobria a base do cerebro, principalmente na area do quiasma optico, parecia turva em consequencia da 
reaqao inflamatoria cronica. 

F. Paciente com tuberculose cutanea do quinto dedo da mao. A lesao ilustrada nesta fotografia parecia ser 
inflamatoria em atividade. A radiografia demonstrou acometimento dos ossos e das articulaqoes das falanges 
media e distal. No passado, as lesoes digitais semelbantes as que sao demonstradas nesta imagem eram 
comuns entre os pacientes que ordenhavam vacas. 

G. A regiao cervical posterior dessa paciente apresentava um linfonodo retroauricular hipertrofiado com trajetos 
fistulares cicatrizados ao longo do trajeto de drenagem linfatica. Esse e um quadro classico de “escrofula” ou 
linfadenite micobacteriana que, nos casos tipicos, era causada por M. scrofulaceum e outras micobacterias 
exceto M. tuberculosis, inclusive M. avium. A via de infecqao e oral e a doenqa comumente afeta duas faixas 
etarias durante os periodos de erupqao dentaria - crianqas de 3 a 7 anos (quando irrompem os dentes 
permanentes) e no final da adolescencia (quando nascem os molares). Nas regioes com prevalencia alta de 
tuberculose, o agente etiologico da linfadenite micobacteriana e M. tuberculosis. 

H. Regiao cervical anterior ilustrando varios trajetos fistulares cicatrizados nesse paciente com linfadenite 
tuberculosa cronica. 

I. Fotomicrografia de pequeno aumento de um corte histologico de intestino delgado corado com um corante 
alcool-acido a base de carbolfucsina. O pontilhado roseo observado na submucosa representava agregados 
densos de bacilos alcool-acidorresistentes de um paciente com AIDS e infecqao intestinal causada pelo 
complexo M. avium/M. intracellulare. 

J. Fotomicrografia de grande aumento da area ilustrada na Prancha 19.3 I, demonstrando mais claramente esses 
agregados intracelulares densos de bacilos alcool-acidorresistentes. 















PRANCHA 20.1 

Diagnostico laboratorial das doengas causadas por espiroquetas 

A. Treponema pallidum. Esta fotomicrografia ilustra a Colorado de Warthin-Starry de um corte histopatologico 
da placenta de uma paciente com slfilis congenita. As espirais firmemente retorcidas dos espiroquetas 
estavam nitidamente visiveis (ampliagao original: l.OOOx). 

B. Treponema pallidum. Esse controle do teste de FTA-ABS demonstrou coloragao 4+ dos espiroquetas. O 
formato helicoidal era evidente e as espirais firmemente retorcidas podiam ser demonstradas em algumas 
celulas bacterianas. Esta fotomicrografia e uma preparagao de imunofluorescencia indireta de T. pallidum 
usando globulina anti-humana conjugada com fluoresceina (ampliagao original: 600 x ). (Cortesia de Burton 
Wilcke, PhD, e Mary Celotti, Vermont Department of Public Health, Burlington, VT.) 

C. Esfregago de sangue periferico corado por Wright de um paciente com infecgao por Borrelia. As espirais 
frouxas das especies de Borrelia eram evidentes, mas esta estrutura fma pode facilmente passar despercebida. 
Esses espiroquetas podem ser detectados durante o exame de esfregagos para diagnosticar malaria ou com 
base na morfologia celular, mesmo que o medico nao suspeite deste diagnostico (ampliagao original: l.OOOx). 
(Cortesia do Dr. Thomas Fritsche, PhD.) 

D. A coloragao por laranja de acridina do sangue periferico demonstrou claramente uma especie de Borrelia. 
Quando esse diagnostico e considerado, pode-se utilizar essa tecnica, que pode ser mais sensivel que a 
coloragao por Giemsa ou Wright (ampliagao original: l.OOOx). (Cortesia do Dr. Brian Lauer.) 

E. Carrapatos Ixodes scapularis (dammini). Esses carrapatos rigidos de dorso escuro, tambem conhecidos como 
carrapatos de patas negras ou carrapatos dos cervos, tern um escudo dorsal que cobre todo o dorso do macho 
(M), mas apenas uma parte do dorso da femea (F), da ninfa (N) e da larva (L). Esse e o vetor principal de 
Borrelia burgdorferi (agente etiologico da doenga de Lyme) no leste dos EUA. Ixodes pacificus - vetor na 
regiao do Pacifico - tern aspecto muito semelhante. Os vetores principais sao as ninfas e as femeas adultas. 
Os machos adultos picam apenas raramente e o estagio larvario geralmente nao esta infectado quando eles 
picam seres humanos. As ninfas dos carrapatos sao especialmente problematicas, em razao de seu tamanho 
diminuto, que dificulta a detecgao de sua presenga. 

F. Borrelia burgdorferi em um granulo de cultura corado por um anticorpo monoclonal contra a proteina OspA 
conjugada com estreptavidina-fosfatase alcalina. Esta imagem demonstra o polimorfismo tipico de B. 
burgdorferi. (Cortesia do Dr. Paul Duray.) 

G. Corte histologico do rim de um cao corado pelo metodo de impregnagao com prata (Warthin-Starry) 
demonstrando varios tubulos renais em corte longitudinal. Mesmo sob pequeno aumento, as massas de 
Leptospira eram evidentes na forma de escurecimento do epitelio tubular. E evidente que essa area 
privilegiada, na qual as leptospiras ficam protegidas das defesas do hospedeiro, pode servir como fonte 
abundante de disseminagao da infecgao, porque a urina contaminada por leptospiras e eliminada no solo 
(ampliagao original: l.OOOx). (Cortesia de David Miller, DVM, MS.) 

H. Tubos com meio semissolido de polissorbato 80 e albumina bovina (PSO-BA). A esquerda esta um tubo que 
nao foi inoculado. O tubo da direita foi inoculado com Leptospira interrogans. O crescimento abaixo da 
superflcie do meio de cultura semissolido e tipico das leptospiras como L. interrogans sorovar. pomona. O 
crescimento e evidenciado por uma faixa horizontal branco-acinzentada, localizada cerca de 1 cm abaixo da 
superficie do meio, depois da incubagao por 2 a 6 semanas a temperatura ambiente. A faixa toma-se mais 
densa a medida que a incubagao e prolongada, mas pode ser muito fma com as cepas exigentes, inclusive L. 
interrogans sorovar. hardjo. (Cortesia de David Miller, DVM, MS.) 
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PRANCHA 21.1 

Morfologia das colonias dos zigomicetos e de algumas especies de Aspergillus 

Os membros da classe Zygomicetes e algumas especies de Aspergillus sao isolados comumente nos laboratories 
clmicos como agentes etiologicos de infeegoes oportunistas. Esses fiingos crescem rapidamente em cultura, 
especialmente as especies de Zygomicetes, que podem encher uma placa de cultura dentro de 48 horas. Entre os 
aspergilos, A. fiumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreus sao isolados mais comumente dos especimes obtidos dos 
pacientes com aspergilose. Quando sao isoladas outras especies, elas geralmente nao sao identificadas no nivel das 
especies. A. nidulans e A. glaucus sao duas especies isoladas comumente, que frequentemente produzem 
cleistotecios, ou seja, estruturas reprodutivas sexuadas contendo ascosporos. 

A. Placa com agar de Sabouraud dextrose inoculada com uma especie de Zygomicetes. Observe que toda a placa 
estava preenchida por um micelio superficial lanuginoso branco-acinzentado. 

B. Visao ampliada de uma especie de Zygomicetes depois de 96 horas de incubagao. A medida que a colonia 
desse fungo amadurece, ela adquire coloragao marrom-acinzentada, geralmente com pontilhados negros 
semelhantes a pimenta, indicando a formagao de esporangios. 

C. Superficie de uma colonia de Aspergillus fiumigatus depois da incubagao por 5 dias no agar de Sabouraud 
dextrose. Em geral, as colonias maduras de A. fiumigatus sao pulverulentas ou granulosas e mostram alguma 
tonalidade azul-esverdeada causada pela produgao de conidios pigmentados. A borda de crescimento 
geralmente-se assemelha a um “avental” branco, conforme esta ilustrado nesta imagem, que representa a zona 
de crescimento externa dos micelios novos. 

D. Superficie de uma colonia de Aspergillus flavus isolada no agar de Sabouraud dextrose. A textura das colonias 
maduras geralmente e granulosa em razao da produgao de conidios e, como o nome da especie sugere, 
geralmente ha alguma tonalidade de amarelo, que se toma misturada com verde-escuro a medida que a 
colonia envelhece. 

E. Superficie de uma colonia de Aspergillus niger depois de 4 dias de incubagao no agar de Sabouraud dextrose. 
A superficie densamente pontilhada e muito escura e tipica. A pigmentagao superficial negra do A. niger pode 
ser diferenciada da superficie pigmentada de um dos fiingos demacios pelo exame da superficie interna. O 
inverso da placa com A. niger e cinza-claro ou de cor caramelo, porque a pigmentagao e causada pelos 
conidios superficiais; por outro lado, o inverso dos fiingos demacios e preto-azeviche, porque as hifas 
vegetativas contem pigmento. 

F. Superficie de uma colonia de Aspergillus terreus depois de 6 dias de incubagao no agar de Sabouraud 
dextrose. Nos casos tipicos, A. terreus tem superficie granulosa e alguma tonalidade de pigmentagao amarela 
ou marrom, geralmente descrita como cor de canela. As rugas que irradiam do centro sao comuns e as zonas 
concentricas de pigmentagao clara e escura, conforme-se pode observar nesta imagem, tambem sao 
frequentes. 

G. Superficie de uma cepa albina de Aspergillus nidulans. Embora a maioria das cepas tenha alguma 
pigmentagao clara, as cepas albinas da maioria das especies de Aspergillus podem ser encontradas 
ocasionalmente e devem ser consideradas na identificagao diferencial. A superficie granulosa com rugas 
irradiadas tambem e comum. 

H. Superficie de uma colonia de Aspergillus glaucus. O aspecto verde e amarelo variegado demonstrado nesta 
imagem nao e especifico, mas outras especies de Aspergillus podem ter aspecto semelhante. O exame 
microscopico e necessario a identificagao da especie. 















PRANCHA 21.2 

Morfologia das colonias de outros fungos hialinos encontrados comumente 

As colonias dos fungos hialinos tem aspectos variados. A maioria produz pigmentagao pastel claro ou mais escuro, 

comumente com combi nagoes de tonalidades verde, amarelo, laranja e marrom. A textura das colonias pode ser lisa 

(glabra), granulosa, cotonosa ou lanuginosa, dependendo de sua maturidade e do grau de esporulagao. Os exames 

microscopicos precisam ser realizados para confirmar a identificagao do genero e da especie. 

A. Superficie da colonia de uma especie de Penicillium depois de 5 dias de incubagao no agar de Sabouraud 
dextrose, ilustrando a cor verde tlpica, a superficie granulosa, as rugas radiais e o “avental” branco na 
periferia. A maioria das cepas das especies de Penicillium demonstra alguma tonalidade de verde; as cores das 
colonias, assim como seu aspecto microscopico, ajudam a diferenciar entre as especies de Penicillium e 
Paecilomyces. 

B. Superficie da colonia de Penicillium marneffei (um fiingo dimorfico) depois de 4 dias de incubagao no agar de 
Sabouraud dextrose, ilustrando a pigmentagao vermelha tipica de uma parte da colonia. Observe que a 
pigmentagao difiindiu-se para dentro do agar, que tem coloragao de vermelho vinho do Porto claro. A 
superficie tende a ser granulosa a felpuda, dependendo do grau de esporulagao; observe o “avental’ branco 
tipico na borda da zona de crescimento recente. 

C. Superficie de uma colonia de Paecilomyces variotii. As colonias das especies de Paecilomyces geralmente sao 
granulosas e comumente tem pigmentagao marrom-amarelada, como se pode observar nesta imagem. 

D. Superficie de uma colonia de Scopulariopsis brevicaulis depois de 5 dias de crescimento no agar de 
Sabouraud dextrose. A pigmentagao amarela tipica, a textura granulosa e as rugas irradiadas ilustradas nesta 
imagem sao caracteristicas. 

E. Superficie da colonia de uma especie de Acremonium depois de 5 dias de incubagao no agar de Sabouraud 
dextrose. Como se pode observar nesta imagem, as colonias dessa especie podem ter aspecto liso, quase igual 
ao das leveduras, em sua fase de crescimento inicial. Mais tarde, as colonias tomam-se mais semelhantes aos 
bolores, com produgao de hifas e corpos frutificantes delicados. As tonalidades observadas podem ser 
amarelo-pastel claro, verde-claro e vermelhopessego. 

F. Superficie de uma colonia tipica de uma especie de Fusarium depois de 6 dias de incubagao no agar de 
Sabouraud dextrose. As especies de Fusarium podem ser consideradas quando se observa uma colonia 
granulosa ou felpuda de crescimento rapido com pigmentagao vermelho-rosado, cor de lavanda ou roxo. 

G. Superficie de uma colonia felpuda de cor “cinza rato-domestico” tipica de um membro do complexo 
Pseudallescheria boydii depois de 5 dias de incubagao no agar de Sabouraud dextrose. Uma colonia com 
crescimento rapido com coloragao “cinza cor de rato”, conforme ilustrado nesta imagem, sempre sugere esse 
fiingo. Essa pigmentagao singular e causada pelos conidios de coloragao escura. 

H. Colonia de uma especie de Gliocladium depois de 5 dias de crescimento no agar de Sabouraud dextrose. O 
pigmento verde, a extensao da colonia de uma borda a outra sem margem de crescimento bem defmida e a 
textura granulosa ( i.e ., o chamado “gramado verde”) sao aspectos singulares das especies de Gliocladium e 
Trichoderma. Esta ultima pode com frequencia apresentar pigmentagao amarela, em vez de verde. 



















PRANCHA 21.3 

Morfologia das colonias de fungos demacios encontrados comumente 

Os fungos demacios (escuros) caracterizam-se pela formaqao de colonias verde-escuras, marrons ou pretas com 
pigmentaqao negra na superficie invertida. A maioria das especies ambientais cresce rapidamente e forma colonias 
maduras dentro de 5 dias. As especies de crescimento mais lento, que algumas vezes requerem 2 semanas ou mais 
ate que sejam observadas colonias maduras, sao isoladas comumente dos especimes clinicos dos pacientes com feo- 
hifomicose, micetomas ou cromomicose. A seguir, ilustramos algumas fotografias de colonias representativas de 
determinados fungos demacios cultivados no agar de Sabouraud dextrose. 

A. Superficie felpuda cinza-escura da coldnia de uma especie de Alternaria depois de 6 dias de incubaqao. O 
aspecto ilustrado nesta imagem e tipico, mas nao patognomonico de uma especie de Alternaria, mas tambem 
pode ser observado com outras especies de fungos demacios ambientais. 

B. Superficie invertida de um fungo demacio ilustrando o aspecto escuro causado pela pigmentaqao marrom- 
escura das hifas vegetativas. 

C. Visao da superficie da subcultura de uma especie de Ulocladium, ilustrando uma colonia lanuginosa com 
pigmentaqao marrom a negra. Embora sejam observados comumente com algumas cepas de fungos demacios, 
esses aneis concentricos mais claros e mais escuros demonstrados nesta imagem nao sao patognomonicos de 
qualquer especie. 

D. Visao da superficie de uma colonia de Phialophora verrucosum depois de 14 dias de incubaqao. Essa cepa 
especifica tinha tonalidade cinza-escura e texture semelhante a pelos. O exame microscopico e necessario 
porque outras especies de crescimento lento podem formar colonias com aspecto semelhante. 

E. Visao da superficie de uma colonia de Fonsecae pedrosoi depois de 16 dias de incubaqao. A colonia era muito 
pequena (tipica dessa especie) e sua pigmentaqao marrom-escura caracteristica era evidente. Essa cepa tinha 
consistencia mais plana, quase semelhante ao veludo ou a camurqa. 

F. Visao da superficie da colonia de uma cepa ambiental de crescimento mais rapido (5 dias) de uma especie de 
Cladosporium, ilustrando a superficie acamurqada verde-escura interrompida por rugas irregulares. As cepas 
ambientais da especie de Cladosporium podem ter coloraqao verde-escura, como se pode observar nesta 
imagem, ou podem ser cinzentas, marrom-acinzentadas ou castanho-escuras, simulando outros fungos 
demacios. 

G. Visao da superficie de outra variante de uma especie de Cladosporium ambiental demonstrando uma colonia 
cinza-escura com consistencia coriacea. A texture da colonia entre os fungos demacios pode ser lanuginosa, 
felpuda ou semelhante a pelos, acamurqada ou coriacea. 

H. Aspecto da superficie leveduriforme plana e lisa de Aureobasidium pullulans depois de 6 dias de incubaqao. 
Aureobasidium pullulans e o fungo morfologicamente semelhante Hormonema dematioides devem ser 
considerados quando a culture isola colonias castanho-esbranquiqadas leveduriformes, que escurecem e 
transformam-se em fungos demacios a medida que amadurecem. Quando a colonia leveduriforme e marrom a 
preta desde o isolamento inicial, deve-se considerar uma especie de Exophiala. 
































PRANCHA 21.4 

Morfologia das colonias de dermatofitos 

As colonias representativas dos fungos dermatofitos nos meios de cultura nao sao caracteristicas. Ha tanta variagao 
significativa das cepas e tantas diferengas de aspecto na mesma cepa, dependendo do tipo de meio de cultura 
utilizado e das condigoes ambientais durante a incubagao, que a morfologia das colonias nao e um criterio confiavel 
para a identificagao presuntiva no nlvel de especies na maioria dos casos. Os exames microscopicos quase sempre 
sao necessarios para chegar a uma identificagao definitiva. A seguir, ilustramos fotografias das colonias de alguns 
dermatofitos cultivados no agar de Sabouraud dextrose a 30°C, que foram selecionadas de forma a demonstrar 
certas caracteristicas que podem fomecer indicios a identificagao presuntiva. 

A. Colonia de Microsporum cams depois de 5 dias de incubagao. As colonias tendem a ser felpudas ou, as vezes, 
granulosas quando a conidiagao e profiisa. O “avental” amarelo-limao ilustrado nesta imagem, na qual o 
pigmento tambem se estendia ate a superficie invertida, e um indicio sugestivo dessa especie. 

B. Superficie de uma colonia pulverulenta amarelo-desbotada de Microsporum gypseum depois de 6 dias de 
incubagao. M. gypseum tende a esporular macigamente; por esta razao, este fungo tern mais tendencia a 
formar colonias granulosas que M. canis. 

C. Superficie de uma variante branca e lisa de Trichophyton mentagrophvtes, sem qualquer evidencia de 
pigmentagao do agar subjacente. A colonia ilustrada nesta imagem nao era patognomonica e o exame 
microscopico e necessario para chegar a identificagao definitiva. 

D. Superficie de uma variante felpuda de Trichophyton mentagrophytes demonstrando pigmentagao avermelhada 
do agar subjacente. A pigmentagao cor vermelho vinho do Porto e uma das caracteristicas sugestivas de T. 
rubrum; contudo, algumas cepas de T. mentagrophytes tambem produzem pigmentagao avermelhada quando 
crescem no agar de Sabouraud dextrose. Contudo, a pigmentagao dessas cepas nunca e tao intensa quanto a de 
T. rubrum, quando as colonias sao cultivadas no agar fuba ou batata-dextrose. 

E. Superficie invertida de uma colonia de Trichophyton rubrum cultivada em agar batata-dextrose. A 
pigmentagao vermelha vinho do Porto escura e tipica dessa especie e e especialmente intensa quando a 
colonia e cultivada no agar fuba ou batata-dextrose. 

F. Crescimento comparative de T. mentagrophytes (abaixo ) e T. rubrum ( acima ) no agar fuba, ilustrando a 
diferenga tipica de pigmentagao entre as duas especies. 

G. Superficie de uma colonia pequena de Trichophyton tonsurans depois de 14 dias de incubagao. T. tonsurans 
cresce mais lentamente no agar de Sabouraud dextrose. A maioria das cepas produz alguma tonalidade de 
pigmento marrom-amarelado. A superficie tende a ser granulosa e as rugas radiais sao encontradas 
comumente. 

H. Superficie de uma colonia de Epidermophyton floccosum depois de 6 dias de incubagao. Essa colonia parecia 
ser mais felpuda que granulosa e tinha pigmentagao amarelo-desbotada. As colonias classicas de E. floccosum 
sao descritas como verde-caqui. A textura da colonia tende a ser mais felpuda que granulosa, porque esse 
genero nao produz microconidios. 

































PRANCHA 21.5 

Morfologia das colonias de fungos dimorficos 

Os fungos dimorficos sao assim chamados porque crescem na forma de bolor a 25° a 30°C (i.e., temperatura 
ambiente) e na forma de levedura ou celulas leveduriformes dentro do corpo humano e, com excegao das especies 
de Coccidioides, a 37°C. Esses fungos sao patogenicos aos seres humanos e causam micoses profundas. Embora a 
identificagao definitiva das especies dependa do exame microscopico, a confirmagao de que determinada especie 
pertence ao grupo dimorfico esta baseada nos testes moleculares confirmatorios ou na demonstragao das formas de 
bolores e leveduras nas cepas isoladas no laboratorio. A forma de bolor pode ser convertida em leveduras pela 
incubagao das subculturas em meios enriquecidos a 37°C e pelo exame microscopico demonstrando formas 
levedurais tipicas da especie. As especies de Coccidioides sao excegoes porque nao sao termicamente dimorficas. 
No passado, a tecnica do exoantigeno era usada para confirmar mais rapidamente a identificagao de um fungo 
dimorfico, mas foi praticamente substituida pelos ensaios com sondas de acido nucleico disponiveis no mercado. 

A. Superficie da colonia de um fungo filamentoso dimorfico, ilustrando indicios da forma de levedura residual 
ao centra, que ainda nao havia sido convertida a forma de bolor, que aparece na periferia. Essa colonia foi 
incubada por 14 dias a 30°C. Quando se observa essa mistura de textura de bolor e levedura, pode-se suspeitar 
de um fungo dimorfico, principalmente se a colonia tiver crescimento relativamente lento e as colonias 
tiverem consistencia mais felpuda ou semelhante as teias de aranha. 

B. Colonias de Blastomyces dermatitidis cultivadas no SBA a 5% depois de 5 dias de incubagao. Observe o 
aspecto semelhante a teias de aranha dessas colonias, um indicio de que o fungo isolado possa ser dimorfico. 
Todos os bolores devem ser manuseados dentro de cabines de seguranga biologica apropriadas para evitar 
infecgoes adquiridas no laboratorio. 

C. Aspecto das colonias de Blastomyces dermatitidis incubado a 37°C durante a conversao de bolor para 
levedura. Essa imagem demonstra uma forma intermediaria de colonias entre bolor e levedura, tambem 
conhecida como “estagio espinhoso”. Observe as espiculas muito grosseiras formadas por essas colonias 
brancas. Uma preparagao microscopica demonstraria uma mistura de hifas, leveduras em germinagao e 
formas intermediarias entre as duas. 

D. Colonias de Histoplasma capsulation no agar BE1I depois de 25 dias de incubagao a 30°C. As colonias 
pareciam brancas com consistencia semelhante as teias de aranha. Essas colonias nao sao tipicas e poderiam 
representar varios fungos filamentosos. O exame microscopico e necessario para estabelecer a identificagao. 

E. Superficie de uma placa com SBA a 5% incubada a 37°C, na qual cresceram pequenas colonias de leveduras 
amarelas de Histoplasma capsulatum depois da conversao bem-sucedida da forma de bolor. As leveduras 
eram semelhantes as outras leveduras verdadeiras, com excegao de que o crescimento era muito lento e as 
colonias eram muito pequenas. 

F. Superficie das colonias de Coccidioides immitis cultivadas em SBA a 5% depois de 7 dias de incubagao. As 
colonias eram branco-acinzentadas e tinham textura delicada semelhante a pelos. As colonias de C. immitis 
cultivadas no agar-sangue comumente tern coloragao vermelha atribuida a lixiviagao da hemoglobina do meio 
de cultura (nao ilustrada aqui). 

G. Superficie de uma colonia marrom-acinzentada lisa de Sporothrix schenckii. Em geral, as colonias de S. 
schenckii parecem mais leveduriformes que filamentosas na fase inicial de isolamento, mesmo quando sao 
incubadas a 25° a 30°C; mais tarde, as colonias tomam-se mais filamentosas a medida que a incubagao e 
prolongada. Depois da incubagao longa, as colonias de S. schenckii tambem tendem a escurecer 
consideravelmente e algumas cepas adquirem coloragao preto-azeviche (ver Prancha 21.5 H). 

H. Tubos com agar BE1I contrastando as formas de leveduras (, acima ) e bolor ( abaixo ) de S. schenckii. A forma 
de bolor ocorre depois da incubagao prolongada, quando as colonias tendem a escurecer a medida que 
amadurecem, tomando-se nitidamente negras em alguns casos, como se pode observar nesta imagem. 















PRANCHA 21.6 

Morfologia das leveduras isoladas comumente 

A identificagao laboratorial das leveduras com importancia medica consiste na avaliagao visual das caracterlsticas 
das colonias e na interpretagao dos resultados dos testes complementares. Tradicionalmente, esses testes inclulam 
fermentagao e assimilagao de carboidratos, que ainda sao usados de acordo com a necessidade. Mais comumente, a 
tecnica time-of-flight por dessorgao/ionizagao a laser em matriz (MALDI-TOF; do ingles, matrix-assisted laser 
desorption/ionization time offlight) e, em alguns casos, os ensaios moleculares sao usados para identificar esses 
fungos. 

A. Superflcie de uma colonia branco-desbotada e lisa de leveduras obtidas de uma subcultura de Candida 
albicans depois de 3 dias de incubagao. A colonia ilustrada nesta imagem nao era patognomonica de C. 
albicans, mas pode ser encontrada com outras especies de Candida ou leveduras de outras especies. Exames 
adicionais sao necessarios quando se isola uma colonia leveduriforme, como a que esta ilustrada nesta 
imagem. 

B. Superflcie da placa com SBA a 5%, no qual cresceram colonias brancas de uma levedura. As extensoes 
pediformes originadas das margens das colonias sao produzidas caracteristicamente por C. albicans. 

C. Colonias de Cryptococcus neoformans no agar de Sabouraud dextrose depois de 4 dias de incubagao. A 
consistencia mucoide tipica das colonias sugere uma levedura produtora de capsula, ou seja, uma especie de 
Cryptococcus. Outros testes sao necessarios para identificar C. neoformans. 

D. Colonias de Cryptococcus neoformans cultivado em agar de sementes de niger (i.e., alpiste). As colonias 
pigmentadas escuras sao tipicas de C. neoformans. 

E. Colonias de Candida glabrata cultivadas no agar de Sabouraud dextrose depois de 3 dias de incubagao a 
30°C. C. glabrata deve ser considerada quando se formam pequenas colonias de leveduras mais translucidas, 
embora outros exames sejam necessarios para confirmar a identificagao. 

F. Colonias de uma especie de Rhodotorula, ilustrando a pigmentagao vermelho-alaranjado tipica deste genero. 
Outros testes sao necessarios para estabelecer a identificagao defmitiva da especie. 

G. Superflcie de uma placa com agar-sangue, na qual cresciam colonias de Malassezia furfur apenas na area em 
que o oleo de oliva foi esparramado. M. furfur e uma levedura lipofllica encontrada comumente na pele 
humana. Um meio rico em acidos graxos de cadeia longa, que pode ser conseguido com uma camada 
superficial de azeite de oliva (conforme ilustrado nesta imagem) ou Tween, e necessario para isolar essa 
levedura. A equipe do laboratorio deve ser avisada quando houver suspeita de infecgao por uma especie de 
Malassezia, de forma que possa ser preparada uma placa com camada de oleo. 

H. Fotomicrografia de um esfregago corado pela tecnica alcool-acida preparada de uma colonia isolada de 
Saccharomyces cerevisiae cultivada na superflcie do agar para ascosporos. As estruturas esfericas vermelbas 
(alcool-acidorresistentes) observadas nesta imagem eram ascosporos. Wickerhamomyces ( Hansenula ) 
anomalus tambem produz ascosporos alcool-acidorresistentes quando e cultivado no agar para ascosporos; 
contudo, seu contomo tern forma de capuz, em vez de ser esferico. 
























PRANCHA 22.1 

Artefatos | “Ninguem sabe dos destroys que eu vi ” 1 


A. Materia vegetal semelhante a um ovo de Ascaris lumbricoides descorticado. 

B. Fibra de musculo esqueletico de came vermelha ingerida simulando uma forma larvaria parasitaria. 

C. Fragmentos de po de talco, que comumente contamina os especimes obtidos quando se utilizam luvas de 
latex, simulando cistos de ameba. 

D. Cristais semelhantes a ovos de parasitas. 

E. Tiras de vegetal simulando larvas rabdiformes. 

F. Grao de polen equinulado simulando ovos de especie de Taenia. 

G. Grao de polen semelhante ao ovo de ancilostomo ( Strongyloides ) ou Ascaris descorticado. 

H. Pelo de pessego simulando larvas filariformes. 
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PRANCHA 22.2 

Ameba/flagelados intestinais 

A. Fotomicrografia de um esfregaqo fecal corado com tricromo. No centra do campo, ha um neutrofilo 
segmentado bilobado semelhante a um cisto de Entamoeba. Sempra e importante ter o cuidado de assegurar 
que os leucocitos polimorfonucleares dos especimes fecais nao sejam confundidos com cistos amebianos. 

B. Fotomicrografia de um esfregaqo fecal corado com ferro-hematoxilina, ilustrando um unico trofozolto de 
Entamoeba histolytica medindo 10 pm em seu maior diametro. Observe o nucleo esferico contendo um 
cariossomo minusculo e compacto localizado ao centra e ate a distribuiqao pontilhada da cromatina ao longo 
da membrana nuclear (nucleo tlpico de Entamoeba). A extensao de um unico pseudopode reflete a motilidade 
direcional intencional. 

C. Fotomicrografia de uma preparagao direta corada por iodo, demonstrando um cisto de Entamoeba histolytica 
com 12 pm de diametro. A celula tinha quatro nucleos, cada qual contendo um pequeno cariossomo central e 
uma faixa fma e homogenea de cromatina nuclear ao redor da membrana nuclear. 

D. Corte da mucosa de intestino grosso corada com hematoxilina-eosina ilustrando alguns trofozoltos de 
Entamoeba histolytica. Os trofozoltos sao corpos esfericos irregulares corados palidamente, dos quais alguns 
apresentam um nucleo tlpico de Entamoeba (ampliaqao: 400x). 

E. Esfregaqo fecal corado por ferro-hematoxilina demonstrando um unico trofozoito de Entamoeba coli. Observe 
o cariossomo grande, a distribuiqao desigual da cromatina ao longo da membrana nuclear e o citoplasma 
“entulhado” grosseiro contendo restos nao digeridos e varios vacuolos com tamanhos irregulares. Os 
trofozoltos de E. coli tendem a ser maiores que os de E. histolytica e, em media, seu diametro varia de 14 a 25 
pm. 

F. Cisto de Entamoeba coli corado por tricromo demonstrando cinco nucleos, cada qual contendo um 
cariossomo volumoso central ou em posiqao ligeiramente excentrica. A existencia de mais de quatro nucleos 
exclui Entamoeba histolytica. Na posiqao de 8 horas, ha uma unica faixa cromatidea intracitoplasmatica 
corada em vermelho. 

G. Coloraqao por ferro-hematoxilina de um pre-cisto de Entamoeba histolytica medindo 8 pm de diametro. Em 
muitos casos, os pre cistos contem um unico vacuolo semelhante a um cisto de Iodamoeba biitschlii. Nesta 
fotografia, observe a distribuiqao da cromatina tipica de Entamoeba, ou seja, ao redor da membrana nuclear, 
excluindo assim a identificaqao de I. biitschlii. 

H. Coloraqao por ferro-hematoxilina de um cisto pequeno (6 pm de diametro) de Entamoeba hartmanni. O 
diametro esta na faixa de Endolimax nana, mas o nucleo tipico de Entamoeba e as faixas cromatideas 
excluem esta possibilidade. 

Esfregaqo fecal corado por tricromo ilustrando um trofozoito de Iodamoeba biitschlii. Esse microrganismo 
mede cerca de 14 pm de diametro, que pode variar de 6 a 25 pm. Observe o nucleo com cariossomo volumoso 
circundado por um espaqo vazio, sem qualquer membrana nuclear vislvel (o chamado nucleo em “bola na 
cagapa”). E dificil diferenciar entre os trofozoltos menores e os trofozoltos da Endolimax nana', por esta 
razao, e necessario examinar outros campos para detectar os cistos mais caracteristicos, que estabelecem o 
diagnostico definitivo. 

J. Esfregaqo fecal corado por tricromo demonstrando um cisto de Iodamoeba biitschlii, que media 10 pm de 
diametro. O nucleo tinha um cariossomo central volumoso circundado por uma area clara, sem qualquer 
cromatina periferica (nucleo em “bola na cagapa”). Observe o vacuolo volumoso unico no citoplasma, que se 
corou positivamente com um corante de iodo, indicando presenga de glicogenio. 

K. Esfregaqo fecal corado por tricromo ilustrando um trofozoito pequeno de Endolimax nana com 8 pm de 
diametro. Observe o nucleo central pequeno com cariossomo proeminente e uma faixa estreita ao redor do 
espaqo claro sem cromatina nuclear. 

L. Preparagao corada por azul de metileno demonstrando um cisto de Endolimax nana com 6 a 8 pm de 
diametro. Observe os quatro nucleos pequenos, cada qual contendo um cariossomo diminuto circundado por 


um espago claro. 

M. Esfregago fecal corado por tricromo ilustrando uma unica forma esferica de Blastocvstis hominis com corpo 
central proeminente circundado por material nuclear, que estava emplastado em grumos contra a membrana 
interna da parede clstica. Essa forma media 10 pm de diametro, mas seu diametro varia consideravelmente 
entre 5 e 20 pm, com variagao de diametros na mesma preparagao. 

N. Fotomicrografia de um corte de epitelio do intestino delgado corado por hematoxilina-eosina. Observe o 
trofozolto pequeno em forma de pera da Giardia lamblia com sua “face” familiar. Os trofozoltos de Giardia 
fixam-se a mucosa, onde causam lesao local, que acarreta os sintomas tlpicos de diarreia e flatulencia. 

O. Esfregago corado por tricromo ilustrando um trofozolto de G. intestinalis (antes conhecida como G. lamblia) 
reconhecido por seu formato tipicamente oval a ellptico, dois nucleos com cariossomo centrais proeminentes 
situados anteriormente em um dos lados do axostilo em formato de bastao, que se estende por todo o 
comprimento do microrganismo. Observe tambem a coloragao eosinofilica do corpo parabasal (“bigode”) 
situado posteriormente sobre o axostilo. Essa configuragao resulta na chamada “face de macaco”. Os 
trofozoltos de G. intestinalis tern seis flagelos, dois nas posigoes anterior, posterior e caudal; nesta fotografia, 
apenas tres flagelos eram visiveis. 

P. Esfregago de restos intestinais corados por tricromo incluindo um cisto de Giardia intestinalis. Nos casos 
tipicos, os cistos sao ovais e tern parede externa lisa e fma. O diametro do cisto varia de 9 a 12 pm e, nos 
casos tipicos, contem o dobro da quantidade de organelas encontradas no trofozolto. Em geral, cada cisto tern 
quatro nucleos, dos quais apenas dois ou tres sao detectados comumente no mesmo piano de foco, dois 
axostilos, varios corpos parabasais e flagelos enrolados por baixo da parede lisa do cisto, todos observados no 
mesmo piano de foco. 
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PRANCHA 22.3 

Flagelados 

A. Fotomicrografia de dois trofozoitos de Chilomastix mesnili, um localizado na extremidade e o outro em visao 
de perfil. Nos casos tipicos, o trofozoito tem formato de pera e pode ser identificado facilmente quando se 
observa a posigao anterior extrema do nucleo unico, a protrusao posterior do axostilo e um sulco espiralado 
dificil de observar na maioria das preparagoes. Um tufo de tres flagelos anteriores situados ao lado do nucleo 
e outra caracteristica diferencial, mas e dificil de detectar na maioria das preparagoes para exame 
microscopico. 

B. Fotomicrografia de um cisto de C. mesnili. Nessa imagem, pode-se observar claramente um unico nucleo com 
cariossomo central e citostoma bem-defmido, que se evidenciava por uma area clara bem demarcada. Observe 
nesta imagem o contomo do citostoma, descrito como semelhante a um cajado de pastor de ovelbas. Nos 
casos tipicos, os cistos tem formato de limao, apresentam parede celular lisa, diametro de 6 a 70 pm e, alem 
do citostoma, comumente tem um botao anterior que ajuda a estabelecer sua identificagao quando esta 
presente (ver Prancha 22.3 C). 

C. Imagem de outro cisto de Chilomastix mesnili, no qual o botao filiforme anterior aparece mais claramente 
(seta). O nucleo e o citostoma tambem estavam visiveis. 

D. Esfregago fecal corado por tricromo realgando um unico trofozoito de Dientamoeba fragilis. Esse cisto media 
8 a 12 pm e podia-se observar facilmente o nucleo duplo tipico, cada qual com um cariossomo volumoso e 
membrana nuclear mal defmida. O citoplasma desse trofozoito era fmamente granuloso e apresentava indicios 
iniciais de desintegragao, conforme e sugerido pelo nome dessa especie. 

E. Preparagao corada por ferro-hematoxilina ilustrando um unico trofozoito de Pentratrichomonas 
( Trichomonas ) hominis. Observe o formato tipico de gota e o nucleo unico situado anteriormente, mas nao 
contra a parede celular, como geralmente se observa com o trofozoito de Chilomastix mesnili (Prancha 22.3 
A). O axostilo disposto longitudinalmente era visivel nesta fotomicrografia, bem como um flagelo posterior 
unico. Nos casos tipicos, P. hominis tem tres a cinco flagelos anteriores e um flagelo posterior e membrana 
ondulante, que se estende ao longo de todo o comprimento do corpo celular - uma estrutura facilmente 
detectada apenas nas preparagoes obtidas de culturas celulares. 

F. Fotomicrografia de um corte de biopsia intestinal corado por hematoxilina-eosina ilustrando alguns 
trofozoitos invasivos de Balantidium coli. Observe o macronucleo tipico em forma de bastao ou ferradura 
que, combinado com seu diametro (80 pm), ajuda a estabelecer sua identidade. A detecgao dos cilios e 
fundamental, porque este e o unico parasita humano ciliado. 

G. Imagem de um trofozoito de Balantidium coli demonstrando seu contomo oval com parede lisa coberta em 
toda a circunferencia por cilios curtos e delicados. O tamanho desses trofozoitos varia de 40 a 70 pm de 
largura por 50 a 100 pm de comprimento. A existencia de um citostoma anterior, a distribuigao 
circunferencial dos cilios e o macronucleo volumoso em forma de bastao ou ferradura sao caracteristicas 
fundamentals, que permitem a identificagao desse microrganismo. 

H. Cisto de Balantidium coli detectado em uma preparagao corada por tricromo. Os cistos desse microrganismo 
medem 50 a 70 pm de diametro, sao esfericos a elipsoides e tem um macronucleo tipico em formato de halter, 
como se observa claramente nesta fotografia. Um micronucleo unico e maldefmido tambem estava presente 
ao lado do macronucleo e o citoplasma continha um vacuolo metabolico. 











PRANCHA 22.4 

Cocrideos 

A. Fotomicrografia de um corte corado por hematoxilina-eosina da mucosa intestinal com sua borda em escova, 
a qual estavam ligados alguns oocistos de especie de Cryptosporidium com diametro de 2 a 3 pm. O 
diagnostico histologico e possivel quando esses agregados de oocistos sao demonstrados nessa local izagao. 

B. Coloragao alcool-acida de um esfregago fecal ilustrando dois oocistos esfericos de especie de 
Cryptosporidium (setas ) com 4 a 5 pm de diametro que apresentavam coloragao vermelha homogenea. O 
diagnostico dessas formas celulares e possivel quando sao detectadas em preparagoes com corantes alcool- 
acidos modificados. 

C. Fotomicrografia de um esfregago fecal corado por um corante alcool-acido, ilustrando um unico oocisto 
esferico alcool-acidorresistente de especie de Cyclospora. Esses oocistos sao quase duas vezes maiores que os 
oocistos de especies de Cryptosporidium (diametro variavel entre 8 e 10 pm), ressaltando a necessidade de 
dispor de um micrometro ocular calibrado. Outro aspecto contrastante e que os oocistos de Cyclospora tem 
estrutura interna maldefmida e nao mostram a mesma coloragao homogenea dos oocistos de Cryptosporidium. 
E comum encontrar oocistos de Cyclospora bem-corados ao lado de outros oocistos nao corados; este padrao 
de coloragao heterogenea e tipico dessa especie. 

D. Imagem de pequeno aumento (250x) de um oocisto fusiforme de Cystoisospora belli corado por um corante 
alcool-acido, localizado no campo central de visao. Os oocistos desse microrganismo medem 25 a 30 pm de 
comprimento, o que representa um tamanho relativamente grande, que nao pode ser apreciado nesta imagem 
de pequeno aumento, exceto quando ele e comparado com os oocistos minusculos praticamente puntiformes 
(5 pm de diametro) de especies de Cryptosporidium, que estavam dispersos no mesmo campo. A coexistencia 
dessas duas especies na mesma amostra de fezes e altamente sugestiva de infecgao pelo HIV, que sempre deve 
ser excluida nesse contexto clinico. 

E. Fotomicrografia de uma lamina de preparagao direta ilustrando um oocisto elfptico imaturo de Cystoisospora 
belli. Os oocistos desse microrganismo medem 25 a 30 pm de diametro no eixo longitudinal e, quando estao 
imaturos, circundam apenas um esporocisto esferico, como se observa nesta fotografia. Compare com o 
oocisto maduro ilustrado na Prancha 22.4 F. 

F. Imagem de uma preparagao direta de materia fecal ilustrando um oocisto maduro de Cystoisospora belli, 
envolvendo dois esporocistos esfericos. Os esporocistos - agora maduros - podem infectar um segundo 
hospedeiro e estao prontos para liberar esporozoitos dentro do intestino depois de serem ingeridos. 

G. Corte de musculo esqueletico corado por hematoxilina-eosina, dentro do qual havia dois cistos de especie de 
Sarcocystis. Os cistos desse microrganismo medem ate 300 pm de diametro e estao repletos de bradizoitos 
encistados inativos. Os seres humanos sao infectados por esse parasita quando atuam como hospedeiros 
intermediaries acidentais depois da ingestao de oocitos infectantes presentes no alimento ou na agua 
contaminada. 

H. Coloragao de Weber de um especime fecal ilustrando varios esporos baciliformes pequenos (2 a 3 pm de 
diametro) de um Microsporidium. Com esse corante, os esporos sao corados em amarelo-salmao. Observe o 
septo transversal fmo caracteristico, que divide alguns dos esporos (seta) presentes neste campo de visao; este 
aspecto ajuda a estabelecer a identificagao do genero. Esses microrganismos agora sao classificados como 
fiingos, mas os testes geralmente ainda sao realizados no setor de parasitologia do laboratorio por motivos 
praticos. 










PRANCHA 22.5 

Nematodeos 

A. Vermes macho e femea adultos de Ascaris lumbricoides. Em geral, os machos adultos sao mais curtos (20 a 
25 cm) que as femeas (25 a 30 cm) e tern uma cauda curva (verme inferior nesta fotografia). A cuticula nao 
segmentada lisa e um aspecto util a diferenciagao entre os ascaris adultos e os outros vermes terrestres 
comuns que, em alguns casos, podem alcangar vasos sanitarios e sistemas de esgoto, quando entao podem ser 
confundidos com vermes eliminados nas fezes. 

B. Ovo ligeiramente esferico marrom-amarelado de Ascaris lumbricoides corado por bile, cujo diametro varia de 
45 a 60 pm. Os ovos desse verme tern uma casca espessa coberta por uma camada albuminosa ondulada. A 
retragao e o desenvolvimento da clivagem interna indicam fecundagao e possivel infecciosidade. 

C. Esta imagem ilustra um ovo esferico descorticado de Ascaris lumbricoides contendo uma larva bem- 
desenvolvida, que estava no estagio proximo a eclosao. Evidentemente, esse ovo e altamente infectante. 

D. Ovo fecundado de Ascaris lumbricoides demonstrando a casca externa lisa. Quando fica exposto a bile dentro 
do lumen intestinal, a camada externa albuminosa dissolve-se e expoe a superficie descorticada, como se 
observa nesta figura. 

E. Fotografia composta ilustrando um verme adulto de Enterobius vermicularis a esquerda. Esses vermes medem 
0,3 a 0,5 mm de diametro e cerca de 8 a 13 mm de comprimento e tem trato intestinal e orgaos reprodutivos 
intemos bem-desenvolvidos. A cauda pontiaguda e as asas paraorais ( seta da fotografia a esquerda ) sao 
diagnosticas. A visao ampliada a direita demonstra mais claramente as asas paraorais. 

F. Fotografia em quadros separados ilustrando ovos de Enterobius vermicularis gravidicos, dentre os quais o da 
esquerda tinha uma larva bem desenvolvida. Esses ovos tem parede lisa e fma e medem cerca de 55 x 25 pm. 
Cada ovo e alongado, assimetrico e achatado em um dos lados, semelhante a uma bola de futebol americano 
vazia. 

G. Fotografia de vermes Trichuris trichiura adultos, demonstrando o segmento anterior longo semelhante a um 
chicote e o corpo posterior mais curto e espesso semelhante a uma alga de balde. Esses vermes sao 
relativamente pequenos e medem 35 a 45 mm de comprimento. 

H. Fotomicrografia de um ovo tipico de Trichuris trichiura marrom-amarelado corado por bile com parede lisa e 
relativamente espessa. Observe o formato caracteristico de tonel e um tampao hialino cupuliforme bem 
defmido em cada uma das extremidades polares. (Reproduzida de “A Pictorial Presentation of Parasites”, de 
H. Zaiman.) 

I. Fotografia da regiao bucal de um ancilostomo adulto. Os dentes quitinosos evidenciados nesta imagem sao 
tipicos do ancilostomo do Velho Mundo, ou Ancylostoma duodenale. Essa pega bucal esta bem-adaptada a 
fixagao profunda do verme a mucosa intestinal e a perfuragao dos capilares, permitindo a ingestao de sangue 
da circulagao. 

J. Imagem semelhante da parte bucal do ancilostomo do Novo Mundo, ou Necator americanus, ilustrando as 
placas cortantes caracteristicas ( setas ). Assim como Ancylostoma duodenale, essa parte bucal tambem esta 
bem-adaptada a fixagao profunda do verme a mucosa intestinal, a laceragao dos capilares e a ingestao de 
sangue. 

K. Fotomicrografia de uma preparagao direta corada por iodo de um especime fecal contendo um ovo esferico 
tipico de ancilostomo, medindo cerca de 40 a 60 pm de diametro, parede fma e lisa caracteristica e com um 
espago claro sob a casca. Esses ovos nao podem ser diferenciados dos ovos de Strongyloides stercoralis. Em 
geral, essa diferenciagao nao e necessaria, porque S. stercoralis raramente elimina ovos nas fezes e apenas nos 
casos de hiperinfecgao, quando as larvas sao abundantes. 

L. Fotomicrografia em quadro dividido, no qual as cavidades bucais das larvas rabditiformes do ancilostomo (a 
esquerda ) e de Strongyloides (,a direita ) podem ser comparadas. A cavidade bucal da larva rabditiforme do 
ancilostomo e caracteristicamente longa {setas), em comparagao com a distancia mais curta (setas) observada 
em Strongyloides. As larvas rabditiformes do ancilostomo raramente sao detectadas nos especimes fecais. 


M. Imagem de um campo microscopico de uma preparagao direta de especime fecal, no qual havia uma pequena 
larva rabditiforme pequena de Strongyloides stercoralis demonstrada sob pequeno aumento (100x). Essas 
larvas sao altamente moveis quando sao examinadas em preparagoes diretas. A observagao da cavidade bucal 
descrita acima e necessaria para confirmar a identificagao. Em media, essas larvas medem 15 pm de diametro 
e mais de 200 pm de comprimento. 

N. As larvas rabditiformes de S. stercoralis, depois de um perlodo curto de ingestao de sangue (2 a 3 dias), 
transformam-se em larvas filariformes longas e delgadas, que nao se alimentam, sao infectantes e podem 
chegar a medir 700 pm de comprimento. Essas larvas filariformes podem penetrar diretamente na pele de um 
hospedeiro humano com o qual entram em contato. 

O. Corte de intestino delgado corado por hematoxilina-eosina contendo larvas filariformes lisas e arredondadas 
de Strongyloides stercoralis - um aspecto histopatologico tlpico dos pacientes com slndrome de hiperinfecgao 
por Strongyloides. Esta imagem demonstra que as larvas perfuravam a lamina propria. Nos pacientes com 
estrongiloidlase e depressao da fiingao imune, o ciclo de vida entre a oviposigao e a larva rabditiforme ate a 
larva filariforme pode ser suficientemente curto, permitindo que a autoinfecgao ocorra dentro do intestino, 
antes que as fezes sejam formadas, como se observa nesta fotografia. 

P. Fotomicrografia de um ovo marrom-amarelado de Capillaria philippinensis corado por bile. Esses ovos tern 
formato de limao ou sao alongados, medem cerca de 60 x 35 pm e sao semelhantes aos de Trichuris trichiura, 
com excegao de que a casca e estriada e as protuberancias polares sao largas e planas. 































PRANCHA 22.6 

Cestodeos 

A. Verme adulto de Taenia saginata, ilustrando o escolex pequeno (seta) e um estrobilo, que se estendia por 
varios metros de comprimento e era formado por uma cadeia longa de proglotes. 

B. Visao ampliada do escolex de Taenia solium demonstrando os quatro sugadores tlpicos do genero. O rostelo 
saliente armado com uma fileira circular de ganchos permite a identificagao do verme como Taenia solium. O 
escolex de Taenia saginata nao e armado. 

C. Visao ampliada de uma proglote de Taenia saginata, na qual foi injetado nanquim atraves do poro genital para 
delinear os segmentos uterinos ramificados. As proglotes de T. saginata tem mais de 13 ramos uterinos 
laterals, como se pode observar nesta fotografia, o que permite diferencia-las das proglotes de Taenia solium 
que, nos casos tlpicos, tem menos de 13 ramos. Essa caracterlstica permite identificar a especie com base no 
exame de uma proglote, que pode ser eliminada por inteiro nas fezes. 

D. Fotografias em quadro dividido de um fragmento de came de porco infectada (a esquerda) com varios espagos 
cisticos pequenos, cada qual habitado por uma larva cisticerco de Taenia solium. A imagem do quadro a 
direita ilustra um cisticerco com mais detalhes. Dentro do saco cheio de liquido, havia um escolex invaginado. 
Os sugadores e os ganchos minusculos ficaram obscurecidos pelo corante. 

E. Corte de cerebro corado por hematoxilina-eosina ilustrando um espago cistico ocupado por um cisticerco de 
Taenia solium. O cisto tinha duas paredes - a externa composta de tecido fibroso reativo produzido pelo 
hospedeiro e a segunda mais interna formada por uma membrana fma produzida pelo verme (verme de 
bexiga). O escolex invaginado estava cortado transversalmente nesta fotografia e demonstrava as estruturas 
intemas. 

F. Fotografia de um cisticerco de tenia de rato, Hymenolepis diminuta. O escolex invaginado foi demonstrado 
mais claramente nesse campo de visao. Esses cisticercos desenvolvem-se nos insetos hospedeiros 
intermediaries, inclusive pulgas, baratas e besouros. Os seres humanos sao infectados depois da ingestao de 
alimentos contaminados por insetos e os vermes adultos desenvolvem-se no intestino depois da evaginagao e 
fixagao do escolex a mucosa. 

G. Fotografia do utero de uma femea prenhe de especie de Taenia, ilustrando a agregagao densa dos ovos 
esfericos de paredes finas, dos quais alguns apresentavam estrias tipicas. 

H. Visao ampliada dos ovos de especie de Taenia, como podem ser observados ao exame microscopico das 
preparagoes diretas de material infectado. Em media, esses ovos medem 30 a 45 pm de diametro e tem parede 
lisa e espessa, que e interrompida por estrias radiais bem-definidas. Alguns ovos tambem encerram tres pares 
de ganchos minusculos (embriao hexacanto), que nao foram demonstrados nesta fotografia, mas tem aspecto 
semelhante aos que aparecem dentro da membrana interna do ovo de Hymenolepis diminuta ilustrado na 
Prancha 22.6 N. Com base na morfologia dos ovos, nao e possivel definir a especie de Taenia. 

I. Fotografia do escolex diminuto (seta) e das proglotes largas e estreitas de Diphyllobothrium latum, ou tenia 
adulta gigante. Essa tenia e a maior de todas as que infectam seres humanos e alcanga entre 3 e 10 m de 
comprimento, geralmente incluindo mais de 3.000 proglotes. 

J. Visao ampliada do escolex espatulado de D. latum demonstrando o sulco longitudinal central tipico (botrio) 
flanqueado a cada lado por uma dobra bem-defmida (“folha” de filo), estruturas das quais se originou o nome 
do genero Diphyllobothrium. 

K. Visao ampliada de uma proglote de Diphyllobothrium demonstrando a largura maior que o comprimento, que 
e tipica deste genero e originou o nome “latum”. Observe o utero ramificado indefmido situado ao centra e 
disposto linearmente, que se evidenciava na forma de uma roseta compacta. 

L. Fotomicrografia de um ovo de Diphyllobothrium latum. Esses ovos sao relativamente grandes e medem 60 a 
75 pm de comprimento e 40 a 50 pm de largura. Eles tem formato oval e casca fma e lisa com piano de 
clivagem estendendo-se ate a membrana interna da casca. Um aspecto caracteristico e a existencia de um 


operculo nao arqueado discrete, que e usado para diferencia-lo do ovo de Paragonimus westermani, cujo 
operculo e nitidamente arqueado (Prancha 22.7 P). 

M. Fotomicrografia de um ovo de Hymenolepis liana formado por uma membrana dupla - uma casca fma e lisa 
externa e uma membrana interna envolvendo uma oncosfera. Em geral, tres paredes de ganchos diminutos 
estao presentes (hexacanto), como se pode observar nesta fotografia. O diametro desses ovos varia de 40 a 60 
pm e eles geralmente sao ovais a subesfericos em seu contomo. Os ovos de H. nana tambem sao defmidos 
pela existencia de espessamentos polares em um dos lados da membrana interna do hexacanto, a partir do 
qual se originam quatro a oito filamentos mais delgados, que se estendem adentro do espago intermembranar. 

N. Fotografia de um ovo de Hymenolepis diminuta. Esses ovos sao maiores que os de Hymenolepis nana e, em 
media, medem 60 a 80 pm de diametro e geralmente sao nitidamente esfericos em seu contomo. A 
inexistencia de espessamentos polares e filamentos intermembranares tambem diferencia esses ovos dos que 
sao produzidos por H. nana. Os seis ganchos diminutos estao ilustrados claramente nesta imagem {seta). 

O. Fotomicrografia de um pacote de ovos de D. caninum, demonstrando um agregado de ovos esfericos reunidos 
por uma matriz. Os ovos ilustrados nesta fotografia eram imaturos, porque a existencia de ganchos diminutos 
intemos indicam maturidade e infecciosidade. 

P. Fotografia de uma proglote de Dipylidium caninum demonstrando um poro genital de cada lado, dentro do 
qual fluem os ductos vitelinos delicados. Essa configuragao de poros duplos e singular a D. caninum (do qual 
se origina o nome do genero: pvle, “porta ou orificio”), porque as proglotes das outras tenias tern apenas um 
poro genital lateral que altema de um lado ao outro nos segmentos adjacentes. As proglotes sao vasiformes, 
ou seja, mais longas que largas. 
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PRANCHA 22.7 

Trematodeos 

A. Fotografia dos vermes macho e femea adultos de Schistosoma. O macho desta fotografia tern Colorado mais 
clara e apresenta um canal ginecoforico, no qual a femea mais escura em copula esta fixada. Em media, os 
machos adultos medem 20 a 30 mm de comprimento, enquanto as femeas medem 14 a 17 mm. Esses 
trematodeos sao filiformes, o que lhes permite ocupar os lumens das venulas sem causar bloqueio do fluxo 
sangulneo e, deste modo, acarretando edema mlnimo. 

B. Fotomicrografia de um ovo de Schistosoma mansoni com sua parede lisa e fma caracterlstica e seu contorno 
oval com uma esplcula lateral proeminente. Esses ovos sao relativamente grandes e suas dimensoes variam de 
cerca de 115 a 180 pm de comprimento por 45 a 70 pm de largura. Quando estao maduros, os miracldios 
larvarios eclodem intactos, evitando a necessidade de passar um perlodo de desenvolvimento no exterior. 

C. Fotomicrografia de um ovo de Schistosoma haematobium, que tambem tern casca fma e lisa e contorno oval, 
mas pode ser diferenciado do ovo de S. mansoni por ter uma esplcula terminal, em vez de lateral. Esses ovos 
tambem sao relativamente grandes e suas dimensoes variam de 110 a 170 pm de comprimento por 40 a 70 pm 
de largura. 

D. Esta imagem ilustra um ovo de Schistosoma japonicum, que e menor (80 a 100 pm de diametro), mais oval 
que esferico em seu contorno e tem um piano de clivagem que se estende ate a casca interna. Embora nao 
tenha uma espicula, um pequeno botao lateral (nao demonstrado nesta fotografia) e bem-defmido. 

E. Fotomicrografia de uma cercaria com cauda ramificada, que corresponde ao estagio infectante do ciclo de 
vida de Schistosoma. Essas cercarias de vida livre sao liberadas pelas redeas presentes em caracois infectados 
e tem capacidade, por agao enzimatica, de penetrar diretamente na pele de um ser humano desavisado, que 
pode estar nadando ou passeando nos estuarios de agua doce infestada. 

F. Trematodeo adulto da especie Fasciola hepatica. Esses trematodeos sao hermafroditas e tem orgaos 
reprodutivos masculinos e femininos. A parte anterior de F. hepatica projeta-se adentro de uma extremidade 
cefalica em forma de cone, pouco depois da qual esta o sugador anterior. Em posigao imediatamente posterior 
ao sugador e corado intensamente nesta fotografia, esta o litero ramificado convoluto. Ligeiramente atras do 
utero esta o sugador ventral. A maior parte do segmento posterior do trematodeo inclui os testiculos, que se 
evidenciam por uma trama cor-de-rosa nesta fotografia. Esses trematodeos medem cerca de 3 x 1 cm 
(praticamente o tamanho de uma lamina de microscopio). (Reproduzida de “A Pictorial Presentation of 
Parasites”, de H. Zaiman.) 

G. Trematodeo adulto da especie Fasciolopsis buski, ou trematodeo intestinal gigante, que tambem e 
hermafrodita e tem estruturas semelhantes as descritas em F. hepatica. Em contraste, a extremidade cefalica e 
arredondada e nao tem protrusao conica. As dimensoes desse trematodeo variam de cerca de 2 a 7,5 cm de 
comprimento por 0,8 a 2 cm de comprimento. 

H. Fotomicrografia de um ovo de F. hepatica (que nao pode ser diferenciado dos ovos de F. buski), 

demonstrando sua parede fma e lisa e um piano de clivagem interna, que se estende ate a membrana interna 

da casca. Observe o entalhe em um dos lados da casca na diregao da extremidade estreita (seta), que 
representa o operculo, uma estrutura em forma de fenda que se abre quando a larva eclode. Esses ovos sao 
grandes e, em media, medem cerca de 150 x 80 pm em seu maior diametro. 

I. Fotografia de um trematodeo adulto da especie Clonorchis sinensis, demonstrando a extremidade cefalica 
longa em forma de garrafa com um sugador terminal proeminente, litero de cor marrom-escura e testiculos 
rosados mais claros extensivamente ramificados situados em posigao posterior. Essas estruturas intemas, que 
se movem da boca para a cauda, estao ilustradas com mais detalhes na Prancha 22.7 J a M. 

J. Esta fotografia ilustra a boca ou o sugador oral anterior, que leva a um trato digestivo “cego” conhecido como 
ceco, do qual um ramo estende-se ao longo das bordas laterals do verme. 

K. Em posigao posterior ao sugador oral esta o sugador ventral, que se situa imediatamente a frente do litero de 

coloragao escura e esta flanqueado em um dos lados pelos ramos do ceco. As glandulas vitelinas com 


coloragao delicada estao localizadas na borda superior do verme, entre os cecos e o tegumento extemo. Essas 
glandulas produzem gema para os ovos produzidos nos ovarios. 

L. Esse campo de visao posicionado em posigao ligeiramente posterior ao utero ilustra o ovario. Observe o ducto 
vitelino delicado, que entra no ovario pelo lado direito. 

M. Esse campo de visao corresponde a parte posterior do verme, realgando os testiculos extensivamente 
ramificados, dos quais se origina o nome do genero {cion = dividido; orchis = testiculo). Observe que os 
cecos terminam em ductos “cegos”. A bexiga excretoria e o cspago branco maldefmido situado na borda 
posterior adjacente. 

N. Corte de um ducto biliar dilatado corado por hematoxilina-eosina, dentro do qual vivem tres trematodeos 
adultos da especie Clonorchis sinensis demonstrados em corte transversal. Embora houvesse infiltrado 
inflamatorio cronico brando na submucosa circundante, nao havia indicios de fibrose abundante e obstrugao 
do lumen do ducto biliar. 

O. Fotomicrografia de um ovo de Clonorchis sinensis, ilustrando sua parede fma e lisa. Um aspecto 
caracteristico e o operculo arqueado proeminente situado na extremidade mais larga. Um botao minusculo 
(nao evidenciado nesta fotografia) pode ser detectado na extremidade antiopercular mais estreita do ovo. 
Esses ovos sao relativamente pequenos e suas dimensoes variam de 25 a 35 pm de comprimento por 14 a 17 
pm de largura. 

P. Fotomicrografia de um ovo de Paragonimus westermani. A casca e lisa, relativamente fma e interrompida em 
uma das extremidades por um operculo arqueado proeminente. Morfologicamente, esse ovo e semelbante ao 
de Clonorchis sinensis', contudo, estas fotografias comparativas sao enganosas, porque os ovos de P. 
westermani sao tres vezes maiores e medem 65 a 120 pm de comprimento por 40 a 70 pm de largura. Com 
esse tamanho maior, os ovos de P. westermani parecem ser semelbantes aos de Diphyllobothrium latum que, 
no entanto, pode ser diferenciado por seu operculo arqueado piano, em vez de elevado. 














































PRANCHA 22.8 

Especies de Plasmodium 

A. Fotomicrografia de um esfregaqo de sangue periferico corado por Wright-Giemsa ilustrando varios eritrocitos 
infectados por formas anulares de especie de Plasmodium. Os eritrocitos infectados nao eram maiores que as 
celulas adjacentes e nao tinham pontos de Schiiffner. O tamanho pequeno dos aneis, sem desenvolvimento 
para as formas avanqadas de trofozoitos e parasitemia profiisa, eram indicios de infecqao por Plasmodium 
falciparum. 

B. Os eritrocitos infectados desta fotomicrografia de um esfregaqo de sangue periferico corado tambem sugerem 
o diagnostico de Plasmodium falciparum, tanto pela parasitemia alta quanto pela posiqao periferica dos aneis 
diminutos ao longo das membranas celulares intemas - o chamado efeito galardao ou applique. Na verdade, 
esse esfregaqo foi obtido de um paciente com malaria falcipara fulminante. 

C. A malaria falcipara pode ser diagnosticada defmitivamente pelo esfregaqo de sangue periferico quando se 
observa o gametocito grande falciforme ou em formato de lua crescente - ilustrado na parte inferior da 
fotografia ( seta azul). Veja tambem o anel pequeno de Plasmodium na celula localizada perto da extremidade 
superior do campo de visao (seta vermelha), que tambem era compativel com Plasmodium falciparum. 

D. O eritrocito infectado ilustrado nesse esfregaqo de sangue periferico corado era nitidamente maior e mais 
palido que as celulas circundantes e tambem tinha citoplasma claramente pontilhado em razao da existencia 
dos pontos de Schiiffner. Observe ainda que o trofozoito anular era relativamente grande. Essas caracteristicas 
sao tipicas da infecqao por Plasmodium vivax. 

E. Plasmodium vivax tambem pode ser considerado quando se observa um esquizonte pluricelular (como o que 
aparece no eritrocito aumentado ao centra da fotomicrografia) em um esfregaqo de sangue periferico corado. 
Nos casos tipicos, esses esquizontes tern mais de 13 merozoitos em cada celula. 

F. Esse esfregaqo de sangue periferico corado ilustra um eritrocito palido e dilatado contendo um gametocito 
uninucleado de Plasmodium vivax. 

G. Esta fotomicrografia ilustra um esfregaqo de sangue periferico corado por Wright-Giemsa, no qual havia um 
eritrocito infectado por um trofozoito de Plasmodium malariae. Observe que o citoplasma e condensado, nao 
se transformou em uma forma ameboide tipica e, pelo contrario, forma uma faixa em forma de ponte 
interligando as membranas celulares de duas celulas adjacentes. O eritrocito nao estava dilatado e nao havia 
pontos de Schiiffner. 

H. Plasmodium malariae tambem pode ser considerado quando se observa um esquizonte multinucleado com 
menos de 13 merozoitos. Nos casos tipicos, os merozoitos estao dispostos em padrao circular de roseta, como 
se pode observar nesta fotografia, comumente circundando massa grosseira de pigmento malarico, que nao 
estava presente nesta celula infectada especifica. 





















PRANCHA 22.9 

Babesiose/leishmaniose/tripanossomiase 

A. Esta fotomicrografia de um esfregago de sangue periferico corado por Wright-Giemsa ilustra varios eritrocitos 
infectados por microrganismos anulares pleomorficos minusculos de especie de Babesia. Os aneis minusculos 
detectados sugerem Plasmodium falciparum, como se pode observar em um dos eritrocitos do campo de visao 
central inferior. Os eritrocitos infectados nao sao dilatados, tern coloragao normal e nunca acumulam 
pigmento malarico. Um aspecto digno de nota e a disposigao dessas formas em duplas semelhantes as orelhas 
de coelho ou, mais caracteristicamente, em tetrades semelhantes a cruz de Malta. 

B. Fotografia dos membros inferiores de um paciente infectado por Leishmania tropica, uma especie que 
geralmente causa leishmaniose cutanea, tambem conhecida como ulcera de Chiclero. 11 As lesoes ulcerativas 
como as que estao demonstradas nesta fotografia resultam da inflamagao granulomatosa causada pelos 
amastigotas infiltrantes. 

C. Corte de tecidos subcutaneos corados por hematoxilina-eosina obtidos da borda de uma ulcera semelhante a 
da Prancha 22.9 B. Observe as formas leveduriformes minusculas demonstradas no citoplasma de alguns 
histiocitos e macrofagos infiltrantes. Essas formas amastigotas representam as formas infectantes das 
leishmanioses cutanea e visceral. E dificil diferenciar essas formas de celulas leveduriformes 
intracitoplasmaticas de Histoplasma capsulatum, mas elas geralmente podem ser diferenciadas nos esfregagos 
corados do material aspirado quando aparecem cinetoplastos baciliformes, como os que estao ilustrados nas 
Pranchas 22.9 D e E. 

D. Esfregago de impressao corado por Wright-Giemsa ilustrando alguns macrofagos ao fundo e numerosos 
amastigotas minusculos (2 a 3 pm) de Leishmania. Como foi mencionado antes, comumente nao e facil 
diferenciar entre essas formas e as leveduras de Histoplasma capsulatum. Contudo, o exame cuidadoso 
demonstra que algumas dessas formas tern um cinetoplasto baciliforme pequeno (seta) tipico dos amastigotas 
de Leishmania. 

E. Visao ampliada de um aspirado corado demonstrando amastigotas de especie de Leishmania, identificados 
pelos cinetoplastos bem-defmidos presentes dentro de algumas dessas formas. 

F. Fotomicrografia de um esfregago de sangue periferico corado por Wright-Giemsa, no qual foram detectados 
varios tripanossomas extracelulares. Esse esfregago foi obtido de um paciente com tripanossomose africana. 
Cada microrganismo era longo, delgado e fusiforme com 15 a 30 pm de comprimento e 1,5 a 4 pm de largura. 
As estruturas puntiformes mais escuras localizadas nos segmentos posteriores de cada tripanossoma sao 
cinetoplastos, dos quais se origina um unico flagelo. Cada flagelo acompanha o contomo de uma membrana 
ondulada, que se estende ao longo do comprimento do corpo e, por fim, continua por alguma distancia da 
extremidade anterior. 

G. Fotomicrografia de um esfregago de sangue periferico corado por Wright obtido de um paciente com 
tripanossomiase americana, tambem conhecida como doenga de Chagas. Observe a forma tipica do 
tripanossoma em “C”. Cada tripanossoma tern uma estrutura puntiforme corada mais intensamente no 
segmento posterior (cinetoplasto), da qual se origina um unico flagelo. O cinetoplasto de T. cruzi e maior e 
parece “abaulado” em comparagao com o de 71 brucei. 

H. Fotografia do vetor responsavel pela transmissao da doenga de Chagas, um triatommeo (reduviideo) 
conhecido no Brasil como “barbeiro”. Os tripanossomas metaciclicos desenvolvem-se no intestino posterior 
desse inseto depois da ingestao dos tripanossomas durante a picada de um paciente infectado. Os 
tripanossomas entram novamente nos tecidos subcutaneos depois da picada do segundo hospedeiro humano, 
nao a partir da propria picada, mas quando a materia fecal contaminada eliminada pelo inseto e raspada pelas 
unhas dos dedos e forgada a entrar na ferida dolorosa da picada. 






PRANCHA 22.10 

Filarias 

A. Fotomicrografia de um esfregago de sangue periferico demonstrando uma microfilaria revestida por 
membrana protetora. As microfilarias sao parasitas extracelulares, que medem cerca de 245 a 295 pm de 
comprimento por 7 a 10 pm de largura. Esses microrganismos sao liberados na circulagao pelas femeas 
prenhas do verme, que vivem dentro dos canais linfaticos dos tecidos infectados do corpo. As microfilarias 
liberadas pelas especies patogenicas aos seres humanos tem um envoltorio, como se pode observar nesta 
fotografia {seta). Como a coluna de nucleos demonstrada dentro do parasita ilustrado nesta fotografia nao 
parecia estender-se ate a ponta da cauda, o microrganismo foi identificado como Wuchereria bancrofti. 

B. Fotomicrografia de um esfregago de sangue periferico ilustrando um corte da cauda de uma microfilaria, 
ressaltando claramente a configuracao dos nucleos. Observe que dois nucleos desprendidos-se estendiam ate a 
cauda, um aspecto tipico de Brugia malayi. 

C. Uma coluna de nucleos que se estendiam ate o segmento da cauda de uma microfilaria, conforme a que se 
observa nesta figura, e tipica do Loa loa. 

D. Fotomicrografia de um corte de um nodulo subcutaneo corado por hematoxilina-eosina, de forma a incluir o 
corte transversal do corpo de uma femea da filaria Onchocerca volvulus. Dentro da cavidade desse 
microrganismo, havia numerosas microfilarias que, por fim, seriam liberadas nos tecidos circundantes, onde 
desencadeariam uma reagao inflamatoria com fibrose resultante. As microfilarias de O. volvulus raramente 
circulam no sangue periferico, ou circulam em contagens tao pequenas que praticamente nunca sao detectadas 
nos esfregagos corados. 

E. Fotografia do coragao de um cao infestado por vermes adultos de Dirofilaria immitis. Os caes sao hospedeiros 
defmitivos desse nematodeo tecidual. Nos seres humanos, que podem atuar como hospedeiros ocasionais, as 
formas larvarias quase nunca se desenvolvem no coragao, mas sao levadas a circulagao pulmonar, onde 
causam infartos e granulomas inflamatorios multifocais. 

F. Fotomicrografia de um esfregago de impressao corado por Giemsa demonstrando varios taquizoitos de 
Toxoplasma gondii em forma de crescentes corados em azul. Cada taquizoito mede cerca de 3 * 6 pm, tem 
forma de arco ou crescente e apresenta um nucleo e varias organelas intemas. Os taquizoitos representam a 
forma infectante do parasita, que entra na circulagao e e levado a diversos orgaos, principalmente sistema 
nervoso central, onde produzem lesoes inflamatorias microfocais. Os taquizoitos tambem podem migrar da 
placenta das gestantes, entrar na circulagao do feto em desenvolvimento e causar infecgoes congenitas dos 
recem-nascidos. 

G. Fotomicrografia de um corte histologico corado por Giemsa de uma biopsia cerebral obtida de um paciente 
com toxoplasmose cerebral latente. Esta imagem demonstra tres cistos com diametros variando entre 15 e 30 
pm, dentro dos quais havia incontaveis bradizoitos minusculos corados em azul. Essas estruturas eram cistos 
de bradizoitos, que permanecem em estado latente, a menos que o paciente-se tome imunossuprimido. 

H. Visao ampliada de um cisto de bradizoitos. Embora a doenga esteja latente nessa forma cistica em razao da 
supressao imune de um individuo previamente infectado, esses cistos liberam taquizoitos ativos. 
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PRANCHA 22.11 

Parasitas teciduais 

A. Corte de musculo cardlaco corado por hematoxilina-eosina, incluindo uma fibra edemaciada em sentido 
longitudinal no centra do campo de visao, que estava ocupada por coleqoes densas de formas amastigotas de 
Trypanosoma cruzi. O acometimento cardlaco dos pacientes com doenqa de Chagas comumente causa 
insuficiencia cardlaca e morte. 

B. Fotografia de um cisto hepatico, que continha muitos cistos hidaticos pequenos com dimensoes variadas. 

C. Visao ampliada de dois cistos hidaticos retirados do mesenterio de um paciente com equinococose, ilustrando 
membrana externa fma e lisa, na superficie externa da qual estavam fixados agregados de gordura. 

D. Corte de um cisto equinococico corado por hematoxilina-eosina. A parade do cisto e composta de uma 
camada de tecido fibroso denso originado da reaqao do hospedeiro. A membrana interna do parasita e 
germinativa e havia produzido tres embrioes secundarios (capsulas de ninhada), cada qual com um escolex 
invertido. Com o desprendimento da membrana germinativa, esses cistos secundarios e os protoescoleces 
liberados, formam uma areia hidatica que flutua. 

E. Esta fotografia ilustra protoescoleces separados (fragmentos de “areia hidatica”), cada qual contendo um 
rostelo invertido com uma fileira proeminente de ganchos diminutos, que representam o primordio do rostelo 
armado saliente do verme adulto. 

F. Fotomicrografia de um platelminto da especie Echinococcus granulosus. Esses vermes adultos, que vivem no 
trato intestinal dos caes e outros canideos, sao muito pequenos (nao medem mais que 6 mm de comprimento) 
e sao compostos de apenas tres segmentos - um escolex armado, um colo e uma unica proglote, da qual e 
liberado um numero relativamente pequeno de ovos. Entretanto, como centenas desses vermes podem infestar 
o intestino de um cao e, em alguns casos, cada verme pode sobreviver por ate 20 meses, a quantidade total de 
ovos liberados durante um periodo longo pode ser enorme, deste modo assegurando a fmalizaqao do seu ciclo 
de vida. 

G. Corte de musculo esqueletico corado por hematoxilina-eosina, incluindo uma forma larvaria espiralada e 
encistada de Trichinella spiralis. O infiltrado denso de celulas inflamatorias nos tecidos que circundavam o 
cisto indicava infecqao relativamente recente, quase certamente associada a sintomas locais e, possivelmente, 
tambem a queixas constitucionais. 

H. Outra imagem de um especime de biopsia da musculatura esqueletica incluindo uma larva espiralada de 
Trichinella spiralis. A inexistencia de reaqao inflamatoria e a acumulaqao de tecido fibroso denso ao redor do 
cisto sugeriam infecqao cronica. Com o tempo, esse cisto inativo pode tomar-se calcificado, representando o 
ultimo estagio da infecqao. 






PRANCHA 23.1 

Inclusoes virais 

A. Hepatite causada pelo virus varicela-zoster. Os nucleos de varios hepatocitos continham inclusoes tipicas dos 
herpes-virus. A massa de inclusao era eosinofilica e de cor vermelha, enquanto a cromatina nuclear residual - 
que era basofilica e de cor azul - estava acumulada em torno do halo da membrana nuclear. As inclusoes 
ficaram realgadas em razao de um artefato de halo claro entre elas e a cromatina nuclear deslocada para a 
periferia. Esse artefato e causado pela fixagao em formalina. As inclusoes dos herpes-virus simples e varicela- 
zoster nao podem ser diferenciadas. (Coloragao por hematoxilina-eosina.) 

B. Cervicite causada por herpes simples. A coloragao de Papanicolaou demonstrou numerosas celulas gigantes 
multinucleadas em um material de raspagem cervical. Os nucleos estavam amontoados e havia inclusoes. As 
inclusoes pareciam homogeneas e a cromatina nuclear estava deslocada para a periferia, formando um halo 
em tomo da membrana nuclear. A preparagao citologica foi fixada imediatamente em etanol e o artefato do 
halo produzido pela formalina nao se desenvolveu. Uma celula epitelial escamosa madura foi corada em rosa. 

C. Lesao vesicular causada pelo herpes simples - teste de Tzanck. Essas celulas foram raspadas da base de uma 
vesicula herpetica. A celula multinucleada era tipica da infecgao por herpes, mas nao e possivel diferenciar 
entre os efeitos causados pelos herpes-virus e varicela-zoster. Os nucleos multiplos estavam moldados uns aos 
outros e eram homogeneos, mas e dificil demonstrar inclusoes nos esfregagos secos ao ar e corados por 
Giemsa ou um corante semelhante. As preparagoes diretas de raspados tambem podem ser coradas pela 
tecnica de Papanicolaou ou hematoxilina-eosina. 

D. Sialoadenite causada por citomegalovirus. As celulas epiteliais de uma glandula salivar continham inclusoes 
do citomegalovirus. As inclusoes basofilicas (azuis ou roxas) grandes preenchiam grande parte do nucleo. Em 
algumas celulas, havia artefatos de halos claros entre a inclusao e a membrana nuclear, que foram produzidos 
pela fixagao em formalina. Algumas celulas tambem tinham inclusoes citoplasmaticas granulosas. A 
arquitetura da glandula salivar estava distorcida por um infiltrado linfocitico denso. A dilatagao das celulas e 
dos nucleos infectados originou o nome desse virus (citomegalovirus). Virus da glandula salivar era o nome 
original desse virus e doenga com inclusoes na glandula salivar era a doenga causada por essa infecgao, em 
razao do acometimento proeminente deste orgao na doenga neonatal. (Coloragao por hematoxilina-eosina.) 

E. Pneumonia causada por adenovirus. Nessa biopsia obtida de um paciente com infecgao por adenovirus, havia 
grande quantidade de exsudato proteinaceo eosinofilico nos espagos aereos, mas havia poucas celulas 
inflamatorias. Os nucleos das celulas infectadas do epitelio respiratorio tinham sido completamente 
substituidos pelo DNA viral, que formava uma inclusao basofilica densa. Como se pode observar nesta 
imagem, as inclusoes maduras preenchiam o nucleo e distorciam o contomo da membrana nuclear. Essas 
estruturas sao conhecidas como celulas borradas. (Coloragao por hematoxilina-eosina.) 

F. Pneumonia causada pelo virus do sarampo. Nas vias respiratorias desse paciente com pneumonia causada pelo 
sarampo, havia varias celulas gigantes multinucleadas. Os nucleos numerosos continham inclusoes nucleares 
eosinofilicas semelhantes as que sao causadas pelos herpes-virus simples. A cromatina nuclear estava 
compactada na borda da membrana nuclear, mas o artefato de halo claro produzido pela formalina nao estava 
presente nesse corte. Alem disso, nessa biopsia tambem havia inclusoes citoplasmaticas eosinofilicas, das 
quais algumas tinham coalescido e/ou estavam circundadas por um espago claro. (Coloragao por 
hematoxilina-eosina.) 

G. Infecgao pelo virus sincicial respiratorio. Esta imagem demonstra uma monocamada de celulas HEp-2 
infectadas pelo virus sincicial respiratorio. Havia duas celulas gigantes sinciciais nessa monocamada. Os 
nucleos das celulas nao tinham inclusoes, mas havia varias inclusoes intracitoplasmaticas intensamente 
eosinofilicas. (Coloragao por hematoxilina-eosina.) 

H. Encefalite causada pelo virus da raiva. Dois neuronios tinham uma inclusao citoplasmatica eosinofilica, que e 
conhecida como corpusculo de Negri. Alguns vacuolos estavam evidentes na inclusao. O aspecto irregular foi 
causado por uma mistura de estruturas citoplasmaticas normais com massas de acido ribonucleico viral. 
(Coloragao por hematoxilina-eosina; cortesia do Dr. Daniel Perl.) 




< 5 .^ 1 

V... 


■XKi ' . v i ’ - 


v * asjw V'S &* v v ' r; 

V. V. -*»>.> £ 

rV - .p U ", - 

: * v: - • ♦> * - •-* 

# ) . it/ B J 9 m V * ' 

•t , , J/L- * V ^ *u* 

■ V A<V*4V 4 i** * # 


ib* 


f 


»u* 

% 

* • ♦., * ' 

» "** ' 

J-f . 4 


t: .-: 


• » 






•V 


■ 4 # *> 

’ v*j «9 


% 

'- £» 
At % 



G 



'' j£ 













PRANCHA 23.2 

Diagnostico das infecgoes causadas por virus, Chlamydia e Ehrlichia 

A. Conjuntivite de inclusao causada por Chlamydia trachomatis. A imagem demonstra uma celula epitelial, que 
continha uma inclusao clamidica. A celula estava degenerada, restando apenas o nucleo e a inclusao 
volumosa. A inclusao grande estava moldada ao redor ou cobria o nucleo subjacente. Embora essas 
caracteristicas nao sejam 100% especificas, quando presentes devem indicar a realizagao imediata de testes 
diagnostics. (Esfregago corado pelo metodo de Giemsa; fotografia reproduzida, com autorizagao, de Julius 
Schachter e PSG Publishing Company, Inc., Littleton, MA.) 

B. Cervicite causada por C. trachomatis. Nessa infecgao muito avangada, havia incontaveis corpos elementares. 
O contracorante azul de Evans levou as celulas a emitir fluorescencia vermelha e as inclusoes apareceram em 
amarelo nesta fotografia. Nas areas em que havia menos material de fundo ou que nao tinha um contracorante, 
o anticorpo marcado por fluoresceina levou os corpos elementares a emitir fluorescencia de cor maga-verde. 
No centra da fotografia, havia uma celula macigamente infectada. Esses especimes trazem pouca dificuldade, 
mas e consideravelmente mais diftcil detectar amostras positivas nas quais ha apenas alguns corpos 
elementares. 

C. Essa monocamada de celulas de McCoy estava infectada por C. trachomatis. O especime foi centrifugado 
para dentro dessa monocamada de celulas de McCoy tratadas com ciclo-heximida, que foram incubadas por 
48 horas. As celulas foram coradas com um anticorpo monoclonal conjugado a fluoresceina dirigido contra 
uma proteina da membrana externa principal (MOMP; do ingles, major outer-membrane protein ) de C. 
trachomatis. Varias inclusoes intracitoplasmaticas, que correspondiam a inclusao demonstrada na Prancha 
23.2 A, foram coradas em verde-brilhante. 

D. Essas celulas HEp-2 estavam infectadas pelo herpes-virus simples tipo 1. Quando se tomou evidente um 
efeito citopatico, as celulas foram raspadas da monocamada e colocadas em uma lamina. As celulas foram 
coradas por um anticorpo monoclonal conjugado a fluoresceina dirigido contra o herpes-virus simples tipo 1. 
Havia fluorescencia brilhante especrfica, tanto no nucleo quanto no citoplasma. 

E. Esse material aspirado do nariz contem celulas infectadas pelo virus sincicial respiratorio. Duas celulas do 
esfregago apresentam fluorescencia citoplasmatica verde-brilhante. Alem da fluorescencia difusa, os pontos 
fluorescentes bem demarcados representam as inclusoes virais, que sao trpicas desse virus e ajudam a 
confirmar a especificidade da fluorescencia. (Anticorpo monoclonal conjugado ao isotiocianato de 
fluoresceina especrfico para o virus sincicial respiratorio.) 

F. Esta imagem e uma monocamada de fibroblastos diploides humanos infectados por citomegalovrrus em uma 
ampola. Os fibroblastos alongados foram corados pelo contracorante. As celulas infectadas foram 
diferenciadas pela fluorescencia verde-brilhante dos seus nucleos ovais. (Anticorpo conjugado ao 
isotiocianato de fluoresceina especifico para o antigeno precoce-intermediario do citomegalovirus.) 

G. Ehrlichiose monocitica humana causada por Ehrlichia chaffeensis. Uma celula mononuclear circulante 
continha uma inclusao citoplasmatica bem-definida (morula), que era constituida de celulas bacterianas 
aglomeradas. As inclusoes sao encontradas raramente na ehrlichiose monocitica. (Corante de Wright; lamina 
cedida pelo Dr. J. Stephen Dumler.) 

H. A anaplasmose granulocitica humana e causada por Anaplasma phagocytophilum. No citoplasma de um 
neutrofilo circulante, havia uma inclusao azulada bem-definida. (Corante de Wright; lamina cedida pelo Dr. J. 
Stephen Dumler.) 
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PRANCHA A.1 

Identificagao dos carrapatos 

A. Larvas do carrapato, nesse caso de Ixodes scapularis, sao diferenciadas pela existencia de seis patas, tres de 
cada lado. As ninfas e as formas adultas tern oito patas no total. 

B. Instares (estagios de vida) de Ixodes scapularis sobre uma moeda de dez centavos para facilitar a comparagao 
dos tamanhos. Da esquerda para a direita: femea adulta (F), macho adulto (M), ninfa (N) e larva (L). 

C. Superflcie ventral de uma femea adulta de Ixodes scapularis, demonstrando as relagoes entre as partes bucais 
e a base da cabega (B). Palpo (P), hipostoma (H), poro genital (G), anus (A), sulco anal (U) e placa 
espiracular (S). A quadrlcula no canto inferior direito demonstra detallies das partes bucais. Observe as 
dentlculas salientes nas bordas laterals do hipostoma. 

D. Esporoes coxais de Ixodes scapularis adulto. O esporao da coxa I e longo, pontiagudo e orientado para dentro. 
Os esporoes das coxas II a IV sao curtos, rombos e orientados para fora. 

E. Dorso de uma femea de Ixodes cookei. O escuto (S) e angulado. O comprimento do palpo (P) e praticamente 
igual a base da cabega (B). Nesse especime, o hipostoma (H) estava quebrado. 

F. Dorso de uma femea de I. marxi. O escuto (S) e angulado e semelhante ao de I. cookei (compare com a 
Prancha A. 1 F), mas o escuto de I. marxi e mais comprido que largo, em comparagao com o de I. cookei. 

G. Femeas adultas da especie Dermacentor variabilis. O escudo demonstra omamentagao (O). Na borda 
posterior, ha festoes (F). Uma das especies estava significativamente ingurgitada (E), alterando a cor do dorso 
de marrom para creme. 

H. Femea adulta da especie Dermacentor variabilis. O escuto era intensamente omamentado (O). A base da 
cabega (B) era mais larga que comprida. Observe os “olhos” na borda lateral bilateralmente ( setas ). 
















PRANCHA A.2 

Identificagao dos carrapatos e outros artropodes 

A. Dorso de uma femea de Amblyomma americanum. A omamentagao do escudo (S) tinha forma de uma placa 
na borda posterior - a estrela solitaria {seta). Tambem havia festoes (F) ao redor da borda posterior do 
carrapato. Essa especie tem “olhos”, que eram dificeis de identificar nesse especime parcialmente ingurgitado. 

B. Dorso de um macho de Amblyomma americanum. Na borda lateral do escudo, havia um “olho” muito 
proeminente {seta), que cobria todo o dorso. As partes bucais estavam ausentes. 

C. Dorso de um macho de Amblyomma americanum. Os festoes (F) proeminentes eram evidentes na borda 
posterior. As setas delimitam duas marcagoes em forma de ferraduras situadas bem ao lado da linha media 
bilateralmente. 

D. Superficie ventral de um macho de Amblyomma americanum. Um proeminente esporao interno e evidente em 
coxa IV {setas). A quadricula do canto superior direito demonstra detalhes de um esporao (I). O anus (A) esta 
circundado por um sulco voltado para tras (GR), em contraste com o sulco voltado para a frente das especies 
de Ixodes. O poro genital (G) e proeminente. Todas as partes bucais e a base da cabega estao faltando nesse 
especime. 

E. Visao dorsal de especie de Ornithodoros. Esse carrapato mole nao tem escudo e as partes bucais nao podem 
ser detectadas em visao de cima. 

F. Sarcoptes scabiei em seu tunel. O acaro depositou ovos e defecou em sua “casa” recem-descoberta, 
intensificando o desconforto da vitima. 

G. Loxosceles reclusa, ou aranha reclusa marrom. A cor marrom e as marcas caracteristicas da cabega 
diferenciam essa aranha venenosa. (Fotografia cedida por cortesia de Robert Suter, Ph.D.) 

H. Aranha viuva-negra. Esta fotografia demonstra claramente a cor negra escura e as tipicas marcas vermelhas 
em forma de ampulheta na superficie ventral. (Fotografia cedida por cortesia de Robert Suter, Ph.D.) 





















PRANCHA A.3 

Identificagao de diversos artropodes 

A. Dermatobia hominis. O beme humano foi extraido de uma lesao pustulosa. O formato ampular, o colo afdado 
e as espiculas circundantes da larva sao evidentes nesta fotografia. O colo foi danificado durante a extragao 
cinirgica. 

B. Visao ventral de um percevejo da especie Cimex. A cor marrom-alaranjada e o formato caracterfstico 
permitem sua identificagao. 

C. Visao dorsal de um representante da especie Triatoma, ou reduviideo (“barbeiro”)- O corpo alongado e a 
cabega fma e longa sao tipicos. Esse especime tambem tern um par de asas evidentes. 

D. Tunga penetrans, ou bicho-de-pe. A maioria das pulgas pica rapidamente seus hospedeiros e parte para 
concluir seu ciclo de vida, mas o bicho-de-pe permanece imerso na pele enquanto produz ovos. 

E. Femea de especie de Ctenocephalides, ou pulga do cao ou do gato. As patas musculosas e longas ficam 
penduradas do corpo e tomam a pulga uma saltadora prodigiosa. O aspecto “encurvado” do corpo e nitido. 

F. Femea de Pediculus humanus, ou piolho-do-corpo humano. O corpo longo e delgado sustenta tres pares de 
patas, cada qual com ganchos claviformes em sua terminagao. 

G. Lendea do piolho-da-cabega. O ovo esta firmemente aderido ao fio de um cabelo. 

H. Femea de Phthirus pubis, ou piolho-do-pubis (“chato”). O corpo quadrado e as tenazes bem-desenvolvidas 
nos tres pares de patas originaram o nome popular desse inseto {chato). O piolho esta pendurado no fio de um 
pelo, que tambem sustenta uma lendea.Pranchas 
















